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PURIFICAGAO DE LECTINAS DE TORTA DE MAMONA UTILIZANDO CROMATOGRAFIA DE
AFINIDADE DE MATRIZES DE GOMA DE GUAR E XILOGLUCANA. 1
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RESUMO - As lectinas sé@o proteinas que possuem sitios ativos para carboidratos. Dentre elas,
destacamos a ricina e a ricinus aglutinina, que séo encontradas na torta de mamona, um dos principais
subprodutos do beneficiamento da semente de mamona na producdo do biodiesel. O objetivo deste
trabalho foi avaliar o potencial de uso das matrizes de xiloglucana e de goma de guar na purificacao
das lectinas presentes na torta de mamona. Para isso, sementes de mamona passaram por processo
de extracdo do 6leo e centrifugacdo com solugdo de cloreto de sddio 0,15 molar. Posteriormente,
submeteu-se uma aliquota do sobrenadante a coluna de cromatografia de afinidade com matriz de
xiloglucana e outra aliquota a coluna com matriz de goma de guar. Obteve-se um cromatograma para
cada coluna. Aliquotas do sobrenadante e do material coletado das colunas foram submetidas a
eletroforese em gel de poliacrilamida 12% SDS-Page e teste de hemaglutinagao. Os resultados
revelaram bandas com peso molecular em torno de 32 e 34 kDa para amostras coletadas de ambas as
colunas e alta atividade hemaglutinante. As matrizes de cromatografia de xiloglucana e de goma de
guar permitiram o isolamento de RCA 60 e RCA 120 a partir de torta de mamona.

Palavras-chave — Gomas naturais, ricina, ricinus aglutinina.

INTRODUGAO

As lectinas sdo proteinas que possuem a capacidade de se ligarem especificamente a
carboidratos e formarem ligagdes reversiveis com os mesmos. Elas s&o classificadas segundo a sua
estrutura quaternéria e a especificidade por monossacarideos. As lectinas ligantes de galactose
destacam-se entre as lectinas de maior interesse, tendo em vista que apresentam muitas das
propriedades biolégicas mais importantes das lectinas (MOREIRA, 2002). Considerando a semente de
mamona, destacam-se as lectinas ricina (RCA 60) e a ricinus aglutinina (RCA 120). A ricina é nociva a

humanos, animais e alguns invertebrados. Trata-se de uma glicoproteina constituida de duas cadeias
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unidas por uma ligacdo de dissulfeto: a cadeia A (cerca de 32 kDa) é citotoxica, inibidora da sintese
protéica, e a cadeia B (cerca de 34 kDa) se liga a carboidratos presentes na célula (LORD, 1994). A
ricinus aglutinina néo possui atividade citotdxica direta, mas possui consideravel capacidade
hemaglutinante. Essa consiste de dois grupos de cadeia A e B, formando um tetramero (cerca de 120
kDa) (HOFFMAN, L. V. et al, 2007). Essas duas lectinas permanecem na torta de mamona, subproduto
gerado em grande quantidade na produgao do biodiesel e oferecem risco a animais alimentados com

esse residuo sem destoxificagéo.

Na literatura, métodos de purificacdo dessas proteinas, em geral, sdo laboriosos e envolvem
muitas etapas (SILVA, 1974; SANTANA, 2004). Um método simples e barato para purificagdo das
lectinas RCA 60 e RCA 120 seria empregando matrizes cromatograficas de gomas naturais contendo
residuos de galactose. A xiloglucana € um polissacarideo encontrado em sementes de jatoba
caracterizados por uma cadeia principal de (1—4)- B-D-galactopiranose e cadeias laterais contendo
unidades de a-D-xylopiranosil e B-D-galactopiranosil(1—2)-a-D-xilopriranosil, ligados (1—6) a cadeia
principal (Lima et al., 1995). A goma de guar é uma galactomanana formada por cadeias lineares de
unidades de D-manopiranosil ligadas entre si por ligages p(1—4) e unidades de D-galactopiranosil,
ligadas entre si por ligagdes a(1—6) (HATAKEYAMA et al., 1989).

O objetivo deste trabalho foi avaliar o potencial de uso das matrizes de xiloglucana e de goma

de guar na purificagao das lectinas presentes na torta de mamona.

METODOLOGIA

As lectinas foram obtidas a partir de amostra de sementes de mamona da cultivar Nordestina
conseguida junto a Embrapa Algoddo. Para a obten¢do da torta de mamona, as sementes foram
descascadas, trituradas e prensadas para a remogéo do 6leo. A fim de remover o dleo residual, a torta
foi deixada 24 horas em repouso com hexano. Apés evaporagdo do solvente, a torta de mamona foi
homogeneizada em solugdo de cloreto de sddio 0,15 molar na propor¢do de 1:10 com agitador
magnético por 30 minutos e centrifugada a 4 °C, 33.000 x g, por 20 minutos para separagdo do

sobrenadante.

Para a purificagdo das lectinas foram utilizadas duas colunas de cromatografia de afinidade,
uma de matriz de xiloglucana e a outra de goma de guar preparadas de acordo com Appukutan et al.
(1977). Uma aliquota do sobrenadante foi submetida & coluna de xiloglucana e outra a coluna de goma

de guar. Em ambas, a amostra foi deixada em contato com a fase estacionaria repousando por uma
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hora. Para a retirada das moléculas sem afinidade, foi feita a lavagem das colunas com solugéo de
cloreto de sodio 0,15 molar. A elui¢do das proteinas nas colunas se procedeu com solugéo de glicina
0,1 molar e cloreto de sodio a 0,15 molar a pH 2,6. As fragdes foram coletadas em volume de 2 mL, e
até que a absorbancia em espectrofotdmetro em comprimento de onda igual a 280 nm fosse nula. A
vazdo utilizada na etapa de lavagem e eluicdo das colunas foi de aproximadamente 0,8 mL/min.

Posteriormente, o material foi liofilizado e armazenado em freezer a -20°C.

Amostras do material liofilizado foram analisadas por eletroforese em gel de poliacrilamida 12%
sob condi¢des desnaturantes. Verificou-se também a atividade hemaglutinante do material obtido da
coluna de xiloglucana e da coluna de goma de guar. O ensaio de hemaglutinagdo foi realizado em
placas de microtitulagdo. Cada pogo foi preenchido com 50 L de solugao salina, 50 uL das amostras e

50 L de suspenséo de eritrécitos a 2%.

RESULTADOS E DISCUSSAO

A Figura 1 mostra o comportamento das fragdes eluidas a partir da coluna com matriz de
xiloglucana e a Figura 2 para as fragdes eluidas a partir da coluna de goma de guar. A imagem do gel
de poliacrilamida 12% de fragdes coletadas da coluna de xiloglucana e da goma de guar (Figura 3)
revela bandas com peso molecular em torno de 32 e 34 kDa. Tais pesos moleculares correspondem
aos mencionados na literatura, respectivamente, das cadeias A e B, formadoras da ricina e ricinus
aglutinina. Sendo assim, apesar da diferenga anomérica existente entre as matrizes cromatogréficas,
(1—2)- B-D-galactopiranosil para a xiloglucana e (1—6)- a-D-galactopiranosil para a goma de guar, as
duas matrizes podem ser usadas para purificar as referidas lectinas. Verificou-se atividade

hemaglutinante das lectinas até a concentragéo testada de 0,9 pug mL-".

CONCLUSAO

As matrizes de cromatografia de xiloglucana e de goma de guar permitiram o isolamento de
RCA 60 e RCA 120 a partir de torta de mamona, e representam um método rapido e de baixo custo
para a purificacdo dessas lectinas.
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Figura 16 — Comportamento das fracdes eluidas a partir da coluna com matriz de xiloglucana. Absorbancia medida em

espectrofotdmetro em comprimento de onda igual a 280 nm.
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Figura 17 — Comportamento das fragbes eluidas a partir da coluna de matriz de goma de guar. Absorbancia medida em

espectrofotdmetro em comprimento de onda igual a 280 nm.
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Figura 18 - Eletroforese em gel de poliacrilamida 12% SDS-Page: marcador molecular (a), BSA

(b), torta de mamona (c) e (d), fragdes eluidas da coluna de xiloglucana (e,f), fragbes eluidas da coluna

de goma de guar (g, h).
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