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RESUMO - A torta de mamona é bastante nutritiva, porém é observada a presenga de ricina, uma das
mais potentes fitotoxinas. Existem diferentes estudos envolvendo a purificagdo dessa proteina, no
entanto, os métodos de purificagao de ricina empregados, geralmente, sao laboriosos e de alto custo.
Neste trabalho estudou-se um método de purificagéo de ricina, apds processo de extragdo de proteinas
utilizando precipitagdo com (NH4);SO4, em cinco intervalos de saturagao: 0-20%, 20-40%, 40-60%, 60-
80%, 80-90%, a fim de se observar em qual destes ocorre a precipitagao isolada de ricina e avaliar a
quantidade da proteina precipitada. Apds a extragdo das proteinas e precipitagdo com (NH4)2SOs, as
amostras foram submetidas ao método de Bradford e eletroforese em gel de poliacrilamida nao-
desnaturante. Segundo o método de Bradford verificou-se que 20g de torta apresentou 87,894mg de
proteina. Verificou-se que em todos os intervalos de saturacio com (NH4)2S04, houve precipitacao de
ricina e outra (s) proteina(s). Os porcentuais de precipitagao de proteina nos intervalos de: 0-20%, 20-
40%, 40-60%, 60-80%, 80-90% foram 2,48%, 38,31%, 47,55%, 11,21%, 0,45%, respectivamente.
Assim, conclui-se que nao foi possivel isolar a ricina adotando o método de purificagao com (NH4)2S04,
e que a maior quantidade de proteina precipitada correspondeu ao intervalo de 40-60% de saturagao.
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INTRODUGAO

A precipitagdo de proteinas com sulfato de amonio é conhecida por ser Util na concentragao de
solugoes diluidas de proteina e no fracionamento de mistura de proteinas.

0O mecanismo de precipitagdo de proteinas com sais decorre de um aumento da forca iénica do
sistema. Quando pequenas quantidades de sal sdo adicionadas & solugdo contendo proteinas, ocorre
uma interagdo destas com as cargas provenientes da dissociagéo do sal e diminuigdo da interagdo
inter-proteinas, aumentando a solubilidade no meio aquoso. Porém, em condigdes de elevada forga
ionica, decorrente da adi¢do de grandes quantidades de sal, verifica-se um efeito oposto. As moléculas
de &gua, interagem mais fortemente com os ions provenientes da dissociagdo do sal, promovendo
desta forma, a desidratagdo das proteinas. Durante esse processo, a interagao inter-proteinas se toma
mais forte, diminuindo a solubilidade das mesmas em meio aguoso e, conseqiientemente, a ocorréncia
de precipitagao das proteinas. Esse processo é também conhecido por “salting-out”.

A precipitagdo de proteinas pelo gradativo aumento da concentragéo de sais € um processo
muito importante para a separagdo de misturas complexas de proteinas, uma vez que a concentragao

de sal necessaria para precipitagdo é diferente para cada proteina. O sulfato de aménio tem sido o sal
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mais comumente utilizado nos ensaios de precipitagdo de proteina por algumas de suas caracteristicas
como a alta solubilidade, baixo custo e baixa toxicidade.

A torta de mamona possui grande quantidade de proteinas, fato que tem incentivado o destino
da mesma para ragdo. No entanto, quando o interesse & isolar um unico tipo de proteina da torta de
mamona recorre-se a métodos de alto custo como cromatografia liquida de alta eficiéncia (HPLC).
Neste sentido, a precipitagdo de proteinas com sulfato de aménio é uma altenativa de baixo custo e
amplamente empregada para a purificagio de um tipo de proteina de interesse (BACILA, 2001;
FENGXIA et al., 2008). A ricina é uma proteina de alta toxicidade presente na torta de mamona e
representa foco de estudo de iniimeras pesquisas na area da salde (NA et al., 2004) e agraria
(ANANDAN, et al., 2005) e que talvez possa ser isolada pelo método da saturagao da solugao com
sulfato de amonio.

Este trabalho teve o objetivo de avaliar a possibilidade de precipitagdo isolada de ricina e
através do método de Bradford quantifica-la, a fim de desenvolver um método simples de purificagao

da ricina e conhecer a quantidade de ricina possivel de ser obtida.

MATERIAL E METODOS

Para a extragfo da ricina, 20 g de torta de mamona obfida a partir de sementes da cultivar
Nordestina concedidas pela Embrapa Algodao, foram homogeneizadas em solugdo de NaCl 0,15 mol
L' por 30 minutos. Posteriormente, centrifugou-se a solugdo a 32981 x g por 20 minutos em
temperatura de 4° C e separou-se o sobrenadante (S1). O residuo foi novamente homogeneizado em
solugdo salina e centrifugado nas mesmas condigdes anteriores para a separagao do sobrenadante
(Sz). Misturaram-se os dois sobrenadantes, obtendo-se o sobrenadante total (Si). Foi retirada uma
aliquota de 1 mL de cada sobrenadante para o método de Bradford (1976).

O sobrenadante total foi submetido a precipitagio com sulfato de amonio (NH4):SO4,
empregando cinco intervalos de saturagao: 0-20% (m/m), 20-40% (mi/m), 40-60% (m/m), 60-80%(m/m),
80-30% (m/m) de acordo com Scopes (1993). A cada saturagdo com sulfato de aménio a solugéo foi
deixada em descanso por uma noite (ovemight), centrifugada a 32981 x g por 20 minutos e coletado o
precipitado. Os precipitados foram solubilizados em NaCl 0,15 mol L1, dialisados contra dgua destilada
e submetidos ao método de Bradford (1976).

Realizou-se eletroforese das amostras dos precipitados de cada intervalo de saturacdo em gel
de poliacrilamida a 12,5%, sob condigdes nao desnaturantes, por 1 hora e 40 minutos aplicando

corrente continua de 20 mA.



RESULTADOS E DISCUSSAO

Segundo o método de Bradford (1976) o sobrenadante total obtido a partir de 20 g de torta de
mamona apresentou concentragdo de proteinas de 58,59 +0,2378 pg /100pL, totalizando cerca de
87,89 mg de proteina. Na Tabela 1, verificou-se que os intervalos de saturagao de 0-20%, 20-40%, 40-
60%, 60-80%, 80-90% demonstraram os seguintes percentuais de precipitagdo de proteinas: 2,48%,
38,31%, 47,55%, 11,21% e 0,45%, respectivamente.

Observa-se na Figura 1 que a ricina precipitou em todos os intervalos de saturagao, embora na
figura o intervalo de saturagio com sulfato de aménio de 20-40% nao esteja bem nitida a presenca da
banda correspondente a ricina, 66 kDa, em virtude da diluigdo adotada. No intervalo de 80-90% a
banda correspondente a ricina foi visualizada fracamente, devido a mesma ter precipitado em maior

quantidade nos intervalos de saturagao anteriores.

CONCLUSOES
Nao foi possivel isolar a ricina pefo método de saturagao com sulfato de amdnio nos intervalos
estudados.

Maior quantidade de proteinas precipitadas foi verificada no intervalo de saturagao com sulfato
de aménio de 40-60%.

* Os autores agradecem a FINEP pelo apoio financeiro.
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Tabela 1. Percentuais de proteina precipitada nos intervalos de saturagdo de 0-20% 20-40%; 40-60%,
60-80%, 80-80% com sulfato de aménio.
Grau de saturagao  Proteina Obtida (%)

0-20% 2,48
20-40% 38,31
40-60% 47,55
60-80% 1,21
80-90% 0,45

Figura 1. Eletroforese de " de poliacrilamida 2,5% em cond nao desnaturantes de BSA-
marcador (1) e amostras dos percentuais de proteina precipitada nos intervalos de saturagéo de 0-20%
(2); 20-40% (3); 40-60% (4); 60-80%(5); 80-90%(6), com sulfato de aménio.
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