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Apresentacao

O crescente interesse na mamona, tanto por parte dos produtos derivados
de seu 6leo (ricinoquimica) quanto da perspectiva de uso desse mesmo 6leo
para o preparo de biocombustiveis, leva ao aumento da producéao da torta
de mamona. Apesar da importancia desse coproduto para a alimentacao
animal, nele ocorre a ricina, uma toxina muito perigosa, que deve ser
neutralizada antes da torta ser empregada para esse fim. Tao importante
quanto o desenvolvimento de uma técnica de detoxificacao adequada, é o
desenvolvimento de uma técnica de controle de qualidade desse processo.

Neste trabalho faz-se um resumo sobre o histérico do diesel mineral e do
biodiesel, sobre alguns aspectos agronédmicos e toxicolégicos da mamona e
sobre algumas técnicas possiveis de serem empregadas no controle de
qualidade do tratamento da torta de mamona. Esperamos que este texto
tanto seja Util a quem est4 iniciando os trabalhos com essa importante
oleaginosa quanto embase sugestdes para futuros trabalhos dedicados a
mamoneira.

Napoleédo Esberard de Macédo Beltrdo
Chefe Geral da Embrapa Algodao
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Perspectiva para o desenvolvimento de
sensores de ricina

Jodo Paulo Saraiva Morais
Everaldo Paulo de Medeiros

Diesel e biodiesel

Em 1900, Rudoph Diesel apresentou um novo tipo de motor, movido a éleo
de amendoim. O advento do petréleo, mais barato que 6leos vegetais,
permitiu que algumas de suas fracdes fossem utilizadas como combustiveis
mais baratos, sendo o biodiesel empregado de tempos em tempos, mas
geralmente somente em situacdes de emergéncia. O biodiesel é o combusti-
vel biodegradavel derivado de fontes renovaveis, como 6leos vegetais puros
ou ja utilizados, e gorduras animais, para uso em motores de compressao e
ignicdo (BARNWAL; SHARMA, 2005; MA; HANNA, 1999; SHAHID;
JAMAL, 2008, SILVA; FREITAS, 2008).

Dentre as vantagens do biodiesel em relacao ao diesel convencional,
podem-se citar a menor emissao de particulas, fuligem, diéxido e monéxido
de carbono (BARNWAL; SHARMA, 2005), menor toxicidade para o solo
(LAPINSKIENE; MARTINKUS; REBZDAITE, 2006), ser uma fonte de
energia renovavel (SILVA; FREITAS, 2008; TAN et al., 2009) e reduzir a
dependéncia de fontes externas de energia (SHAHID; JAMAL, 2008;
SILVA; FREITAS, 2008).

O governo brasileiro, por meio do Decreto de 23 de dezembro de 2003
(BRASIL, 2003) instituiu a Comissao Executiva Interministerial encarregada
da implantacao das acoes direcionadas a producao e ao uso de biodiesel
como fonte alternativa de energia. Por meio da Lei federal n® 11.097/05
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(BRASIL, 2005a), foi introduzido o biodiesel na matriz energética brasileira,
ficando estabelecido que o 6leo diesel incluiria um percentual minimo de
2% em volume até 2008 e de 5% até 2013. Assim, foi criada a demanda
para a producao nacional de biodiesel. Na Lein® 11.116/05 (BRASIL,
2005b), ficaram estabelecidos impostos incidentes sobre o biodiesel
brasileiro, e também se estabelece que o Poder Executivo pode estabelecer
coeficientes de reducao para as aliquotas dos impostos de acordo com a
matéria-prima, do produtor-vendedor, da regidao de producao da matéria-
prima, e suas combinacdes. Existem percentuais de reducao para o PIS/
PASEP e da COFINS determinados pelo Decreto n° 5297/04 (BRASIL,
2004) que beneficiam a producao de biodiesel fabricado a partir de
mamona nas regides Norte, Nordeste, e no Semi-Arido brasileiro, principal-
mente quando esse 6leo vegetal é adquirido de agricultores familiares
enquadrados no PRONAF (Programa Nacional de Fortalecimento da Agricul-
tura Familiar).

Mamoneira

A mamona ou ricino (Figuras 1 e 2) é um arbusto de cujas sementes se
extrai um 6leo de excelentes propriedades, de largo uso como insumo
industrial, usado desde a Antiguidade como medicamento e azeite para
iluminacao, com registro de cultivo desde 6.000 anos (BARNES; BALDWIN;
BRAASCH, 2009; SANTOS et al., 2001). A mamoneira, para germinar,
crescer, desenvolver e produzir economicamente depende basicamente de
trés fatores: umidade, temperatura e luminosidade. Em regides onde o
periodo de luminosidade é maior, o teto de produtividade é sempre mais
alto, em virtude da taxa de fotossintese mais elevada. Se a temperatura for
muito baixa, ha o retardo da germinacao da semente no solo, e se for muito
elevada (acima de 40 °C), ocorre aborto de flores, reversao sexual de
feminina para masculina e queda no teor de 6leo da semente. Por fim, a
planta necessita de chuvas regulares durante a fase vegetativa e periodos
secos para maturacao dos frutos, mas sem demandar muita dgua. Assim,
por ser uma planta tolerante a seca e exigente quanto a calor e
luminosidade, encontra-se disseminada por quase todo o Nordeste. Além
disso, a mamoneira possui uma capacidade de adaptacao, que lhe permite
vegetar também desde o Rio Grande do Sul até a Amazoénia (AZEVEDO et
al., 2001; AMORIM NETO; ARAUJO; BELTRAO, 2001; SILVA; FREITAS,
2008).
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Fotos: Maira Milani

Fig. 1. Campo com plantas de mamona, cultivar Fig. 2. Detalhe de um cacho

Energia. de mamona, cultivar Energia.

A producao de mamona é intensiva em terra e mao-de-obra, ndo demandan-
do grande investimento em capital, e pode ainda ser consorciada com
outras culturas de subsisténcia, permitindo a inclusao de um grande nimero
de agricultores familiares (VAZ; SAMPAIO; SAMPAIO, 2008)

O aumento da éarea cultivada de mamoneira para a producao de biodiesel
levard ao aumento concomitante dos subprodutos da cultura da mamona.
Segundo Freire (2001), cerca de 30% da massa dos frutos representam as
cascas, usadas como adubo orgénico; as hastes e folhas constituem os
residuos vegetais e tém grande importancia para a melhoria das caracteris-
ticas fisicas e quimicas do solo; por fim, o mais tradicional co-produto
industrial da ricinocultura é a torta, oriunda do processo de extracao do
Oleo.

A torta de mamona é um produto com elevado teor de proteinas, produzido
na proporcao de 1,2 toneladas para cada tonelada de 6leo, ou seja, para
tonelada de sementes (Figura 3), sdo produzidos cerca de 550 kg de torta
(Figura 4), valor que pode variar de acordo com o teor de 6leo na semente e
do processo de extracdo do mesmo. A torta possui cerca de 42% de
proteinas, compostas por 60% de globulinas, 16% de albuminas, 4% de
proteoses e 20% de glutelinas (SEVERINO, 2005).

13
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Fotos: Jodo Paulo S. Morais

Fig. 3. Sementes de mamona cultivar Fig. 4. Saco contendo torta de mamona

Energia. Barra: 1 cm prensada, cultivar Energia. Barra: 1 cm

A grande presenca de proteinas na torta de mamona lhe confere uma baixa
relacao C/N. Segundo Severino (2005), esse nitrogénio é uma fonte de
excelente qualidade, visto que ele nao € liberado tdao rapidamente quanto os
fertilizantes quimicos, nem tao lentamente quanto no esterco animal e,
além disso, a torta também apresenta propriedades nematicidas e insetici-
das, o que lhe confere a capacidade de reduzir a populacdo de nematdides
fitoparasitas.

A capacidade nematicida e inseticida da torta de mamona deve-se a sua
toxicidade, j& conhecida desde tempos antigos por hebreus, persas, egipci-
os, gregos e romanos (LORD; ROBERTS; ROBERTUS, 1994; SEVERINO,
2005). Tal toxidez deve-se, principalmente, a presenca da proteina ricina
na sua composicao.

Ricina e demais toxinas

A ricina é uma proteina inativadora de ribossomos extraordinariamente
citotéxica para as células de seres eucariontes, sendo considerada uma das
mais letais proteinas da natureza (LORD; ROBERTS; ROBERTUS, 1994;
SEVERINO, 2005; ZHANG et al., 2009), capaz até de ser usada como
arma biolégica (CENTER FOR DEFENSE INFORMATION, 2003; WONG et
al., 2007). A proteina purificada é considerada a terceira substancia mais
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téxica para o homem, atrds somente do pluténio e da toxina botulinica
(DIVISION OF OCCUPATIONAL SAFETY AND HEALTH, 2007). Sua dose
letal por injecao, para ratos, varia de 2,8 a 8 microgramas/ kg; por via oral,
é estimada em 30 microgramas/ kg, e por via respiratéria, 200
microgramas/ kg (CENTER FOR DEFENSE INFORMATION, 2003; DIVISION
OF OCCUPATIONAL SAFETY AND HEALTH, 2007; WONG et al., 2007),
causando danos locais (descamacdes cutaneas, inflamacao pulmonar,
gastroenterite), necrose do figado, do baco, dos rins, com severa desidrata-
cao, falha renal, queda da pressao sanguinea e hemorragias (CENTER FOR
DEFENSE INFORMATION, 2003). Todos esses riscos associados a ricina
levam-na a ser classificada pelo CDC (Centers for Disease Control and
Prevention) como um arma biolégica de terrorismo nivel B (moderadamente
facil de se disseminar e resulta em taxas moderadas de morbidade e baixas
taxas de mortalidade) (CENTERS FOR DISEASE CONTROL AND
PREVENTION, 2002).

Esta proteina é encontrada nas sementes da mamoeira (Ricinus communis)
em concentracdes que podem variar desde valores na faixa de 0,2% a

1,0 % (SEVERINO, 2005) até valores entre 1% e 5% (ASLANI et al.,
2007). Estruturalmente, a ricina (Figura 5) é uma proteina heterodimérica
composta pelas subunidades ricina-cadeia-A e ricina-cadeia-B, ligadas entre
si por apenas uma ponte dissulfeto. A cadeia B é uma lectina ligante de
galactose ou N-acetilgalactosamina de 34 kDa, responsavel pela ligacao a
glicoproteinas ou glicolipideos das membranas celulares, facilitando a
entrada da proteina. A cadeia A é uma proteina globular de 32 kDa,
estruturalmente divisivel em trés dominios. O centro ativo, responsavel pelo
efeito téxico, é uma fenda formada entre os trés dominios, no qual um
residuo de adenosina (Ade-15) no RNA 28 S da subunidade maior (60 S) do
ribossomo 80 S, é envolto por dois anéis fendlicos de aminoacidos aromati-
cos e clivado em ribose e adenina por aminoacidos polares do sitio ativo, e
liberando a ricina para repetir o ciclo em outras moléculas. Esta quebra
inativa o ribossomo e, assim, inibe a sintese protéica. Como a ricina é mais
rédpida em destruir ribossomos do que a célula é capaz de construi-los,
acaba por ocorrer a morte celular (LORD; ROBERTS; ROBERTUS, 1994,
ZHANG et al., 2009).
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Além da ricina, na torta da mamona também
ocorre um alcaléide denominado ricinina, pouco
téxico e que ocorre em baixa concentracdo (de
87 a 150 mg/100 g de semente) e um complexo
alergénico, que é uma mistura de proteinas de
baixo peso molecular, responsavel por desencade-
ar reacOes alérgicas a pessoas e animais sensibili-
zados por contato prévio com a torta (SEVERINO,
2005; HOFFMAN et al., 2007).  Apesar desses
riscos e da intoxicacao humana por mamona nao

ser rara em paises que cultivam essa planta, os
Fig. 5. Estrutura da ricina, na qual casos de morte humana por ingestdo de mamona

sao exibidas as cadeias A (colorida), g5 rargg, pois é necessério mastigar a semente

B (verde) e a ponte dissulfeto (azul)

para liberar o principio téxico, sendo comumente
(BRADBERRY, 2007).

apenas a ingestao da semente integra, insuficien-

te para causar a morte (ASLANI et al., 2007).
Quanto a contaminacao respiratéria, deve haver inalacao de quantidades significati-
vas de ricina, para surgirem sintomas como dificuldades respiratérias, febre, tosses,
nauseas e aperto no peito (BIGALKE; RUMMEL, 2005), Waterer e Robertson (2009)
descrevem que essa proteina é dificil de ser manufaturada em escala adequada para
inalacao, e que a descontaminacao de superficies pode ser realizada com sabao ou
solucéo de hipoclorito de sédio O,1%. Assim, a atencdo a normas bésicas de segu-
ranca em laboratério é suficiente para prevenir acidentes durante pesquisas com
essa proteina e com a torta de mamona.

A torta de mamona tem um elevado teor protéico. Infelizmente, essas proteinas sao
pobres em triptofano e arginina. Mesmo assim, animais ruminantes, que nao depen-
dem do balanco de aminoacidos da racao, ja que possuem microrganismos no trato
digestivo que sintetizam os aminoacidos essenciais, podem ser beneficiados com a
inclusao da torta de mamona na sua alimentacdo. Mesmo animais monogastricos
poderiam usufruir da torta de mamona, desde que ela fosse usada em um regime
com outros alimentos que balanceassem essa deficiéncia nutricional (SEVERINO,
2005).
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Todavia, o seu uso nao tem sido possivel, devido a falta de tecnologia
economicamente viavel em nivel industrial para seu processamento.
Anandan et al. (2005) estudaram diversas metodologias fisicas e quimicas
para desnaturacao da ricina, usando embebicao, calor imido, calor seco,
aguecimento com vapor, fervura por diferentes tempos, e adicao de NaOH,
NaCl, Ca(OH),, formol, aménia e &cido tanico em diferentes concentragdes,
sugerindo o uso de autoclavagem a 15 psi (121 °C) por 60 minutos ou
tratamento de Ca(OH), na proporcéo de 40 g/ kg de torta. Ani e Okorie
(2008) usaram o cozimento de sementes descascadas em dois estagios de
100 °C por 50 minutos para preparar torta de mamona usada até a propor-
cdo de 10% na racao de pintos. Ja Barnes et al. (2009) ndo detectaram
ricina quando a torta extraida a frio foi cozida ou autoclavada a 121 °C por
10 minutos, quando a torta foi extraida a quente, em uma prensa tipo
parafuso com anel de aquecimento a 275 °C por 2,1 s, quando as sementes
integras foram autoclavadas ou cozidas por 30 minutos, nem quando as
sementes moidas foram autoclavadas por 10 minutos. Estes mesmo
autores sugerem que a dificuldade em inativar a ricina na torta deva-se a
resquicios do 6leo, que podem servir de barreira para a penetracao do
vapor quente, bem como pode encapsular a ricina, favorecendo seu
reempacotamento, apds a desnaturacao. Recentemente, alguns resultados
satisfatdrios tem sido atingidos com processo de extrusao por pesquisado-
res da Embrapa Agroindustria de Alimentos, por extrusao termopléstica
(ASCHERI et al., 2007).

A pesquisa por processos de destoxicacao e de novas variedades de
mamona com baixos teores de ricina, além de outros trabalhos de pesquisa,
desenvolvimento de aplicacOes industriais, realizacao de controle de
qualidade tanto por érgaos quanto por consumidores finais, necessitam de
métodos analiticos rapidos e de baixo custo para determinacao de ricina em
grande escala. Além disso, serd imprescindivel o desenvolvimento de
equipamentos portéateis para avaliacdo da qualidade da torta para a
comercializacao de forma mais segura e confidvel. Para tanto, os métodos
analiticos mais empregados envolvem muitas etapas, sao lentos e caros, €,
além disso, os mais sofisticados sao de instrumentacdao complexa que
exigem condicOes especiais de funcionamento e de pessoal altamente
qualificado.
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Em geral, os principais métodos analiticos para determinacao de ricina sao
agueles que empregam separacdes cromatograficas (MOUSER et al., 2007;
WOO et al., 2001), uso de biossensores baseados em anticorpos (FELTIS et
al., 2008; FURTADO et al., 2007) ou carboidratos (UZAWA et al., 2007),
ensaios imunoquimicos (GUGLIELMO-VIRET; THULLIER, 2007; MEAGHER
et al., 2008; TAITT et al., 2002), eletroforese (KABAT et al., 1947;
SLOMINSKA-WOJEWODZKA et al., 2006), dentre outros. Os métodos
eletroanaliticos, entretanto, combinando instrumentacao feita em laboraté-
rio, ndo tem sido, em geral, citados na literatura visando a determinacao de
ricina. Nesse cendrio, os ensaios screening sao importantes ferramentas de
viabilizar processos analiticos complexos para andlises quali/ quantitativa
com instrumentacao simples e dedicada a problemas especificos. Essas
estratégias analiticas associam muitas vantagens para determinacdes
répidas, precisas e de baixo custo.

Analises screening

Segundo Frey e Patil (2002), o propdsito de um modelo de pesquisa é
representar tdo acuradamente quanto necessario um sistema de interesse.
Toda modelagem envolve agregacao (representacdes simplificadas dos
sistemas reais) e exclusao (omissao de partes nao consideradas importan-
tes), como ferramentas para auxiliar em uma tomada de decisao. Diferen-
tes modelagens sao desenvolvidas para diferentes propdsitos, tendo em
mente diferentes decisdes. Nesse contexto, a anélise de screening é
geralmente baseada em modelos simples, que nao podem subestimar um
risco, cujo propdsito é geralmente auxiliar o técnico em decisoes
regulatérias de rotina. Métodos de screening devem trabalhar com elevada
confianga, mas ndo precisam ser uma prova inquestionavel, ja que se
espera que eles fornecam alguns "falsos positivos". Pelo contrario, devem
evidenciar que uma amostra deve ser melhor avaliada e analisada (Tabela
1). Outro ponto-chave dessas andlises é que elas geralmente sdo mais
faceis de serem usadas que outros modelos mais refinados.

Tabela 1. Exemplo de resultados possiveis de ocorrer em uma andlise com uma
amostra negativa e uma amostra positiva.

Resultado analitico positivo Falso positivo Anélise correta
Resultado analitico negativo Andlise correta Falso negativo
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Uma analise screening também é definida como um ensaio prévio
(GAMBART et al., 1998) que envolvem a interacao em uma ou mais fases
do método analitico (quali/quantitativo) para tomada de decisdes (sim/nao,
presente/ausente, positivo/negativo, continue/pare, entre outros). O termo
screening incorpora uma série de interesses analiticos, a qual nao permite
uma definicao especifica. No entanto, seu entendimento denota uma
decisao preliminar para condicionar um ensaio posterior, de maior
abrangéncia analitica. As andlises do tipo screening pode contemplar:

1) Um ensaio de limite inferior ou superior para identificar a necessidade de
uma determinacao quantitativa posterior;

2) Escolha de metodologia analitica alternativa condicionada pelo resultado
obtido em um primeiro ensaio;

3) Andlise preliminar para estabelecer a diluicdo necesséria da amostra,
visando a determinacao de uma espécie em ampla faixa de concentracao e
com rigor adequado;

4) Classificacao de amostras para tomada de decisdes posterior;

As andlises do tipo screening produzem resultados analiticos simples,
réapidos e confidveis. Uma de suas grandes desvantagens é que elas nao
permitem uma caracterizacao completa de uma amostra adulterada/
contaminada como fazem, por exemplo, os métodos de referéncia. Para
este fim, uma andlise do tipo screening identifica se uma determinada
amostra foi ou ndo adulterada ou esta contaminada por determinadas
substancias téxicas (NASCIMENTO, 2008).

O exemplo a seguir ilustra essa caracteristica favoravel, para uma grande
escala de andlises. Supondo que 1000 amostras de torta de mamona
usadas para preparo de racao devam ser analisadas quanto a adulteracao/
contaminacao, e apds o uso de um método de andlise screening, verificou-
se que apenas 10% dessas amostras estejam sob suspeita de estarem
adulteradas/contaminadas de fato, serd necessario executar o método de
referéncia, caro e que demande grande tempo de execucao, a somente
100 amostras, economizando-se recursos de outras 900 andlises.
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Valcarcel e Rios (1997) ressaltam que um dos principais objetivos da
Quimica Analitica é garantir a consisténcia entre o dado produzido e a
demanda do cliente. Um planejamento errado da técnica analitica pode
fornecer ao cliente um resultado com informacdes supérfluas e desnecessa-
rias, em que se pode trabalhar na economia de recursos, tempo e pessoal.
Por esta abordagem, uma analise screening, que trabalhe com o binédmio
sim/ndo, é um método que atende a necessidades rotineiras, com o minimo
de demora e possivel.

Para a confirmacao de que uma andlise screening é segura e confiavel, é
necessdria a aplicacao de métodos estatisticos para tratamento de dados,
como o uso de tabelas de contingéncia, teorema de Bayes e curvas de
performance em relacdo a métodos analiticos de maior sensibilidade e
especificidade, para determinacao dos valores preditivos positivos e negati-
vos, bem como da probabilidade de falsos-positivos e falsos-negativos.
Esses métodos estabelecem critérios de aceitacao ou rejeicao dentro dos
limites especificados para tomada de decisdes, levando a padronizacoes dos
métodos analiticos (BESOZZI, 2008; MILMAN; KONOPELKO, 2000;
SIMONET et al., 2004).

Técnicas eletroanaliticas

As técnicas eletroanaliticas sdo amplamente usadas em estudos cientificos
e monitoramentos industriais e ambientais (BRAININA; NEYMAN, 1993).
Se destacam por apresentarem baixos limites de deteccao e quantificacao
(variando de ppb a ppt), menor custo de instrumentacao, flexibilidade para
desenvolvimento de novos sensores, realizacao de anélises multivariada,
possibilidade de automacéao, ampla viabilidade metodolégica, menor interfe-
réncia do ruido de fundo, métodos de deteccao rdpida, com boa sensibilida-
de e especificidade, sem necessidade de reagentes com marcadores
especificos, dentre outras (HERZOG; ARRIGAN, 2007; WANG et al.,
1998; WANG, 2006).

A eletroanalitica compreende técnicas e instrumentacao que sao usualmen-
te empregadas para estudos clinicos, ambientais e industriais (BRAININA;
NEYMAN, 1993). Os principais modelos de instrumentos comerciais para
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medidas eletroanaliticas sdo os que realizam medidas com controle e ajuste
potenciostato. Além do mais, a literatura tem apresentado alguns modelos
de instrumentos lab-made (COUTINHO, et al., 2007; MOON et al., 1999,
MERVARTOVA; POLASEK; CALATAYUD, 2007; MA et al., 2007,
MARTINS et al, 2002) possiveis de serem desenvolvidos em laboratério,
que utilizam técnicas de voltametria ciclica, redissolucao potenciométrica e
medidas multicomponentes.

O desenvolvimento de novos sensores é outra drea que vem avancando e
ganhando espaco. Nesse segmento, o uso de nanoeletrodos permite investi-
gacodes anteriormente impossiveis, com ganho de flexibilidade, sensibilidade,
seletividade e limite de deteccéao, por exemplo (PEREIRA et al., 2006).

Muitos nanoeletrodos tém sido desenvolvidos para atender demandas de
facilidade de fabricacao (LIN et al., 2004), miniaturizacao e portabilidade
(FELTIS et al., 2008), reducao de custos (YANG et al., 2006), facilidade de
uso (WONG, 2006) e reducao do efeito de interferentes (KAPSE et al.,
2009). Como alguns exemplos de eletrodos ja desenvolvidos e patenteados,
podem-se citar um detector de CO, para monitoracéo respiratoria
(NANOMIX, 2008); detectores para outros gases baseado em nanotubos de
cabono (hidrogénio, vapor de mercurio, sulfito de hidrogénio, diéxido de
nitrogénio, metano, vapor de 4gua e/ou amoénia), dependendo da
nanoparticula incorporada ao nanotubo (BOURNS, 2008); equipamentos
implantaveis para monitoracdo de marcadores bioquimicos cardiacos
(MEDTRONICS, 2005); nanofilamentos para deteccao de proteinas (SHARP
LABORATORIES OF AMERICA, 2008) e arranjos de nanoeletrodos para
deteccao de biomoléculas diversas (PROTIVERIS, 1999).

Sob o ponto de vista instrumental os sensores eletroanaliticos sdo mais
simples e baratos em relacao aos espectrométricos. Isto demonstra as
potencialidades de pesquisa e desenvolvimento nas areas de
instrumentacao analitica e de novos eletrodos que sejam cada vez mais
sensiveis e seletivos. Entre aqueles que mais se destacam, vale ressaltar os
eletrodos quimicamente modificados e descartaveis, os quais tém sido
empregados para diversas aplicacdes analiticas (PEREIRA et al., 2002).
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Eletrodos quimicamente modificados

Pereira et al. (2002) relatam que a denominacao eletrodo quimicamente
modificado foi inicialmente utilizado por Moses et al. (1975), quando estes
autores modificaram eletrodos de SnO, com compostos organosilanos,
verificando que quase nao houve alteracdes adversas na utilidade do
eletrodo, e ele ainda passou a ter uma reatividade quimica similar a da
silica. Basicamente, a modificacao quimica de um eletrodo visa transformar
sua superficie para melhorar a sua resposta esperada, ou mesmo possibili-
tar a deteccao de uma resposta anteriormente impossivel de se obter
(MOSES et al., 1975; PEREIRA et al., 2002).

Na construcao de sensores eletroquimicos, algumas estratégias usadas sao
a utilizacao de filmes poliméricos para aumento da estabilidade e
seletividade ou a utilizacdo de espécies quimicas imobilizadas para se
explorar as propriedades elétricas dos materiais (PEREIRA et al., 2002).

Das trés técnicas eletroquimicas, a mais difundida é a amperometria, pois:
sua resposta é mais rapida, mais sensivel e mais precisa que a
potenciometria; ndo necessita esperar o equilibrio termodinamico; sua
resposta € linear em uma faixa relativamente ampla de concentracao do
analito, e ao contrario do sensor condutimétrico, tem uma boa razao sinal/
ruido (PEREIRA et al., 2002). Além disso, para biossensores, ela se mostra
mais eficiente que as técnicas potenciométricas, épticas, piezoelétricas e
térmicas (GORTON, 1995).

A darea de sensores eletroquimicos é muito abrangente, mas os mais
difundidos ainda sado os eletrodos sélidos. No entanto, a renovacao da
superficie de resposta e a utilizacdo de materiais nobres como, por exem-
plo, ouro, platina e prata, que apresentam alto custo de comercializacao,
sao fortes inconvenientes. Os Eletrodos Quimicamente Modificados (EQMs)
tém possibilitado atenuar estas dificuldades com a utilizacdo de novos
materiais, ancorando ou imobilizando moléculas com grupos quimicos mais
seletivos.
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Os EQMs podem ser divididos em duas grandes categorias: eletrodos
modificados superficialmente e eletrodos modificados largamente. Na
primeira categoria enquadram-se os eletrodos modificados por adsorcao,
por ligacao covalente (estes dois tipos geralmente formam apenas
monocamadas do modificador imobilizado) e por revestimento de filme
polimérico (que permite a formacao de varias camadas). Na segunda
categoria, estdo os eletrodos de pasta de carbono modificados, eletrodos
de matrizes inorganicas e os eletrodos de compdsitos modificados (KHOO;
GUO, 1999; PEREIRA et al., 2002).

Na fabricacao de eletrodos revestidos por filme polimérico, podem-se
utilizar as técnicas de dip-coating, spin-coating, eletrodeposicéo,
electrospinning, polimerizacao por plasma, eletropolimerizacdo, Langmuir-
Blodgett, self-assembled, dentre outras (D “AMICO et al., 2000; KHOO;
GUO, 1999; TAO; LI; YIN, 2007)

A técnica de dip-coating consiste em mergulhar um substrato sélido em um
sol ou gel, a uma determinada velocidade (NASSAR; CIUFFI, 2003). No
electrospinning, uma determinada massa de polimero liquido é injetada
através de um capilar carregado eletricamente, provocando a propulsao de
um fino jato que é recolhido sobre um anteparo, formando uma rede porosa
bem definida (RENEKER; CHUN, 1996; TAO et al., 2007). Na construcao
de um sensor self-assembly, a imersdao em solucoes de diferentes compos-
tos levam a formacao de um nimero controlado de camadas auto-organiza-
das, com espessura uniforme, que levam a uma maior sensibilidade do
analito, dependendo do nimero de camadas (ZHAO et al., 2005).

Na fabricacao de eletrodos largamente modificados, destacam-se os
Eletrodos de Pasta de Carbono. Esses eletrodos tém cerca de 50 anos
desde sua proposicao, mas ainda continuam sendo objeto de pesquisa. Estes
eletrodos podem ser facilmente fabricados pela homogeneizacdo de uma
mistura de uma forma alotrépica de carbono, geralmente grafite em pé ou
nanotubos de carbono, um modificador e um 6éleo, como por exemplo
parafina, dleo de silicone ou éleo mineral (GOODING, 2005; GORTON,
1995; KHOO; GUO, 1999). Esses eletrodos podem ser dopados com
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compostos de metais, como RuO,, para detecgéo de aminoacidos ou protei-
nas, conforme realizado para insulina (WANG et al., 1996), MnO, para
deteccao de peréxido de hidrogénio (SCHACHL et al., 1997) ou ftalocianina
de ferro Il para deteccao de amitrol, um herbicida (SISWANA et al.,,
2006). Também podem, durante a mistura dos nanotubos com o solvente,
adicionar-se uma enzima (BALASUBRAMANIAN; BURGHARD, 2006).

Geralmente os eletrodos a base de grafite possuem répida transferéncia de
elétrons, com um aumento no potencial Nerstiniano para voltamogramas
ciclicos. Em meio aquoso esses eletrodos apresentam baixa corrente
residual em potenciais positivos, o que favorece sua aplicacao. Os
solventes aglutinantes mais usados na preparacao das pastas de carbono
sao o6leos de parafina, éleo de silicone, nujol, bromoférmio e bromonafteleno
(WANG, 2006). O liquido é macerado com os sélidos em uma razao de
massa adequada. Uma grande vantagem é que a pasta pode ser usada por
meses sem a necessidade de preparacdao de um novo eletrodo. Em todo
caso, os materiais usados para preparar os eletrodos devem ser todos de
alta pureza. Este tipo de eletrodo proporciona excelentes limites de
deteccao em sistemas de anélise em fluxo e a renovacao da superficie do
eletrodo é facil de ser realizada.

Uma desvantagem destes eletrodos se deve a dissolucao da pasta em
determinacdes que utilizam solucoes de solventes organicos em concentra-
coes, freqlientemente, superiores a 20% (v/ v). Além disso, a variacédo da
composicao da pasta, entre diferentes preparacodes, €, na pratica, um
inconveniente constante.

As limitacdes supracitadas podem ser resolvidas com aplicacdo de novos
materiais, como os compostos hibridos organico-inorganicos. Estas estraté-
gias tém possibilitado determinacoes por pré-concentracao e redissolucao,
atingindo-se baixos limites de deteccao.

Outro exemplo de eletrodo amplamente modificado sdo os de nanotubos e
os a base de copolimeros. Nanotubos de carbono possuem uma alta relacao
de area superficial-volume, uma peculiar habilidade de mediar a cinética de
rédpida transferéncia de elétrons de varias espécies eletroquimicas, e ainda
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podem ser funcionalizados para o analito que se deseja detectar
(BALASUBRAMANIAN; BURGHARD, 2006). Dentre os polimeros
comumente usados, podem-se citar o epoxi, a poliacrilamida, o poliuretano,
o polivinil alcool, polivinilcloreto, polihidroxietil metacrilato e polivinil formal,
que possuem maiores forcas mecanicas, resisténcia quimica e ainda a
opcao de se usar componentes quelantes nos tampdes (KHOO; GUO, 1999;
SHARMA et al., 2006), além de polimeros condutores, como polianilina,
polipirrol e derivados e potiofeno (SUNG; BAE, 2006).

Na deteccao de proteinas, Herzog e Arrigan (2007) levantaram uma ampla
revisao bibliografica, mostrando que, dentre as estratégias comumente
usadas, destacam-se a deteccao em eletrodos quimicamente modificados, a
utilizacdo de mediadores redox e mesmo o uso de eletrodos sem modifica-
cao. Entretanto, essa mesma revisdo demonstrou que a maioria das pesqui-
sas envolvem analitos de interesse médico-clinico.

Metodologias para o preparo de
eletrodos

Com base na revisao até aqui descrita, citam-se, a seguir, algumas perspec-
tivas para o desenvolvimento de sensores que podem ser empregados na
deteccao de ricina. Cabe ressaltar que as metodologias sugeridas também
podem ser empregadas para o preparo de sensores de analise screening
para outros contaminantes protéicos, como a curcina do pinhdo-manso
(Jatropha curcas).

1) Deteccao de ions de cobre |l

Proteinas sao polimeros de aminodcidos unidos por ligacdes amidas. Essas
ligacbes amidas possuem pares de elétrons nao-ligantes que podem quelar
ions de metais de transicdo, como o cobre Il.

Schwarz et al. (2000) desenvolveram um método para deteccao protéica
usando uma solucao de ions de cobre. Estes eram complexados com as
proteinas, seguida de lavagem para retirar ions de cobre em excesso,
seguida de transferéncia para outro meio em que o cobre era
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descomplexado e, entdo, registrada a concentracao desses ions. Esta
técnica apresenta alguns problemas praticos, como a necessidade de
ultracentrifugacoes, o uso de um eletrodo de mercurio e o tempo total de
andlise de uma amostra (27 minutos). Contudo, o uso de filmes e eletrodos
modificados podem substituir as ultracentrifugacdes e o eletrodo.

Khoo e Guo (1999) desenvolveram uma metodologia para o preparo de um
eletrodo de pasta de carbono revestida por um polimero produzido in situ,
por uma corrente elétrica. Desta maneira, a superficie revestida pelo
polimero pode ser facil e rapidamente renovada apés cada uso, por
extrusao e remocao da pasta, obtendo-se uma nova superficie. No trabalho
citado, os pesquisadores utilizaram 2-metil-8-hidroxiquinolina, que pode ser
eletropolimerizado a + 1V por 2 minutos, resultando em um filme Util para
acumulacao de ions cobre I, determinados a - 0,9V.

Sabendo-se que proteinas ndao desnaturadas podem quelar os ions de cobre,
e que a torta de mamona nao é rica em cobre, pode-se utilizar uma solucao
de extracao de ricina contendo uma quantidade conhecida de ions cobre II.
A diferenca entre o sinal esperado e o sinal obtido seria devido a ricina ndo
desnaturada.

2) Determinacao de aminoacidos em eletrodos

Cai et al. (1996) determinaram, em pasta de carbono, trés pequenos
peptideos (de 10 a 14 residuos de aminoacidos) e Wang et al. (1996, 2002)
quantificaram, em eletrodos impressos, insulina (51 residuos de
aminodacidos) por andlise de stripping cronopotenciométrico, oxidando os
residuos de tirosina e triptofano, com limite de deteccao na faixa de
nanogramas.

A amperometria foi utilizada na deteccao de insulina em nanomols, por
meio da oxidacao de residuos de tirosina, empregando-se eletrodos de
carbono vitreo quimicamente modificados com sal de ruténio (COX; GRAY,
1989), 6xidos de iridio (PIKULSKI; GORSKI, 2000), nanotubos de carbono
(WANG; MUSAMEH, 2004) ou filme de nanotubos de carbono em
quitosana (ZHANG et al., 2005).
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Perez et al. (1998) utilizaram eletrodos de silica modificada com éxido de
titanio (IV) e tetrasulfoftalocianina de niquel, enquanto Teixeira et al.
(2005) empregaram um complexo de oxovanéadio (IV) em uma pasta de
carbono modificada para deteccao de cisteina. Durante a desnaturacao da
ricina, um dos mecanismos de destoxificacdo é a quebra da ponte dissulfeto
entre as duas cadeias da proteina, com exposicao do grupo tiol das duas
cisteinas.

3) Determinacao de ricina por conjugacao a galactose

A ricina, para ser téxica, necessita que a cadeia B, uma lectina, ligue-se a
um residuo de galactose na membrana celular, para que a célula englobe a
toxina completa, com a cadeia A, responsavel pela inativacao dos
ribossomos e consequente morte celular. Dubois et al. (2005) demonstra-
ram que é possivel usar um eletrodo de carbono vitreo revestido com um
filme polipirrélico no qual residuos de lactose sao imobilizados por ligacoes
avidina-biotina, e esses residuos sacaridicos sao usados para deteccao
direta de uma lectina de amendoim.

Apesar da técnica descrita ser morosa e onerosa, ela demonstra a possibili-
dade da imobilizacao de glicosideos no eletrodo, para deteccao direta da
lectina. Assim, residuos de galactose podem ser imobilizados em um
polimero condutor, ou mesmo nanotubos de carbono funcionalizados, e
posteriormente esse detector ser acoplado ao eletrodo.

4) Determinacao de galactose.

Sung e Bae (2006) utilizaram eletrodos de Ag/AgCl revestidos com um
filme composto de polipirrol eletropolimerizado dopado com um copolimero
de polidnion conjugado com galactose oxidase, capaz de detectar galactose
em concentracdes de mmol. Sharma et al. (2006) imobilizaram galactose
oxidase em uma membrana de polivinilformal,em um eletrodo de medicao
de oxigénio.
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Uma vez que a porcao lectina da ricina liga-se fortemente a galactose, um
eletrodo quimicamente modificado, com a enzima galactose oxidase
acoplada, pode ser usado na deteccao de galactose presente no meio de
extracao. Quanto menor a quantidade de ricina presente, maior a concen-
tracdo de galactose livre e, consequentemente, maior o sinal emitido pela
enzima.

Conclusao

Com base nesses quatro exemplos de possibilidades, o material (ou materi-
ais) com maior destaque nas analises eletroquimicas, com melhor relacao
custo-beneficio e melhor estabilidade poderiam ser usados, por exemplo,
para o preparo de kits de determinacao de ricina residual em torta de
mamona. Esses kits poderiam ser preparados de diversas formas e
acoplados a diversas interfaces eletrénicas, sempre se buscando a melhor
funcionalidade, menor consumo de reagentes, menor dependéncia de
refrigeracao e facilidade de descarte.

Assim, é necessdrio maior pesquisa nesse campo, visando beneficios sociais
para todos os elos ao longo de toda a cadeia produtiva da mamona.
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