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Introducéo

A mamona (Ricinus communis L.) € uma das culturas
mais tradicionais no semi-arido brasileiro, sendo de
relevante importancia econdémica e social por possuir
inimeras aplicagfes industriais. Segundo Azevedo e
Lima (2001), a mamona apresenta um consideravel
potencial para a economia do pais por ser uma boa
matéria-prima para Regido Nordeste em decorréncia
de ser um arbusto de grande resisténcia a periodos de
seca. A torta de mamona oriunda do processo de
obtencao de 6leo possui elevado teor de proteinas e é
produzida na proporcdo aproximada de 1,2 ton para
cada tonelada de 6leo extraido (AZEVEDO; LIMA,
2001), valor que pode variar influenciado por
caracteristicas da semente e do cultivo. De acordo
com Savy Filho e Banzatto (1983), seu alto teor de
proteina torna a torta atraente como alternativa para
alimentacdo animal, porém a presenca de
substancias toxicas de dificil eliminacdo tem
inviabilizado essa alternativa. Devido & inexisténcia de
um método seguro para sua destoxicacao, a torta tem
sido utilizada predominantemente como adubo
organico que tem valor inferior ao alimento animal.
Seu alto teor de nitrogénio e presenca de outros

macronutrientes torna-lhe um excelente adubo que
contribui também para o fornecimento de matéria
organica para o solo (SILVA, 1971). Em sua
composicdo, a torta de mamona possui 42,5% de
proteina bruta, 20,0% de fibra e 0,78% de fdsforo,
entre outros componentes de grande importancia
nutricional. A toxidez da torta de mamona é causada
pela presenca de trés substancias: ricina (uma
proteina), ricinina (um alcaldide) e CB-1A (um
complexo alergénico), segundo Gardner Junior et al.
(1960). A ricina é uma proteina encontrada
exclusivamente no endosperma das sementes de
mamona, ndo sendo detectada em outras partes da
planta, como raizes, folhas ou caules. Trata-se de
uma proteina com duas subunidades de
aproximadamente 34 kDa e que biologicamente
possuem diferentes funcdes (NARANG et al., 1997). A
ricina classifica-se como lectina, ou seja, proteinas
gue tém um sitio receptor especifico para um acucar
ou uma unidade de oligossacarideo. Alguns trabalhos
cientificos utilizaram a técnica de eletroforese para
detectar a presenca de ricina utilizando colunas de
amido, eletroforese em papel (PERRONE et al., 1966)
e gel de acrilamida (MACKINNON; ALDERTON, 2000).
Esta técnica é semi-quantitativa, pois permite ter
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nocao da concentracdo da proteina, embora nao
forneca valores exatos que possam ser analisados
estatisticamente. Porém, é uma técnica muito util e
de grande sensibilidade para determinados estudos
com ricina. A comparacdo dos resultados
eletroforéticos de determinada mistura com uma
amostra de ricina pura pode ser de grande utilidade
em algumas situacdes, tais como em técnicas de
destoxicacdo (ASCHERI et al., 2007), na qual se
precisa verificar a situacdo e/ou quantificacdo das
bandas polipeptidicas da ricina. Neste trabalho, teve-
se como objetivo ajustar um método de analise que
permita a separacdo das proteinas em torta de
mamona, de modo que as mesmas possam ser
identificadas isoladamente. Como novidade propdem-
se 0 uso do NacCl 0,3M e tampéo TRIS-HCI pH 6,8
0,02M como solucdo de extracdo das proteinas da
torta, visando utilizar este método para futuros
estudos de hidrélise quimica e/ou enzimatica da
ricina, proteina que configura a toxidez desta matriz.

Eletroforese de Proteinas

Para o presente estudo foi utilizado o sistema de
eletroforese da Biorad e a metodologia de preparacao
dos géis descrita por Laemmli (1970). Para o gel de
corrida foi utilizada acrilamida na concentracédo de
15% e 4% no gel de aplicacdo da amostra. A corrida
foi realizada durante sete horas sob uma tenséo de
100 V. Os marcadores de massa molecular foram
obtidos a partir do seguinte padréo de proteinas (em
kDa): 103,035-fosforilase b; 80,664-soralbumina;
49,491-ovalbumina; 36,545-anidrase carbdnica;
28,829-inibidor de tripsina de soja; 19,445-lisozima.
As proteinas dos géis foram coradas com o reagente
de cor "coomassie blue R250", por uma noite, e
descoradas com solucdo de metanol/acido acético/
agua (40: 10: 50), durante trés horas.

Preparacdo de amostra de extrato protéico
de tortade mamona para analise das cadeias
polipeptidicas em eletroforese (SDS-PAGE) e
resultados

Para este estudo, foram utilizadas farinhas de torta de
mamona moidas em duas faixas de tamanho de
particulas, o que permitiu que elas recebessem a
denominacdo de grossa e fina. Utilizou-se para a
extracdo 5 g deste material moido e 30 mL das
seguintes solucdes extratoras: fosfato 20 mM pH 7,5,
Tris-HCI 0,02M (pH 8,0), uréia 6M e NaCl 0,3M. A
extracdo foi feita inicialmente em Blender Waring
(modelo: 34BL97-7012, New Harford, USA) durante 2
minutos e posteriormente em banho de ultrassom
(modelo ultrasonic 3LD, Brasil) durante 30 minutos.
ApOs estas etapas, o extrato foi filtrado em filtro de

algodéo e posteriormente foi centrifugado a 4000 rpm,
a 4°C, durante 15 minutos. Apos centrifugacao, foram
retirados 10 mL de sobrenadante e adicionados 90 mL
de acetona. Para o tratamento com tampéao fosfato foi
necessario adicionar HCL para que houvesse a
precipitacdo do material protéico como feito nos
outros tratamentos. Apos centrifugac¢do a 4000 rpm,
durante 15 minutos, o "pellet" protéico foi solubilizado
em 5 mL das suas respectivas solucdes: fosfato 20
mM, pH 7,5; TRIS-HCI 0,02M, pH8,0, uréia 6M e NaCl
0,3M. Quatrocentos uL de cada extrato foram
misturados com 200uL do tampéo de amostras TRIS-
HCI pH 6,8. Desta amostra, foram retirados 20 ou
10uL (vide figura 1) de cada um destes extratos e
aplicados em gel de poliacrilamida, utilizando-se as
condicbes e padrbes conforme descrito
anteriormente. Para a extracdo com tampé&o fosfato e
uréia, nao foram observados nenhum bandeamento
protéico (dados ndo apresentados). Entretanto, para
as solucbes de NaCl e TRIS-HCI pdde-se observar
varios bandeamentos que apresentaram maior
intensidade de coloracdo para 0S pogos que
continham 20uL de amostra. Um tipico bandeamento
de cadeia polipeptidica que compde a ricina foi
observado. Conforme é apresentado na Figura 1, este
se refere @ massa de 33 kDa que é similar a aquela de
34 kDa descrita por Narang et al. (1997).

1.2 3 4 5 6 7 8 9
1- Padrao
T 236.7- Tris-HC
: 4,5,8,9- NaCl 0,3M
< —33kDa

Farinha fina

Farinha grossa

Fig. 1. Perfil eletroforético (SDS-PAGE) das cadeias
polipeptidicas extraidas de torta de mamona,
submetida a dois diferentes niveis de granulometria.
Foram utilizadas duas solu¢des aquosas diferentes,
tendo sido a amostra aplicada em dois diferentes
volumes (20 e 10 pL).
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Conclusao

O método se mostrou adequado ao tipo de matriz utilizada
e também se diferenciou de outros descritos na literatura
que utilizam outras solucdes extratoras. A introducdo da
solucéo de TRIS-HCI 0,02M e NaCl 0,3M permitiu uma boa
extracdo e solubilizacdo de proteinas. O método se
mostrou preciso e, com isto, pdde-se observar
bandeamentos tipicos de cadeias polipeptidicas que
compdem a proteina ricina, mostrando um bandeamento
em 33 kDa. Estes resultados mostraram-se promissores
para futuros estudos de caracterizacéo de destoxificacdo
da ricina por meio de hidrélise da mesma.
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