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Resumo - Este trabalho tem o objetivo de avaliadaorgdo quimica de lectinas sobre superficie de
ouro, com prévio tratamento quimico com acido odtriem diferentes intervalos de tempo: 5, 15 e 30
minutos. Os resultados eletroquimicos de voltametidlica para o processo redox ¥4 e** mostraram
que o tempo de 30 minutos para imobilizacdo datnies foi suficiente para promover a deposicdo na
superficie eletroativa de ouro.
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INTRODUGAO

A imobilizacdo de moléculas de origem biologicaaetrodos convencionais e descartaveis tem
sido empregada no desenvolvimento de biossens@es qerem aplicados em diferentes areas do
conhecimento. Lectinas sdo proteinas presentes remaia e vegetais que possuem afinidade a
carboidratos especificos. Por esta razdo, as dsctém sido amplamente utilizadas na area de agéd
de complexos de carboidratos e glicoconjugados2]1,Neste sentido, essas proteinas podem ser
utilizadas como superficie sensora de sistemasgidtmicos, no intuito de desenvolver biossensoa pa
deteccdo de carboidratos de interesse.

A imobilizacdo de lectinas em diferentes superictem sido estudada, principalmente,
empregando camada intermediaria entre o eletroploteina, a partir de substancias como cisteamina,
glutaraldeido e outras que irdo promover interfttee a molécula sensora e a superficie [3]. Nanéot
trabalhos na literatura tém indicado a possibil@dae proteinas se ligarem diretamente a superficies
oxidadas mediante tratamento quimico ou eletrogquimeliminando a necessidade de substancias
intermediarias na superficie de biossensores [4, 5]

No presente trabalho lectinas encontradas em semdeRicinus communi@namona), Ricina e
Ricinus aglutinina foram imobilizadas em eletrodiss ouro modificados por tratamento quimico em
diferentes intervalos de tempo de imobilizacdo alacdio contendo as lectinas. O estudo do tempo de
imobilizacdo nos eletrodos foi importante para aeilgar o melhor intervalo de saturacdo da superfici
pelas lectinas.

PROCEDIMENTO EXPERIMENTAL

Amostra de sementes de mamona, da cultivar Nondeptioduzida pela Embrapa Algodao, foi
utilizada para a obtencéo da torta de mamona. Akeses foram trituradas, prensadas e deixadas em
repouso com hexano para retirada do 6leo residyeis evaporacdo do solvente, a torta de mamona,
propriamente dita, foi diluida em NaCl 0,15 M nagwr¢do de 1:10 e homogeneizada em agitadores por
30 minutos e centrifugadas a 32.98¢ por 20 minutogara retirada do sobrenadante. O sobrenadante foi
transferido para coluna de cromatografia de aftédde goma de Guaigma Aldrich, preparada
segundo instrucdes do fabricante. A cromatogradiafthidade foi realizada a temperatura ambiente. A
fracbes foram eluidas com solucdo de glicina 0,l1e NNaCl 0,15 M pH 2,6, e acompanhamento
esctrofotométrico em 280 nm, sendo aquelas quesama@am absorbancia foram coletadas e dialisadas
contra 4gua para remocdo da glicina. Ap6s didliseolacdo foi concentrada por liofilizacdo e
caracterizada por eletroforese e teste de hemaghéio.

Para o ensaio eletroquimico, eletrodo de ouro5(@&f) foi polido em alumina 0,03 um e
sonicado em agua Milli-Q por 1 minuto. O eletrodo éxposto a solugdo de &cido nitrico P.A. por 5
minutos, para que ocorresse a oxidagdo quimica,pasterior lavagem com agua. Solugdo contendo as
lectinas Ricina e Ricinus aglutinina foi diluida eplucéo salina 0,15 M na concentragdo de 1 pgAnL.
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adsorcéo das proteinas ocorreu por exposicdo tdoddede ouro a solugdo das lectinas em diferentes
intervalos de tempo: 5, 15 e 30 minutos.

Solucao de ferricianeto de potassio 5 mM em NaCh M foi preparada para as medidas de
voltametria ciclica. As medidas eletroquimicas forarealizadas em potenciostat Autolab
Potenciostat®alvanostato PGSTAT302N. A velocidade empregadeoftametria ciclica foi 50 mV/s.
Foram utilizados eletrodo auxiliar de platina etreldo de referéncia Ag/AgCl saturado com KCI 3 M.
Todas as solucdes foram desoxigenadas com nitmgétes de cada ensaio eletroquimico.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Os resultados indicaram que a superficie de oatada com acido nitrico promoveu a adsorgao
de proteinas proporcional ao tempo de imobilizaddceeletrodo na solugdo de lectinas (Figuras 1). A
superficie de ouro ao ser recoberta pelas lectthasnui gradativamente a area eletroativa para
transferéncia eletrnica para o ferricianeto dég®mb. Sendo verificado assim, a reducdo gradatva
amplitude de corrente e deslocamento dos poterdegaco para 0s processos de oxidagéo e reducgéo do
par redox F&/Fe* quando comparado a superficie de ouro limpa. ©gssp de adsorcdo da proteina é
linear com o tempo (Figura 2).
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Figura 1. Perfil voltamétricode KsFe(CN)}/K4Fe(CNy5 mM (em NaCl 0,15 M) em superficie de ouro
previamente oxidada com acido nitrico, para o mezale deposi¢cdo quimica de lectinas 1 pg/mL em
intervalos de tempo de 0 (a), 5 (b), 15 (c), €d0minutos.
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Figura 2. Comportamento do processo de adsor¢do de protemasuperficie de ouro previamente
oxidada com acido nitrico emsRe(CN)}/K,Fe(CN)x5 mM e NaCl 0,15 M ao longo do tempo.
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CONCLUSOES

O tratamento quimico com acido nitrico promovewidagao da superficie de ouro e propiciou
a imobilizacao linear das lectinas estudadas. Gbhéeminimo para o recobrimento da superficie pelas
lectinas foi de 30 minutos.
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