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SUNMMARY

Four 5amp}es of aaﬁtmr.baan meal of industrial origin
and two samples of castor meal produced in thé laboratory were
antoclaved at 125 20 for ditfersnt time intervals and submitted
to towicity tests in guinea pigs. It was shown that a time U% ié
minutes was needed for total detowification of the analyssd sam—

pl&ﬁ,

On evaluating the E??ect of the heat tbtreatment on  the
components of the castor meéi, it w%g discovered that the percen-
tage of arginine in the soluble protein increased with the inten—
wity of kheat treatment, thus amuﬁtiiuing a good chemical pﬁrame-

ter for the evaluation of the residual toxicity af_ casbtor bDean

meal detoxified by thermal treatment.

Thus the percentage of arginine was proposed as a toxi-
city inﬁex.oF castor meal, expressed as the 57190 B ratim,_thatAis
the relation between the_duantita gf arginine determined by the
med i Fied Sakaguchi method and the quantity of soluble protafn de-
termined by the Biuret method.

- When the ratioc 57190 B is qual o Qfeater-than 13, the

castor meal analysed was shown to be completely detorified,.

Vi



RESUMD

Guiatro fargelos de mamona de origem industrial e 2 2 fare-
los de mamona produzidos no laboratdrio foram autoclavados a 125
2C por varios temnpos e submetidos a testés de toxidez em cobaias,

obeservando—se 2 necessidade de um tenpo de 19 minutos para a  to-

tal destoxificagio das amostras anal isadas.

Ao se avaliar o'efeitm do tratamento * térmico sobre os
constituintes do farelo, descobriu—se gue a porcentagem de argi-
nina, na protefﬁa ﬁuldvei; aumenton com a intensidade” do  trata-
mento térmico, constituindo-se portanto nuw bom parfmetro guimico
para avaliagio dmgtmmid&z residunl am farelo de mamonmn, destoxi-
ficado por tratamento teérmico.

Propfs—-se entl3o, como indicador de tnxidez do farelo de
‘mamuna, A SUA porcentagemn de arginina, expressa pela relagan S5/i¢
B, ou seia,a relacfo entre o teor de arginina determinaﬁm pelo
método Sakaguchi modificado e o teor de proteina solivel, détér—'

minado pelo métado de Biursto. -

Quando a relagio §/1e8 % 13, os farelos analisados se

-

wmostraram totalmente destoxificados.



1. INTRODUGED

0 Brasil & v 22 produtor mundial de seﬁgnte de mamona &
o primeiro em produgio de dleo extraido (124), de grande wvalor
industrial. 0 volume de dleo de mamona produzido pelo palis € de
aproximadamente 1%50.000 ton/ano, superando a fndia que € O maiar

pradutor dessa cultﬁra (124).

0 farelo de mamonz, residun dé'égtracﬁm do #lec de se-
MEﬁ£Q de mamons, pmﬁéui cekca de 48% de proteina bruta (69). Ape-
sar da séu elevado teor proteico, ele vem senda utilizado como
?ertilizanée, devido a suas propriedades tdxicas e alergédnicas

(£28) .

Atualmente, s3o bem conhecidos 0s processos de destomi-
ficacHo total do farelo de mamona € redugdo do seu conteddo aler-
génico, o que viabiliza o sew uso como fonte de proteina em ra-
ches animais (44). 0s métodos usados péra'inativamﬁa da ricina,
proteina responsdvel pela toxidez do farelo de mamona, siEo extra-
¢80 de material com égda, acidos e:mutrmﬁ solventes: utilizagHo
de raios ultravioleta: fTermentagio do farelo; tratamentn Con
agentes quimicos e utilizagio dé calor seco e umido. O m#i% ade-

quado para o tratamento de grandes guant idades de residuo € o

tratamento térmicon

r2



0 yso do residuo de mamona na formulasio de raghes re-
quer o controle da sua atividade téxica, que nio pode ﬁer"faciln
mente detectada por anéliaaﬁ_qufmicaé. Ela ér frequentemente de-
terminada por sum aéividad& bioldgica ou bioquimica, ista &,
atraveés de testes de toxidez en animai§ e de ensaios de hemaglu-
tinagio. 0 tesﬁe de_hemaglﬁtinacﬁu mede, muiitas ;EEES, o nivel do
poder hemaglutinante sem a esperada indicagio do grau de towidez
do farelo (59). Por mﬁtrg lado, os testes de toxidez esm animais

s8o impraticaveis a nivel industrial.

No presente trabalho, procurou-se sstudar as condigles
de destoxificacio atraves de_autmalavagem-daa amostras, monitora-
das com ensaios bioldgices e buscando-se paralelamente desenvol-
ver um teste quimico, répido e cunfiavel pars detectar a  toxidez
residual no farelo, gue puaesse SEFV I COomo cantrmlg e garantia
cde que o produto foi destoxificado para, antfo, ser utilizado en

FAGUEs ANimais.



2. REVISAQ BIBLIDGRAFICA
2.1. INTRODUCAD

A mamona € a semente ﬁa planta Ricinué communis, a dnica
pepdcie do género Ricinus, da familix Euphorbiaceae. A& manongira
 é uma planta arbdrea de 1 a 5 m de altura, podends alcangar 1¢ m
gu mails, que cresce eépmntanéamante em regioes tropicais & gub-
tropicais (49).

& semente de mamona € composta, em media, de 25% de casg-
ca e 75% de semente. A pércentag&m de casca dependes da  variedads
da semeﬁta; & composicio percentual da semente de namona indiana,

var iedade Bombaim, & dada na Tabela 1 (44).

Segundo a FAD PRODUCTION YEARBOOK de 1982, a area gloﬁal
cultivada de mamona é de 1.603.002 ha, sendo gue a India contri-
buui com S58.0900 ha e o Brasil com 469.20¢ ha. A produclo mundial
de semente de mamona em 1982 foi de a?é.eee tun,' 5qndﬂ que 0%
dois principais paises produtores, a india & o Brasil, foram res—
ponsdveis por 302.000 ton e 212.000 ton, respectivamente (23).
0D cultivo da semente de mamona tem aumentado, quase gue
exclusivanente, devido an-&leu evtraido das sementes, 9ue &  um
dleo de agrande valor industrial. Em 1980, a producSo wmundial de

dlen de mamona atingiu a casa das 394.9000 ton. Somente o Brasil



exporta entre 20,000 a S9.900 tonsano. & exportagio de dleo des-

ses dois palses representa cerca de 0% de todo o dleo de mnamona

comercializado no mundo. & demanda internacional desse Gleo Eem

sido crescente nos Hltimos anos €, de acordo com um trabalho £1la-

borado pelo Ministédrio das Relagies Exteriores do Brasil, o con-

sumo mundial dests Slen devera elgvar—-se das atuais

para cerca de 400.9900 ton em 1987 112%3;

200.9€9  ton

Tabela 1 - Composicio percentual da semente de mamona indiana.

Composigio da semente’

Agua
‘Proteina
dleo
Carboidrato
Fibra

Cinzas

semente integral

]

améndon

3,60

23,43

66,02
4,01
@,79

2,24

& semente dg mamona contem cgrea de 5% de

B e R A4 U GRS 1484 aan e e e

-

dleon, oujo

principal dcido graxo componente, 0 #Acido ricinoleico, alecanga

b



niveis de até 93% e confere ao dleo algumas caracteristicas espe-

ciais, a saber:

a) solubilidade em gtanol,
b) baixa solubilidade em éter de petrileo,
¢y solubilidade somente em hemana quente, €

d) alta visrosidade ¢ rentividade auimica (146).

Devido a suas propriedades $f$icaﬁ,,0‘$1ﬁm encontra wvd-
rias aplicagies na inddstria moderna. Apds desidratacﬁa, # outili-
sado na fabricagfo de tintag e isolantes. Serve cowmo lubrificante
na aerondutica, sendo o melhor dleo para lubrificagio de motores
& Jjatn, € como Fluiﬁa em instalaghes hidriulicas. € usado tamben
cono base para a Aan&Fatura de cosmeticos & de muites btipos de
drogas farmacéut{cas. Também £ empregado em varios ProCcessos ine-
dustriais, como a fabricagio de'corgntes, anilinas, desinfetan-
“tew, germicidas, colas € aderantess dleos lubrificantes de batua
téﬁparatura; compn base #ara ?gngicidas g inseticidas, tintas de
impressfo e vernizes. Uma das aplicagdes de grande valor econfimi=-

co do dleo de mamona € na fabricacfo de nylon e de matéria plas-

tica, onde seu empregn € de grande relevlncia (99).

0 dleo de mamona & obtido industrialmente por 7 prensagéem
simples g dapla, ou a}ternativamenter PO Prensagem mecﬁﬁita
Caeompanhada de extracsm pour solvente. A& prensagem pode . ser efe-
tuyada em prensa hidraulica ou em prensa cont inua, produzindo una

torta com aproximadanente 10X de dlgo residual. A torta submetida

&



5% extracio com hexana produz um farslo com cerca de 14 de dlso.
Cada tonelada de dleo de mamona deixa cerca de 1200 Kg de residuo

(113 .

0 farelo de mamona contém cerca de 40% de proteina  bru-
tn, que & deficiente nos aminovacidos essenciais metionina, lisina

g triptofano (69).

gpesar do alto teor protéico do fareln de mamonz, eie é
wenalmente utilizado como fertilizante. Esse residuo contém com-
ponentes tdunicos, representados pela ric?na g ricinina € um pode-
Foso aleraénico. A ricina € uma proteina altamente téxica. ¢ de
propriedades h&magiutinaﬁtaé aue pode ser inativada por  agio  de
calor dmido. A ricinina & um alcaldide que exerce un efeito re-
- pPressor no cresciﬁentc de aves, guando administrada em  grandes
guant idades. 0 alergénico & uma proteina estdvel ao calor gue
CRUSR SEVErAs reagoes alérgicas Eﬁ homens € animais. Nenhuma das
propriedades toxicas e alergénicas do farelo de mamona permnanecen

no Sleo (94),



2.2. RICINA: PREPARACBES, PURIFICACEES, ESTRUTURA

E PROPRIEDADES

As hemaglutininas sHo proteinas gue t8m a Proprie-
edade | de aglutinar as células vermelhas do sangue. Alén

disso, como 0s anticorpos, elas nostram uma egpaﬁi%icidade maEt -
cante atuando, em alta diluigRo, somsnte sobre uma espécie  de
eritrdcito e nio sobre todos ou mais fracamente sobre  algum i
tro. Cada hemaglutinina eapecf#&ca & portanto claramente diferen-
i te de todas as outras e pode éer satudada Endi&idualmente; 0% re-—
csultndos obtidos com uma gspécie nfo podem ser aplicados &  outra
sem verificagio (427, - | |

fiz hemaglutininas tém sido encontradas em um grande mi-
mero de plantas & em diferentes orgios ou partes da planta. Por
causa da especificidade dé siua acio sobre as células vermeiﬁas do
sangue de diferentes aniﬁais. Bogd = Shapieiﬂh {13} propuseram o
termo lectinas, da palavra latina legere (escolher, preferir), um
rtermo que é hoje usado alternadamente com 'fitnhemaglétininas oL

simplesmnente aglutininas.

Desde o ééculm XI%, é sabido que as sementes de certas
plantas gram altanente tdxicas a honens & aninais. Em  18R84-1887,
Dixson obtve um cancentrado altamente tdxico do extrato de mameI
na. Silimark entretanto, parece ter sido o primeirm a  observar

gue uma Fracio protdica da mamonx, m gual ele chamoa "RICINAY,
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era capaz de aglutinar as células vermelhas do sangue (885,

Em 1?@5,*§ Ficina era puri%icada‘pela primeira vez por
Osborne et alili (1155, a partir do farelo de mamona tratadnnlcum
solugfo ﬂa NaCl 10%. 0 extrato foi dialisado e ?iltradu. o fil-
trado foi, entfo, fracionado repetidamente com sulfato de amonio
produzindo um precipitado que reveiau'alta tcmidez_e forte ativi—
dade bamaglutinante.‘ﬁ aﬁélise‘elemﬁntar dessa pPreparagao reve-
low: £ o= 52,01%: H = ?,ééx; 0 = 23,12%; N = 14,5&% a S = 1,8%%. A
preparacio coagulou e perdeu completanente sua atividaﬂe quiando
submetida a aa%g do calor. O cmmpmﬁfo foi identificado como sendo
Cuma proteina de alto péﬁm mplmcular, G oricina, assim mbéida, com-’

breended cerca de 1,5% do Ffarelo.

Em 1947, Kahat et alii (49) extrairam a ricina da torta
de maﬁnna com RGUR a_pH 3,8. A proteina foi precfpitada do extra—f
to por saturagfo com cloreto de sddio, redissolvida em AguRr & e
precipitad# a pH 8,9 por saturagio com sulfato de amﬁnio.KSeu B
co molecular estava entre 77.000 ¢ 85.000 e foi chamada 'Ric}na‘
Bi". Eéta preparagﬁo mostrou ser altamente téxiﬁa é hemagiut inan-

te.

& ricina foi obtida pela pr{meira VET na f@rm;(criﬁtalin
na, €mn 1948,up0r'Kunitx e MocDonald (720, Egtes aﬁtmras jsolaram a
*RICINA CRISTALINA® de uma suspensin aguosa de farelo de MAMON A
por saturacio com sulfato de sddio. Depois de varias Senanas A

5 ef foram produzidos cristais brutos. Um produto homogéneo Foi



obtido apas 3 ou 4 recriﬁtalizacﬁe%. A toxidez da ricina crista-
lina foi superior a da "ricina B1", enguanto gue sua atividade

hemaglut inante foi cerca de 1718 daquela.

le Brétmn ¢ Moulé (77, 7B, 97 e 98) relataram a prepara-

¢S%0 de uma ricina amorfa, chamada de "RICINA Thb" que possuia a
mesma toxidexz da ricina cristalina. A ricina Thb foi obtida pela
wbkragio de farelo de MAMONA COM solugio salina‘a 190%. 0 extrato

dialiéadu e filtrado, toi fracionado com sulfato de amfnio e =R
proteina assim precipitada teve o seu maximo de atividade téxica
e hemaglutinanté na faixa dé 33 a B6Y de concentracio. ﬁpésar dé
sua forma amorfa, R ricinaITb fol homogénea ultracantrifugamante,,
mas a preparagio era separdvel em o componentes, A & B, por ele-
troforese. Ambos comﬁonénte& mostfaram 0 omesmn grau & razio  de
atividade toxica, hemaglutinante e proteolitica. A dependéncia A

tenperatura dessas atividades foi a mesma en cada Ccast.

Holasek et alii (55) purificaram a ricina por precipita-
¢30 fracionada com sulfato de amﬁnio e discutiram a homogeneidade
da preparacio obtida & luz dos reaultada% de eletroforese e das
medigfes de rotaglo dtica. A compos i¢lo de amlnﬁAC!dOS e 0% ami-

nodcidos N-terminais foram tambem aﬁaliﬁadmﬁ,

SchBne (127) e Mourgue et alii(1@®) purificaram ricina
" pelo nesmo método. Os componentes das Preparaghies resultantes fo-
rFam examinados por eletroforese, mas a agiho tdwica nan fol inves~

tigada.
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A% Preparagcass Gbﬁidaé'antea de\l?é@, em,gerai, NROo &Fan
?iaiafagicamenté homogénas, mwﬁtrérah-afividadaﬁ hamﬁglutinante
e proteolitica junto com a atividade t&xéca“_Em particular, mui-
tas preparaches, iacliuindo as 'ammstras' criﬁtalinas;' mostraram
at ividade hemaglutinante mﬁito'pranunciada, lﬁvandm 2 cmn&lugﬁu
QUE ESBAS Eram prqpriedada%'iﬁtrfﬁsecaa da ricina relacionadaé
ag mecanismo da toxidezm. Subseqqenteﬁenta, a sugestao de -que =z
atividéde heﬁaglutinante é LR praprieﬁade iHEfente a ricina ?éf
quest ionads com base na QEFeéanca de campmrfamaht@ diante de cer-
tos agentes quinicos. Por exenplo, a_#tiviﬁade hemaglut inante ¢
perdida mais rapidamente que =& toxidez numa hidralise parcial con

enzimas proteoliticas (27), was nio @ afetada pela  iodagho gue

; N
L)y

.

inativa completaments n Lowider (18). Pardm, &m oubtrs preparss
presumiu-se gue a atividade proteolitica era a causa da  toxidexz

(983 .

Essas hipdteses foram'dgrrubadas mais recentemente pelas
praparaﬁﬁeslaitamente puri?icadas conhecidas como ricina C1 e [,
gue s3o altamente tdricas mas nlo exibem nenhuma atividade hema~
cglutinante @ nenhuma atividade proteolitica. A confuslo primitiva
com respeito & ident idade dos componentes tém[tué.e hemaglutfnan*
tes nog extratos da mamona foram resolvidas pdr. Funatsu e seu
grupo (3%). Eles foram os pringiros a separar um‘compoqente i
co nio aglutipanie {ricina D) e uma aglutinina nio tdxica (hema-

gliutinina da mamonal.

Ao tentarem resolver o problema da n8o homogeneidade da

id



ricina cristalina e da ricina Tb, Funatsu e Funatsu (4@ & 38} ob-

tiveram 2 fragoes, Ci e 02, na proporcio de 85 12, da ricina
cristalina e 3 fragles, TBI, TBII e TBIIL,. na proporgio de
d& 1 A8 28 respectivamente, a pariiv da vicina amorfa, por se-

paracio em eletroforese de papel continua £ fracionamento por
cromatogratia em hidroxilapatite. As propriedades fisiologicas

das citadas fra¢ies estHo indicadas na Tabela 2.

Os componentes OL e TBI tiveram.  idéntico comportamento
ﬁrométogré?ico. Estas preparaghes possuiam alta.toxidaz senm  ati-
vidade prot@mlftica; gendo gque a atividade hemaglutinante . fol
miito fraca para a fragio TBI & inexistente paré a fragfo Ci; As
proprietdades fisioldgicas ¢ a composican de ﬁminaﬁtiﬂaﬁ'da Vicin%

£t estho nas tabelas 2 e 4, respectivamente.



Tabela 2 -~ Propriedades fisioldgicas das proteinas contidas na
ricina Th e na ricina cristalina (39).

—"n_m“ﬂu_l——-—'-nm.l‘-ﬂpllllIlll:———-n-*—nt-u-l_—--l*“m—l———-lum“—ﬁ.w_n———"”mq—“wh——m-ﬂw—”#ﬂ“u—“

‘Ricina Th Ricina cristalina
AT IV IDADE e e e e s o e o e e e e e e e
TBI TEII  TRIIT Ci Lo
TEXICA, U.T. g N (&) 0,3 9,3 - 3 - 3
PROTELLYTICA ) - + + - -
HEMAGLUTINANTE, g N (b)Y 5 5 0,1 18 0,05

;———-—--—mw-—-—-v-_-n-..———-—-umm———-.-..-..uqu-.-———.m“w-—_—-—m”“--————.--m.-....—.—.-.—.-....-..m—-.-..-.—_.-.....-.

(a) U.T. (Unidade de Toxidez): guantidade mfnimﬁ de nitrogénio
protéico necessario para matar um camundongo de 2¢ g £n g4h.

(b) Quantidade minima de nitrogénio protéico com gvidéncia defi;
nifiva de hemaglutinacﬁa de 2,2 m]l de uma éuspénsgo de eri-

trdcitos 4% lavados.
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Tabela 3 - Propriedades fisicas & fisioldgicas da Ricina Ci (3%,

i By s o S o Sl o i b Sk LA RSl Sown Sl T e VP 00 Y b i AR AL 4400 TS L PR PP W Tt P e o o o B S BB L L S TR A RO o S S e e L 044 S (S St tass e e e e e

PROPRIEDALES RICINA Ci
Constante de Sedimentagfo - 4,94 9
Pesn Molecular ' : 3l.0¢0 (a0
AbsorcHo UY: Maximo, om ‘ 279 (a pH 6,90
Minimo, nm o 250
atividade Proteolitica -
At ividade Hemaglutinante - -
Toxidez: U.T. g N (b} o 9,3
DLMag 8 N/g (&) _ 0,015

_-mw—-—————-n—mm—_-——.—---.uu-__—_._.-‘-n—uuu_————mwn—mm__—-_-_mm._-.u.-unu-———-—n-—mm—u—u-u-—-

(a) Eﬁtim#do pelo método de dispersio de luz.

.A(b) UueTe. Unidade de Towidez.

() Ditgg - Dose letal hfnima‘dg proteina injetada intraperito-
nealmente ngcesﬁérfarpara matar pelo menmé a . metade

do$ animais testados em um periodn de 48 horas.

-
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Tabela 4 - Composigio de aminodcidos da Ricina CL (393,

e i i g S Ant. P A T A o U P BT ot il el WAL A A S U S A Y FeFP ST hgY en Serm Pk mhid ol (D SO LA R A Y THFT PP TS AP PR ok ok e el ok 8 Lkt U4 48 R S R i T P T o e oy L

AMINOACIDD CONTEUDO DE ﬁﬁINﬁdCIDB

. | DA RICINA i (%

Glicina ' : 2,95
Alaniﬁa ‘ ' 5,45
Valina | 4,16
Leucina | _ ‘ _ 8,93
Isoleucina _.6L&5
Prolina 9,60
Fenilalanina ‘ 4,50
deido Aspartico . 12,14
‘Acido Glutimico _ 12,72
Arginina | | 7,14
Histidina ) 3,23
Lisina | 3,09
Ser ina - . 8,05
Tremnfna : » b, 46
Tirosina . 4,56
Triptu?anc. | 3,57
Cistina ' - 2,50
Metionina : o 2,44 '?
lﬁmﬁﬁia Aamidica ‘ E 3,22
TOTAL 184,11

e e e e o e 3 S8 S st s o .. 7. o e 13, i 408 34 S g A o 74 99 e A S k. A Lo S e P . A Al A 8 i e e B S P 7 s et e vt



0 componentse TBII apressnta toxidez e alta astividede
protenlitica, possuindo O mesmo grau de towider da ricina Ci, =a-

bora esta nio possua atividatde proteolitica.

& fragho TEBIII possui altb, potencial hemaglutinante e
considerdvel atividade proteolitica sem toxidez. Eata dltima fra-
t8p foi resolvida em 2 novos componentes por cromatografia de co-
juna com DEAE-celulose. Um desses cnmponante% Era Lna prmtaa%al e
o ontro uma hemaglutinina (1332. O componente C2 também mostrouw
alta atividade hemaglutinante, toxidex muitg baixa e nenhuma abi-
vidade prmteci{tica. A purificacio dessa Fracﬂo pot DEAE-celulose
seguida de cromabografia ew CHM-celulose réaultau na prepara¢§u‘de
uma hemaglutinina gue mostrou ser homnogensa quando csmubmetida A
eletroforese e ultracentrifugagio. 0 material foi comﬁlatamente
distinto da ricina cristalina (134).

Quando a ricina Ci foi purificada da ricina cristalina, .
sua toxidez ndo aumentou. Hafa térde. descobril~-se «ue um  CoOmpo-
'_nentE'minaritﬁrio era separavel da ricina Ci por trnmatmgra?ia &M
‘Cﬁ~ce1u10$e. Os estorgos efetuados no sentido de melhorar o pro-
cedimento de puriFicacgn. resulton no isolamento de uma -wrﬁpara~
¢%o cristalina, conhecida como RICINA D, cuja toxidez foi 10 ve-

-

zes maior que a da ricina Ci (3%).

A separagio da btoxina da aglutinina foi também descrita
sor Waldschmidt-Leitz e Keller (142 e 143); o peso molecular da

toxina Toi de 46.000, enquanto que 0 peso molecular da aglutiﬁina

ié



foi g7.000.

Enquanto a ricina D foi puri?kaada e cristalizada das
sementes graudas de mamﬁna or iundas da 'Tailﬁnﬂia, a r;cina E.
descoberta pwimeiraménte por Funatsu (293}, foi egtra(da daé Sem~-
nentes middas da mamona produzida no Japfo. As sementes de manona
da Tailfndiz nBo contém ricina E e as sementes do Japfo  contém

ricina D & E. Pasteriarmanfa, Mise et alii f?@) isolow & purifi-

cou a ricina E, estudando suas propriedades Fisico-quimicas.

2.2.1. RHicina U

&«

Sementes de mémmné, do tipo gralddo procedentes da  Tai-
18ndia, foram usadas para obter uma ricina bruta pe}a'antragﬁn dao
farelo de mamona com solugHo aquosa de HC1 a pH 3,8, sweguida de
precipitagio com NaCl. ﬂ produto foi dissolvido em Agua e preci-
pitado com sulfato de amdnio a 50X de tuncentracﬁm. 0 rendimento
de ricinﬁ bruta foi 4,6% por peso. Este méteriél Foi, purificado
pbr cromatografia em DEAE-celulose a pH 7,0, seguido de filtraglo
em gel'atrabés de Sephadex G-75. A ricina eluida no primero pico
foi precipttada éor saturécﬁc com sulfato de amdnio, ,diagolvida
emn Sﬁua, dialisads € cen#rifugada. 0 sobrenadante ﬁai'ﬁuhmgtidm a
uma segunda separagio cramatogré?ica usando CM-celulose a pH 6,5;
_ﬁ primeira das 4 fragfes resultantes fol passada atraveés de He-
phader 6-75 e a ricina foi ainda purificada em coluna de ﬁﬁucelu;

lose a pH 7,90, obtendo-se uma ricina homogénea. A ricina foi  en-

i’



t%0 dialisada contra tampio fosfato @,095 M contendo {ons  cupri-
I-l6 . I . . . . ‘4

cos 19 M a pH 4,5, obtendo~se pedquenos cristais. 0 materizl re-

cristalizado mostrou ser homogéneo por eletroforese & por  sedi-

mentagio em ultracente{fuga, € foi chamado “RICINA D" (39).

As propriedades fi{sico-quimivas dessa Preparacio sao.
peso molecular 40.009; constante de sedimentagio 4,64 S ¢ ponto

isoclétrico, pH 5,9 (58).

& composigio de aminodcidos da yicina D estd na  Tabela
S.ID numero total de residuos de aminodcidos foi 493? tendo sido
encantrado gue 105 resfduﬁﬁ eram acidos & 47 basicos. Como o pon-
to isceletrico dessa preparacio foi 5,9, um ndmero relat ivanente
grande de aminoéaidus deve ocorrer na forma amidica. Gﬁ 12 vresi-

duos da meia-cistina encontrados existem na forma de dissulfeto,

de modo que a rigina D contdm & ligaghes dissulfeto (57).

i8



Tabela 5 - Composic80 de aminoacidos da Ricina O (57).

e —rer s i ks e o o S T . b bk S . U S e D O KPP 4t 2oy S il AL 4R eSS SR W STE VM M) TOTY AR AR 4SS MAA S S P W AR PO SO e AL UL LG LA01 S008 G S e g e T T e v e gt S S

AMINOACIDOS ' NUMERD DE RESLDUOS
dcido Aspartico 59
CTreonina | _ | 35
Serina. o 37
Acido Glutdmico " 44
Prolina 26
Glicina | 36
Alanina _ | ‘ 37
Valina . 29
Tooleunt ina ] 25
Leucina ' 42
Tirosina . 20
FenilaTanina : ' 18
Lisina 4
Histidina - é
Arginina ' 32
Metiuniné ‘ ' )
Meia-Cistina ‘ 12
Triptofano g 8
Amdnia Amidica ) 44 P
TOTAL 493

-ﬁuu.--.-m..-“u_.---—m#—nu_-——.,_....-mnu“—.——-m_mwmuu—u—-——mm.ﬂmuu——m--.._w-u-uu—-_.m—--‘
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A ricina D € uma glicopfetefna-tum.EB aglcares &n sua
molécula, contendo 5,&2 de manose & cerca de 2% de g!ucmaahtﬁa
(457 .

Iskhiguro ét aiii_(ﬁ?) gatudaram a estfutura berminal da
ricina D. Os aminoacidos N - terminais desta preparagio eram " a-
lanina” & "isoleucina’ determinados por dinitrofenilagio. Ds ami-
nodcidos C - terminais foram analisados quant itat ivamente pelo
método de hidrazindlise & por hidrdlise catalisada  por carbowxi-
peptiaaﬁe A. AS di?igﬁldadaﬁ na separagio desses dois componentes
permitin supor que a ricina D consistia em 2 cadeias polipeptidi-
Eas, A% QURiS ?m?am designadas de Ala & ile cadeiag, H#nidas por
ligagHn dissulfeta. De fatm,.Foi possivel separar a ricina D &m 2.

cadeias diferentes atraveés de poxidagio ou reducio da ligagio dis—

wigl feto (410.

Em 1971, Funatsu et alii descreveram'a‘ﬁaparacﬁc das 2
ncadeiaﬁ polipeptidicas er,oxidacﬁn ou redugfo da ligaclBo dissul-
Fidica (43). Flas foram isoladas da ricina D, gvidadas poy ﬁcidu
farmico, sendo a separécﬁa feita por cromatografia de  coluna em
DEAE-celulose em tampio fosfato, pH 7,9, contendo urdia 8 M. Ou-
tro prpcedimentm foi o isolamento 635 duas subunidades a partir
da ricina D reduzida & carboximetilada por fFiltrag%o em gel sobre
Sephadex G6-75 seguida por cromatogratia em DEéEwce}ulaéé em  bLam-
pEo Tris-HC1, pH 8,5, A andlise de aminodcidos das 2 cadeias is0-
ladas revelaram gue elas eram maiéculaﬁ distintas possuindo pesos
moleculares similares ao redor de 30.000 e unidas por  uma nica

ligacio dissulfidica (31).
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Algumas propriedades ?fs?ca$; qufmicaa g fFisioldgicas
das dués subunidades isoladas, por redugio e carboxinet ilagio
(cadeias 5~CM Tle ¢ S-CM alay, da.ricina T Fufaﬁ egtudadaﬁ PO
"Hara et alii (83). As prupriedﬁde& fisicas das subunidades eétﬁa
éumar i zadas na Tabela 4. As subunidades S-CM consistiam em 244
{cadeia S-CM Ile) e.254 (cadeia S-CH Ala) res?duos de aminoaci-

dos.



Tabela & ~ Propriedades fisicas da Ricina D e das gdﬁunidadas

§-CHM da Ricina D (42).

Ricins Cadeia . Cadei=
v} S-LM~1le S-LCM-Ala

Espectro absorg¢io U.V.

mAMI MG, Nnm ' . 289 280 2R
mirimo, nm _ 251 : 254, 258
Emdx/Emin 2,32 2,09 2,38

Ultracentrifugagio

Constante de sedimentagio 4,645 _ 3,458 3,028
Peso molecular 6B .00 39.009 - 39.000

Peso molecular pela eletrofo-
rese em gel poliacrilamida - - 3. 00D 30 .000
Elétrafnre&e

Ponto isoelétrico | 7,34 7,42 5,17

mu——-a—-nmmu—-———-—mmuu-——--m—tnﬂﬂv-—-——-n—--nwm—-——-w-vnnm-w—-—n-———-—nm«“

P
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Par. clivagem especitica da dnica ligagdo dissulfidica
intermolecular da ricina O, as & cadeias polipeptidicas mosteraran
valores de rotagho dptica similares, indicando gue nenhuma  alte-

ragac aignificante tinha ocorrido na conformagio das cadeias  po-

Iipﬁpt{dicaﬁ, mas a towxides diminaiu consideravelmente (41 e A2 .

A towxidez relativa da ricina D, das cadeias 5-CH i!e e
G~-CM Ala foi estimada comno sendo 100, 1,5 e 9,3, respectivamente.
Foi tambem de&cnbérta ﬁue as subunidades separadas podiam ser.¥a—.
cilmente digeridas pela tripﬁéna apesar da ricina D ndo ae? fa-~
cilmente atacada por esta enzima proteoliticas Egtaﬁ ObServanmes,
decréscimo na toxider e aumento na susceptibilidade atraves da
clivagem pela triggina da dnice ligagio dissulfidica intermoiscu-
lar, indicaram_qﬁe a tomider da ricina D pode Bér atribuida & es-

brutura gquaternaria da molécula da ricina (53).

A composicio de aminodcidos das 2 gubunidades da (ricina

D estid na Tabela 7.
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Tabeln -7 ~ Composigio de aminpacidos das cadeias 8-CM Tlig e

g-CM. Ala (53).

wu_———-—mm#n_--—mm*#n.uu--—-——n&w-—mmu———m”m—“mw——--—-——--—-—n«—n—-.—.-———-——_w—m‘.—u...-uu-u---—-

Res(duos de - e e e e e e e e o e e e s e i o S 2 o o 2
aminodcidos | cadeia S-CM Ile cadeia S-CH ala
Acido Aspartico ' 24 35
Trzonina _ 146 | . 19

Ser ina o | 17 o 19

dcido Glutimico 27 ' 22
Prolina . o 14 13
Glicing N - 14 21
Alanina ‘ & - ; 22 : 18

Meia Cistina o : 7 i 4
Valina 13 15
Het{onina . o 3 _ : 3
Isoleucina ' ' 20 _ 17

Leuc ina - 21 ‘ . 24
Tirmsina. _ _ 12 ' ‘ g
Fenilaianina 12 - &

Ligina | 3 7
Histidina | | 3 3
Arginina - " ' ; 18 | 14
Triptofano 2 &

G-LM-Cist ina 1 ‘ t



Segundo Funabsn (39), a estrutura das subunidades da i

cina D pode ser esquematizada pela Fige 1.

ke

Ps&{-—'—-—'.—\la —-—“1
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Fia. 1 - Representacio esguemalb ica da geteatura princigsl ds

o

ricina D.

Investigando a natureza do cdmpanenté carboidrato da rfw
cina D, Nanno et alii (1023 descobriram 9que esta glicoproteina
cantinha 4 moles de glucosamina e 17.mmie§ de manose por mol -de
Cproteina. O isolamento das 2 cadeias polipeptidicas constituin-
tes, a cadeia da alahina e n cadein da isoleucina, € as subse-
Cquentes digestdes proteoliticas com Nagarase & P;pnase reveia?am
2 glicapépﬁfdeos (Aap1Thq‘, 6151 glucosaminag mgﬁases e ﬁép1 Thiy
81u1§r01 glucpﬁaminazlman03e7 y da cadeia da Ala & um §ﬁ§p1 Ile1'
_Phe1 glucngaminaé.manase4 Y da cadeia da Ile,. Agsim usrparbuédra~
tos ﬁﬁg ligados covalentemente as uadeiaﬁ'polipéptfdiaaa em 3 s~

tios para foramar =® glicmprmte{naﬂ'

P
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& determinagio dé‘sequéntia de aminoic{ﬁaﬁ dos 3 glico=
éept(deos obtidos da di995t§é pruteoif%ica da riafﬁa D _révelau
agug 0 aftio de ligagHo do carboidrato € no réé{duo de aspartato
(a%paragina  &m tadoé QQ 3 peptidens). As aﬁtrutgraﬁ eétabeleci*
das sio as seguintes: (1) cadeia da  Alal ﬁsniﬁam“(g1ucosaminaz
manoseg) Gly-Thr, onide o Asx € © aﬁpértatm ou asparagina; (d) Aux
(Qlucaﬁaminag'mano%e7)ésx~ThrwGIuﬁPr0i_(37 cadeia da Ile: Ile-Asx

(glucmaaminaa mannﬁe4.) Phe (1937.

Com respeito A estrutura primdria da rvicina D, Funatsu
et alii (37 & Kimura et alii (&68) descreveram o isolamento de 20
pept idens tripticos da cadeia da isoleucina & =& sequéncia de 9

desses peptideos.

Funatsu et.alii (387 fsélaram g alinharam os fragmentos
de brometo de cianog§niﬁ dés 9 cadeias polipeptidicas da ricina
D.-

A $Equ%ntié completa de aminoacidos da cadeia da isoleu-
cina, consistindo de 265 residuos esta na Fig. 2 (147). 0 peso
mmleﬁuiaf calculado da'ahélise na sequéncia foi 390.625 (incluindo
né & residuos de carbmidrata ligados %.cadeia polipeptidical. A
preﬁiuﬁu da.eaﬁrutura secundiria da proteina indicoﬁ & reaides
ﬂ-%elitaidais; dcarrendm'pafa 23% dos residuos de amiﬁmécid0$.
além disﬁa{ detectou-se ?_regiﬁes de folha pregueaéa na molécula;
.ﬁﬁmrrendc ﬁa#a 33% dos residuos na cadeia pplipeptfdica da iso-

Teus ina.



Em relacgio A estruturs primdria da cadeia  Ala da Ficina
0, Funatsu et alii (32) descreveram 2 ﬁﬁquéncia comnpleba de  ami-

nodc idos, comp mostra a Figura 3.

Iia-?ﬁe-Pro—ﬁys-Gln—Tyr-?ro-I1ev11e-iggnPhe-Thr-Thr«Ala-Gly—Ala—
Thr-Val—Gln-é%La?yr-Thr-Asn—Phe-Ile—Arg-Ala-Val~kr5-Gly-&rg-Leu—
Thr-?hr—ﬁlyaAla»ABp«Val-Arg—ﬁfgwﬁlu-Ile-Pro-val—Leu—Prc-Asn—&rg—
.Val;Gly—Leu—?ro-Ile-Asn-GlnaArgaPhe-I1e-Leu-$§a-Glu~Leu-Gln-$sn—
His-Ala—G}u—Leu-Ser«Val-?hr—Leu-Ala-Leu—ser-Val-Thrahsn~31a—f¥%—
Val—?al-Gly-Tyr-Arg-Ala—Glymksnwser-ﬁla-?yr-?he~?he-ﬁis—}rO*Asp-
Asn—Gln‘Glu—xgé-Ala-clu-Ala—Ila-Thr—His-leupPhe—Thr-Asp-Val—Gln—
Asn—Arg-Tyr-Thr-Pheuﬁin—Phe»é?i~Gly—Asn~?yr~nsp-#rg-Leu-Glu-Glné
ieu-ﬁla—Gly-Asn-Leu—Arg-Glu»Asn-Ile~Glu¢Leu-§f§-Asn—Glwaro—Leu-
Glu-Glu-Ala—Ile-ﬁer—ﬁla—Leu-Tyr-syr-Tyr~5er-?hr~§1y-Glr-Ehr-yﬁi-'
-Leu—?ro«Ihrnleu-ala—ﬁré—ser-Ehe-Ile—IIEaCysfile—Glu-het—Ile-der-
Glu-Aia-nlaafﬁg-Phe;Gln-@yr-E1e»0;ufcly-Glu-&et—ArgaThr—Argul1e-
A;g-ryr-ésn«Argwhrg-Ser-Ala-gzg-ﬁspaPro~Serﬁ?alnileafhr-Leuwﬁlu-
Asn-ser-T"g-GlyeArg-ieu—Ser-Thr—Ala-Ile—Gin—gig-seruAsn-Gln-Gly-
Ala-?ha-ﬁla—Ser-Pro«Ile-Gln-Leu-Gln—hrg—hsp-Gly-ser—Lys—Phe-igaw

V&l-TyrwAsp-Val-Sar—I1e-Leu~Leu«Prc-ilewIle—hla-het—Val—Tyr-ﬁrg—

260 . 265
Cys~ila-Pro-FPro-Pro-Ser-Ser-Gln-khe

~

Fig. 2 - Sequéncia completa de aminodcidos da cadeia Ile da

ricina D (147).
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0 peso molecular calculado da

31.432 (incluindo a glucosaminag & manoseqy ). Os 22 residuos

amsnaaczduﬁ baslcas e 05 21 ac

regifes N- e C~ terminais,

gilio central. Hu:tas sequenCtaa cont fnuas de am:nmaCtdos hidrm¥n~

'Fig.'3'~ Estrutura primaria da cadeia ﬁlé da R?Cina'D (323 .

o

analise d=a
s

nEo havendo residuos com carga na

sequéncia

»
e

ce

idos estio dsstrihuldos £mn ambas 34

ol el

bhicos oCorrem na cadeiai a regidn C- termanal é uma tipica reglao
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rica em aminodcidos hidra%ébfcas como = leucina e ‘& isoleucina
(32). |

A estrutura secunddria, prevista a.partir 'dég.sequéﬁcia_
de aminodcidos, indica gque a cadeia da élﬁ_ppssui é'régiaég heli-

coidais (27 residuos de aminoicidos, 16,4% do total dg_kesiduoé),.

12 regifies de folha (B2 residuos, 32,3%) e 31 dobras (32).
2.2.2. Ricina E

De acordo com Mise et alii_(?@ﬂ ﬁ ricina E, .isolada do
}ara}c de mamona e purificada por icramatngfﬁfia de - coluna em
DEAE~celulase e CM—celulose (56);.most?0u sEr  UmR glicaprote{na
cmmha aminodcidas N--terminais, Ile e Ala, idénticos A ricina D.

0 peso molecular da ricina foi estimado ser é#.@é@ é seu  coefi-
ciente de sédimentacﬁo 4,45 S. 0 ponto isoelétrico da ricfna E
Faiamaiur que o da ricina Q;mtendq gidm EQtimAdo em 8,8. Sua to-

W_xidez. em camundongos, foi igual hoda ricina D.

- As dﬁas'cadeias poiipept{dfcaﬁmiééde}agkQlé e .Ilei da
ricina E.faram separadas e a cadeia éla foi purificada;g crigta—
lizada. Das andlises de pontos isoelétricos, cumpoafﬁ%es de ami-

~h’“oécidaé.e péptfﬁeus tripticos, revelou-se que a cadeia Ile era
comum & ricina‘D_g E engquanto que a cadeia Ala Qa ficiﬁa E era
Hma prntefna homiloga, #endo varios aminaﬁciaog subsfitdidq% em

relagBo & ricina D (33).



: .- AR
2.2.3., Hemaglutinina da mamona

Az atividades toxica e hemagiufinanté da mamona sio pro-
ériedadas de 2 proteinas diferentes, que possuem gstruturas simi-
lares. Apesar de, no passada;_tarem sido referenciadas ﬁom SRR
var iedade de nomes diferentes, atualménte a proteina .téxica 3
ﬁhamada pelo nome cléssi;ﬁ dé "RICINA e a proteina aglutinante

por “aglutinipa da mamona” (81}.

" Jd gque ambas as proteinas tém afinidade por residuos de

galactose, mas diferem no peso molecular, wvarios trabalhos (31,

112, 133 & 134) tém se sucedido para separar a toxina da agluti—.

nina por cromatografia de coluna e filtraclo em gel.

A hemaglutinina da mamona tem sido isnlada e caracteri-

-

zada em varios laboratéfiaé (%1 e 104). Ela cunsiéta em 4 cadeias

polipeptidicas de tamanho semelhante € possui especificidade a se

"ligar a agucar, similar & ricina. 0 peso molecular ¥foi_ estinado

em 136.0008 ¢ o seu ponto isoelétrico foi 7,8. A heﬁaglutiniﬁa

[

possui 0s aminodcidos N- terminais (Ile”e Ala) idénticos a da ri-

cina D. Sua composi¢io em aminodcidos é muito parecida com a da

ricina D, diferindo especialmente em Thr, Glu, Pro, Ala, Ile, Tur

e Lus, enqganto a sua toxidexr, para camandongos, ¢ cerca de 1% da

toxidez da ricina D (138).
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& proteina foi sepavada ewm 4 fraches A, B, t e D;;ﬁ at i~
vidade hemaglutlnante foi ﬁetectada ém todas as 4 %racﬁes, Nas a.
fragio A, em maior quantndade, possuia maior attvudade. Da ?racau
A '_ | scn-:ldada por. aC|dm perfgrmico WIH redu_tda par carboxime=
tilagio foram iaoladasla cadeias palipept1d1cas por cromatagrﬁfla
em DEAE-celulose. Das andlises dos aminoacidos N- terminats, com-

posicio de aminoacidos e dos peptndeas tripticos de cada cadena.

encontrou~se que a cadeia maior com peso molecular de 34.9000 ¢ =R

cadeia menor com peso molecular de 31.920 s3o " homdlogas @as  ca-

deias Ala & Ile da ricina D, respectivamente (35).

[

2.3. RICINA: MECANISMO DE aLAa0 TEXICA E EFEITOS

FISINLJGICOS

a carater venenoso da semente de mamona que afeta homens

. € animais € conhec#dn ha Iongo tempo. Em 1888 Edsan (“3) relatou

5intemas de nauseas @ vam:tug em 1% criancas gue htham consumido

ate 4 gementes de mamona. Meldrum (87) por.. aua ver, registrou que

2 sementea de mamona cauaaram a murte de um adulto. A morte de
P
gado ﬁsrsh:re, CoOmo reaultadu da eﬁgestaa de aemanteq ﬂe MEMONR ,

cuja dose letal minima foi de @ 5 1t de semente, foi descr:ta FOr

énderson, (@5)-em 1948.

A ricina foi reconhecida como pertencente a um pEgUERD
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ainero de fitotoxinas, que incluai compcstas altamente to icos co-
mo abrina, crotina, circina € ruhina. Todos esses compostos sRo

ant igénicos, termoldbeis € possuen propr iedades hemaglut inantes.

A ricina & uma proteina muito estdvel e pode ser mantida
por meses sem deterioragio (114). Ela aglutina nfo apenas sangue
mas também suspensoes de colesterol e outras suspensoes de Carga

negativa {(32).

A vicina foi a prineira fitohemaglutinina a atrair ‘a

atengio dos pesquisadores, presumivelmente devido A sua extrema

toxidez; sua DLM (dose letal mfnima{ € cerca de @,0801 Fg/g {ra-

to), 0 que a torna cerca de 1660 vezes mais tdwica do que outras.

.1ectinas de sementes (86).

A tonidez varia com a espécie de animal, sendo gue OS
porauinhos da ¥ndia (cobaias) sHo os wmais susceptiveis € aparen-
temente, as aves sio mais resistentes que os mamiferos & aglo th-

wica da ricina (64).

- 'Og'efeitos Fisiolodgicos da ric%na*seuaékemeiham .équelaé
de muitas toxinas bacterianas e das goxialbuminés. A Dgsol (dage
letal de towtna necessdaria pars matar metade dns'”aniﬁaiﬁ testa~
dos, ram pertuda determsnado (34)), PO adm1n15tracna intraperi-
toneal =14 ratog, ¢ de 199 ng para rtc:na =T o) (168}. Esta pequens
dose leva & morte em POUCOS dtws, enquanto dmses naiores tem. Hm

efeito mais rapido. Porém, os animaiﬁ NURCAR MOryen antes de B-1@




-

4

horas ap&s a administragfo intraperitoneal da toxina.

Thomnpson (136) suger iu qué.a ricina-inter¥erié_em  aigum
procesao metabdlico no #igada, possivelmente no caclu  de Krebs.
Waler et alii (145) refutam esta teoria constatandn qige & rigina
n&o fem nefnhum efeito sobre a respiragio mitocandriai.

& inibigio seletiva de.sfntasé dé.brotefnaé fﬁi mostrada
Priméiramente por Lin et alii (82). xperi&antns "iﬁi ?iV°‘_ de~
monstraram que A $intese de proteinas foi mais re%tsteﬁte A  agio

da ricina, guando se tratava de celulas nnrmals enguanto gue as

células malignas eram muito mais susceptfvais é gnua agao. Lutski

et alii (84) tambeém regiﬁtraram a atividade anti-tumor da riciﬁa

(463% de inibig¥o do crescimento do tumor).

F;hl et alii (119 testaram a atividadé cancerostatica
da ricins em 19 tunores - humanms, nbtendo efeitos melhnres do  que
as drogas usadas carrentemente.

Quanto & agHo pirogénica da ricina, Eperjessy et alii
(24) mostraram que esta € capaz de cansar prolongada elevag®o de

temperatura (46 a 41 2C por 60 a 72 hl.
. e

. . X . o -
"

o . Também tem sido encontrado que a ricina limita o desen—
volvimento do embrifo durante = chocagem dos ovos .de galinh=a

(04). 0 desenvolvimento do coracBo, ?figado e estdmago foi grande-.

mente limitado, nBo acontecendo o mesmo com 0 bBago.
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Somente entre 3?72‘8 i??4,*0' mecani5mQ de agﬁa'témi¢a da
ricina foi elucidado por Olsnes et alii (104, 108, 110, 112,
1223 quando . fizeram um estudo detalhado da astruturé dé-r}cina;
estabelecendo qﬁé ela se compie de 2 cadeiaé paltp&ptldtcas A

cadein 4 & A cadeta B ou cadeias Ile & &la,- &egundo Funatsu (39)

gue sbo ligadas por uma unaca ligagao d:ssul?etc._Uer Figura 4.

" Aprina T
{(Peso Holecular - Ricina (32.000}
: 10.000) e

T e - —  Cadeia A — wrmzmpmEIED

5

H 1

b S
2 - Cadela B~ PR T ED

e (Pesn Molecular ) . L {In.000)
» - 35.000) _ e s e

-, 0 efeito tﬁ,ito “in inﬁ'_PBFECE dépendér da es(fﬁtura
:ntacta da tonina. As cadeias polipeptidicas ispladas tEém aumente
1% do efeltu lnlbidmr sobre a S|nteae de profeinas quandc cmmpa—
radas com a toxina integral. Quando e8s8as 2 cadelaﬁ foram éepar1~
Adas,lpor redugdo com mercaptoetancl, a menor das_duaé‘aadeias, a
cadeia A, mostrou estar associada com o efeito inibitdrio na sin-

tese de proteinas, enquanto que a cadeia B foi comparativamente
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inat iva. A cadei% B atua na {igacga'dés toxinas a receptores con-
tendo galactose, na superficie da célula (109). |
ﬁéaim,'a cadeia B funcaana. ﬁdmo 1A .transpbffadmr qite
sgrve para ancorar a toxina a super¥|c:e celulwr. Evidénciéﬁ de
gue somente a cadeia B esta envol#ida na ligagHo da toxina & ga-—
 1actDae foi obtida em experimentos onde se  3§1€¢0&_ ﬁs"cadeias
isolndas, A e B, em uma.caluna de Sepharose 4B (que contém resi-~
duo§ de galactose). Neste caso, a cadeia 4 passou através da co-
luna, enquanto a cadeia B foi retfda g pode ser eluida com a  gn-

lactose (198}.

A peneirdc%o da toxina na ceélula parece acente;er do se-
gu;nte modo: =a ligagio da toxina a super?fcie da céluia pProvoca
um aumento da Fluidez da membrana e a cadeia A (ou possivelmente
_gltaxina toda) é transportada_bara dentro do citoplasmé para o

seit sitio de aglo, 0% ribossonos, onde 213 exerce seub efeitos

téxicos (1187,

Num 5l5tema Jivre de celulaﬁ as tominas parecem inibir

o

aiguma'étapa na elangaqao das cadeaas PFPttdlcaE ja- ihiciadas
(15, %1 e 1¢8). Us dados obtidos indicam que a tnxina'gﬁc infbe a
Formagfo da ligagHo pept:daca.-Uarios autores {lﬂﬂ,- , 590.e 727
obtiveram ev:dencaas quUE A subunadade 405 do rabosgame é o ﬁftjé

de agHo da ricina onde ela, de algum modo, interfere com o pro-

cessn de elongacio da cadein.
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‘Tem sido sugerido gque & agio . da ricina possa ser de  na-
tureha envamatlca (164, 22, 17 e lle) e que seu sitio espec:fico
de reaglo possa ser a guanasxna trt%os?atase {Ig?). GQé esta  su-
gerida atividade enz}matita esteja de_algum mudp  re1acimnada. A
étividade proteolftica associada & ricina (44) & u@ fato qué.éih~

da necessita ser investigado.

aApesar de tanto a riciqa como a aglutinina da mamona
’cmnslatlrem de cadeias ala e Ile, tendo propriedades ?fsico—qu{—
micas Eemelhantes, elas mostram leeren¢as marcantes guanto a to-
:"xidez e a atividade hemaglutinante da aglutinina da mamonﬁﬁ. Isto
s deve =R egtrutura tetramera da agiutinina,que possui 2 sitios
de ligacgo'para as células vermelhas do sangue, enquanto & cadéia

B da ricina possui somente um sitio de ligaglo. Isto tem sido ex—

_ per|menta1mente varlfacada (11¢, 14@).

3God'respeita 3 tonidez, tem sido demonstrado que s alta
 toxidez da'ricina ¢ cansada pela agHo cooperativa da cadeia Ile
ou A, gque inibe a sintese de proteinas e da cadeia Alx ou B, que

*

Iiga oe resfduns contendo galactose 4 superficie das celulas {168

N
- A

.h; e 34). Portanto, = toxidex extremamentewbaixa da _aglutxnlna da

mﬁmana s deve & diferenga funcional da cadeia Tle nﬁ ﬁ_da ricina
. .

- g a-cadeia mais leve da aglutlnlna (81 e 3&), JA - que aQidéntias

hu:m:caa (104) e 1mun0qu|m|cas (111 & 116} :nd:caram qie é mais

pesada das 2 cadeuas da aglutinina (PM 34. @@@) é prnuauelmenta'

idéntica & cadeia B da ritcina, ‘enquanto A mais leve (PH 31 a6y é

homdloga, mas nio idéntica a cadeia A da ricina. Ver fTigura 5.
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HEMAGLUTININA DA MAMONA

(5-5) ¢

.

»

Figura 5 - Fotrutura esquendtica da-ricina e da aglutinina

da mamona (Bl).
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5. 4. METODOS DE DESTOXIFICAGED

Um dos mais s€rios prdblemaslpava.a praducﬁd em larga
escala do fdleo de mamona € é'tnxidez do seu res{dunQJa.farta e 0
farelo'de mamona. Essa toxidez se deve princibalmente A aqﬁu da
ﬁrote(na ricina; de tal modo venenaéa, que o farelo nSo € usado
_sen%a comu.fertilixante. & lnattvacac desse principio tn i;a per-—
mitiria o seu apruveitamanto como suplemento protéico para a ali-
mentacio animal, Jja qué este contém cerca de 40% de proteina bru-

ta (117 € 077,  °

Vir ios métodos de destoxificac8o tem sido sugeridos, vi-
sando a completa destruicio da agHo tdxica da ricina gue assegure
o minimo prejuizeo ao valor nutricional das proteinas.

© . 'Jd em 1889, Sillmark observou que a toxialbumina ricina

era destruida pelo-calar (59).

0 efeito caracter (stico da ricina, em.camum_cép as‘ ﬁué
tras tmwialbuminas, é g de agiutinar aakzéiulas vermelhas da'san-
gue dms mamniferos. Essa prcpr:edade g perdida quando a solugdo de
protelna & aquecida a @bultcao ol par caagulaﬁam, quanda aquec:ﬂa
a 60 ou 79 “C, enquanto que © calor seco nio destrai cnmpletamen—

te & toxidez da prmtenna'(éA).
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Alguns autores tém éfirmadb qdeia .dESSDIQEntizagﬁb dos
farelos extraidos por solvente prdmo?& a'destoxificaﬁﬁo'total da .
ricina (88, 93 e ?Si,'aﬁquanté qutrmg trahaihoé tém %eveladq éue
tais farelos apresentaram}-aem Excecﬁc,-aifa tex}déz;  dﬁveﬁdo—se,

aplicar um tratamento Mais energico pars tornda-los 1nécu05_(69);

0 cozimente i ebuligHo por 1-2 h foi usada ﬁpk Petrosyan
‘E_Ponoﬁaéav (118). A torta assim tratada ¥6f usada com £xito na
alimentag8o de porcos. Nos estudos de Tang {1351, =& turt# de ma~-
_mona fol tratada a 14@ 20 no intefvala dé 4@ a 9®‘minutng. A tor-
ta tratada nessas condigdes foi usada-na-alimenta;ﬁn de ﬁvelhas,
sem que se observasse o aparecimento de efeitos tdxicos.

L . Rudolph (125 e 125) obteve duas patentes 9afa o trata-
_men#o da torta c#m dgua quente efcloroférmia.

L] -

-

Em 1949, Borchers (12} registrow aue repetidas extragnes
com etanol 95% a gquente foram necessarias para a completa desto-

wificacho do farelo.

- _ﬁﬁbeéar e Dole (@3} obt iveram resﬂltad;% indicandn que =
extfacﬁe com solventes cons CHClg , CgHg » om n-CgHyy n8o rema-
viam a ricina mas que a extragio com dgna produzia um farels nio
Edxico camprovédo em teste de alimentaqﬁu de ratos. Nesse mesmo
trabalho, os autores afirmaram que a extracio com alcool, a aulto-

clavagem, & vaporizacio e a ebuli¢lo com Agun produziam um farelo
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destouxiticado, o qual podia substituir o farelo. de amendaoim  em

até S0% na dieta de ratos recém-desmamados sem causar mnudangas

sigrificantes no ganho de peso.

Segundo Charmichael (143, a riﬁina podé!sar &ést xifiﬁaf
da por tratamento com permanganato de potés#ie, peré#ié# de hi—-
drogénio £ halogenos. Delga (22) também comprovoi a atﬁm'dastoxiﬂ
ficante do KMnO4 diluido e soluclo de Todo dilufdb, ‘revelanda
que o NaOCl diluida ado causa nenhum e¥eit6_né destaxi?icacﬁo da

ricina.

Na Bélgica, Massart e Massart (84) propuseram um metodo
gque consistia primeiramente na eliminagio da ricina, por extra-
¢80 da torta com yma mistura de halogenetos e hidrdxidos alcali-

nos, seguida de tratamento em autoclave.

0 uso de raios ultravioleta para a destonificaclHo do fa-

relo de mamona, tem sido advogado por Baljht (29 ¢ 190). Segundo o
autor, a irradiaclo pode produzivr completa destruigio da proteina
. ricina ou somente desemparelhar as 2 cadeias da molécula, o  que

Lk -

acarretaria significante decréscimo na toxidez.

s

Yarios trabalhos relatam a destoxifica¢io do farelo de

-~ :
mamona por métodos microbianos. Gastani e Pistmriuh{AB} conclui-
ram qQue a ricina perde as SURS praprtedadea tnytcaa quandu dige—

rtda pela pepsina e pela tripsina pancreattca por 94 h a 37 2C.
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A pH &6, 1 mg de papaina purificada, ativada por Ho,des-
taowifica 5 doses letais de ricina em poucos minutos. A aglo da
papaina, segundo Velluz {(141) deve ser ouktra gue n3o a protesli-

tica ja que a tripsina & a pepsina nio tém o mesmo efeito. .

Segundo Le Breton e Bregory (75), a torta de mamona ser-
viria para consumt humano oy animal se fosse tratada com enzimas

protecliticas, ou com lévedo autolisado, ou entio com acetobacter

.

autolisadsa.

Outro estuds, realizado em 1947, mosterow gue ® ricina
tratada com papaina, pepsina, triptase e polipeptidase pancreabi=-

ca, registrava uma reduclo: na sua toxidex (76).

Um método de desto#i#icacﬁo da ricina e redug¢fo do con-
teido alergénico da torta de mamona usou Clostridium, obtideo da
dgua de esgoto, para fermentagfio e auto-digestio. A massa digeri-
da foi erntBo autoclavada pnr'i h {a lﬁéwlzé 20 a 4 a@m) e seca. 0
produto final continha cerca de 32% de proteinas semi~digeridas e
nAo tdxicas (21). |
A vaporizacio & a autnclavagém tém sido” testadasl por
muitus pesquisadores. Umﬁ.patenta requerida em I?Sﬁ,'prnhunﬁa g e
s sementes de MAMON R fossem tratadas com vapor a 150 1b/pol? por
2@ segundos ou a 3¢9 1b/pol? por 2¢ segundos, seguido de"de&cme
pressio abrupta, u'que ocasionaria a explosfo das cascas & fo-

lhas, sendo que as: améhdmas 2 cascas estariam destoxificadas
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(173,

Jaki (41) teatou altmﬁta'de namona com‘vapmr 2 rEMOVELl o
exceaso.de uﬁidade sob VACUo.

Kodras et alii (&%) apﬁntaram.vérima tipos de tratamen-
tos térmicos como capgzeé de promoverem a destouxificacfo do fare-
lo de mamona: a)y vaporizagio por 30 wmin; b)Y incubagdo do farelo
nN® Presenga de étido ou alcali brando seguido por neukralizzgEo
ot oxidagio branda com perdxidd de hidrog&n%ns o autaciavaéam
seca A 12% 20 por 195 min. 08 autores chegaram & conclusao qué o
tratamento que promoveln a destrﬁicﬁm completa da ricina com g~
dangas minimas nas caracteristicas fisicas da tortsn foi a auto-

yET

clavagem sem adigio de dAgua por 15 min = 125 20.

0 vapor guente, como usado na recuperacio de. solventes
empregados na extraglo do dleo de mamona, produzic uma redugio de
1710909 na toxides original, resultando num Farelo inofensivo a
‘carneiros, coelhos & ratos, gquando usada na propor¢do  nHEo  maior

qize 164X (197 .

Jenkins (63 usou 1 hora de autoclavagem a 15 1bfp012 i
obtendo dma reducio de 1/2000 da toxidez original. Ratos que ge
alimgntaram de uma dieta contendo 23, 2% dessa torta, mantiveram-

se sadios ao fim de 4 semanas, mas o crescimento e a conversio

alimentar foram menores que nos controles.

Em 1969, Gardner et alii (47) figeram um extenso traba-
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1ho, sobre a destoxificasho & desalergenizacho do farelo de mamo-
na, u#andm diversos tipos de tratamentos Quranté o acondigiona-
mento das sementes antes daoexﬁracﬁm dm'élean por sélvantés, o
apis a extragfo. Os tratamentos ma@s e?ativus foram 0% seguintey:
a) ﬁalmr seco a 20520 b) coce@o dmida com @,9% de HC1 e 3% de
HCHO; ©) cocgfo tmida com 2% de NalOH € 10% de Fformaldeido; o)
cocgio dmida com 2% de NalH & preaﬁﬁque 20 psigi €) cocglo dmida
con 1% de NaOH. Para gque 5umen£e pcorresse & completa destoxifi-
cacﬁa da ricina, bastaria uma branda coctgm Umida do farelo, com

o sem adigBo de alcali.

0 hidrduido de caleoio tambeém tem sido usado como um wdi-
tivo antes do aquecimento até a conpleta destruigfo da rvicina e

do alergénico (132).

Res{duos de sementes de mamona foram destoxificados por
autoclavagem a 125 2C por 3 min a 2 Kg/cm2. de pressio, na presen—
ca de emceaﬁalde Agua. A quant idade de albumina soldvel na  Agua
remanescente, apdsho tratamento térmico, pode ser “detarminaﬂa
,turbidimetricaﬁenfa e foi aproxfmadamenta pruporéional 3 destoxi-
FicacHo (46).

Em publiéa&ﬁes feitas entre 1948 & 1972, Motolla et alii
(93, 95 e 96) apresentaram uma série de estudos feitos a nivel de
usina piloto, visando a destoxificagio e a desalergenizagio do
farelo de mamaha. 0= tratameatdﬁ propostos Ccomo 0% MAIS eficien"

tes foram: al) tratamento com vapor a 19 psig dursnte &9 min de
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ima miéturé farelo-dgua 2:1; h) tratamento a 89 °C durante 45 min
de uma miﬁiura FareiewNH4ﬂH 6 M‘Qil por vﬁlume; ) - tratamento a
126 2 durante 15 min de uma mfstura farelo-Ca(bHls 4% 1.2 por
volume. Os autores tanbeém aéaiiﬁaram o efeito dos distintos fra-
Famentos sobre os aminodcidos éﬁﬁentiagﬁ, encaontrando gue todos

sles afetam em maior ol menor grau a cistina, serina, treonina,

metionina e lisina.

Fostudos cingticos mostraram gue m‘¥areiw de mamons adue-~
cido a 106 20 por 32 win & destoxificado, gquando o conteude  ini-
cial de umidade do farelo & de aprovimadanente 9%. 0 wvalor ali-

mentar da proteina & quase que totalmente mantido (7@).

Nao haﬁvé nenkuma diferencga na Cmmpnsiﬁﬁm & na conbeddo-
de aminodacidos dos farelos de mamona  destoxificados por VAP i as
combinaghes de autoclavagem (329 ou 469 min) ou tratamento tom HC1
LAaquoso ou Hap®. Houve um aumento do peso corporal dos frangos es-

pecialmente a 129 2C por 49 min & pelo tratamento com'Hé@ (79).

Em 1933, Raupp (121) mostrou que a altmcl#vagem.a 121 2C
-pér m per{oﬂm entre 10 a 20 ninutos foi o suficiente para inatiw
VAF & tbxidez dao farelo de mamona preparado no laboratdrio. Con-
cluiu qué possiveis desalergenizacies do farelo de mamona comer-
cia{'geriam aleancadas na adtocliavagem (com calor_@mido) a 121 z2C

conjugada com hidrdxido de sddio.

O efeitos tdxicos, a atividade hemaglutinante'e as pro-
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priﬁdades.prdteolfticas sdo todas deﬁtrufdaﬁ pala combinagio de
calbr e umidade. £ de cmnaiderével importancia céﬂhecer aé condi=-
,cgea exatas de btratamento térmico que assegure completa destrui-
¢Ho da aclo tdwica, Jjd que a aplicagHo prdtica eété limitada ao

tratamento térmico.
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2an DETEﬂQﬁU DA ATIVIDADE TSXICA DO FARELD DE MAMONA.

Como todas as kemaglutininas, a ricina & uma protéina
associada na planta com outro material protédico, o quenlfaz com
que ela nAo possa ser facilmente detectada por andlises guimicas;
ela € usualmente datarminada‘par suas atividades hioldgica e 5&0-
quimica, isto €, testes de towidez en animais g‘tE$tea de  hema—

glutinagio.

Devido A egspecificidade de acko da hemaglutinina, testes
Fadfaﬁﬁ COm Sangue Humana o de coelho podes Falhkar para detectar
a atividade aglutinante de emtratﬁs ou fragoes protéicas, sendo
portanto, muito importante, a escolha do tipo de sangue. Deve ser
relembrado que um ta%ta de aglutina&ﬁo positiva nio distingus ne-
-cessar iamente entre hemaglutinina tduica & ndo tdsica. Como sabe-
mmé, a toxidezr ¢ 0 poder hemaglutinante da semente de manona  de-
pendemn da.variedade da semente de mamdna, advindo da/ que o 080
do teste de hemaglutinaglo s ird medir o nivel do poder de hewma-

glutinagio da variedade testada g nfo o seu grau de toxidez (5%).

0s testes de hemaglutinagio slo feitos com extratos de
sementes moidas preparadas com solugdes salinas fisioldgicas,
cusando-se solugin de célulag'vermelhas de sangue lavado., A  agko

aglutinante & observada por cﬁmparamﬁm visual em tubos contendo

as solughes diluidas em série (&7, 47 & 14).
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Muitas moditicagies t&m sido  proapostas pﬁra tornar o
teste de hemaglutinagio mais sensivel e quantitativo. 0 uso  de
Nas -EDTA como anticgagulaﬁté, a omiaﬁﬁm da lawvagem dos eritrdci-
tos, a manutencio do pH 7,0 @ a temparatura a 20 éE S80 cmndicﬁes

recomendadas por Rigas et alii (123).

Mais reﬂanteﬁente, para melhorar a precisfo de tais en—
saios, foram incorporadas técnicas gspectrofotondtricas que wmeden
o decrescimo na turbidez de uma suspenslo de células causada por
sua aglutinaco (460 ou por medigio direta dQ '§rau de - formagio

das celulas agregadas (85).

Para a ricina, o feste de hemaglutinacio nlo é t8o  sen~
sitivo & sspecifico guanto o ensaio toxicoldgico desde gue  exis-
tem aparentementatfatores }nter?éréntea en ragaes mistas (193, 0
teste de hemaglutinagHo serve para distinguir o farelo tratado
termicamente do nio tratado e para detectar grosseiramente, mate-
rial subtratado termicamente. Para o ensaio de toxidez residuxnl,

£le deve ser complementado por testes de toxider em animais.

Para os testes de toxider parenteral, os animais mais
usados s30 os ratos e os camundongos. Experimentos de alimentagio
tém sido feitos com uma grande variedade de animais, mas os ratos

e as galinhas 80 frequentemente preferidos pela Facilidade de

BARNUSEIio & por razdes econdmicas (64).

Nos testes de alimentacio, o atraso no cresciments e a2
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nortal idade quando comparados com controles apropriados, sio con-

siderados comg mnedidas de toxidez (68).

A ricina & takica quando administrada pela boca &€ muito

mais tdmica quandd administrada parenteralmente.

Quando a'@gbétﬁncia teste & aplicada (por inje¢fo subcu~
tanea, intraperitoneal ou intravenasa), a percentagem de animais
que morrem & o tempo entre 2 injegio & a morte sBo os pardmetros
usados para a esfimacﬁu-da toxidez. Vdrias doses diferentes poden
Ser usadaﬁ; cano, por exemplo, o DLM (a), ou o Dl g (b) ou o Blgy
(o), 8 devem sSer @HMPIressags €omno Ha/Kg de peéo corparal. Como =a
susceptibilidade pode variar consideravelmente com o peso e =&
_idade, Of ANIMAis deven ser selecioiados correbanente.

Observaglo:

(z) Dose Letal anim;. Menor quant{dade de toxina gque mata una
cobaia de 252 g em 4 diag, indetada por via subcutinea (397,

b) Dlgg — Dose letal mknima de protefina  injetada intrapefiﬁaw
nealmenfe. necessaria para matar pelo menos a metade dos anf
mais testados em um periodo de 48 horas (53).

{c) DLgg -~ Dose letal de toxina ﬁecesﬁérialpara‘matar metade dos
animais testados, injetada intraperitmnealments, num  periodo
determinadao (34).
A dnica mengBo A tentativa‘de relacionar a toxidez resi-

dual com um teste quimico, foi feita por Funatsu et alii (4463, em
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1943. 0 farelo foi destoxificado por aquecimentg de T min  numa
autoclave a 125 ¢C e 2 Kgfcm? de pressio, na presenga de EMEESS0
de Ha@. A quant idade de aibumiﬁa*gmldv&l em AguR  gue ﬁarmaneceu
apds o tratamento (detetminada turhidim&tricam@hté} Foi aprgx;mam

damente proporcional ao graun de destoxificagao.

2.6. RICININA

-

Na semente de mamona tem sido epcontrado um  aloaldide
apresentando também atividade tduica, denomipado ricinina (147,

eujn Farmula estrutural é:

5

EQEf3
'HE \\‘ccw
H Co
/
\\\NCHS

S&guhda consta, Tuson (137 foi o primeiro 'a  isolar a

ricinina da semente de mamona.

A ricinina & considerada um alecaldide medianamente tdi-

co, JAa que ocoFre na semente em guantidade bem peguena. Waller et
alii (144) encontraram ©,02% de ricinina no farelo de mamona in-

dustrial € ©,1% no farelo preparado no laboratdrio. Ja Fuller et
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alii (28) verificaram que a quantidade de ricinina presente na
semente que J3 € peauens, diminui ainda mais durante o processa~
mento, sendo ©,13% no farelo autoclavédo. & dose letal minima de
ricinina testada por injécﬁo intraperitoneal en camundongos & por
administragio aral-ﬁm galinhas foi de 2,016 ¢ @,1 wmg/g de peso
;qr?aral{ respectivamente,'Ela.inibe o ﬁrescimentc de pintinhos,
quando estes sko aliméntadﬂﬁ com arandes guantidades de farelo de
mamona (101). Fuller et alii (28) também evidenciaram que a rici-
nina inibe o crescimento de pintinhos, quando d¢5e5 elevadaa. de
ricinina pura sho inclufdas nas suas dietas. 0 efeito nocivo de-
vido & ricinina ed foi evidenciado nagueles cujas ragdes conti-
fham niveis elevados de farglo de mamona, acima de Iéz.

. m metodo éa detecgin da ricinina foi desenvolvido con
bhase na propriedade de Fluorescéncia desta quande excitada & 363
am. Com base na intensidade dessa fluorescéncia, a Eiciﬁina pode
ser gquantitativamente determinada, se subgtﬁncfag interferentes

"nio estiverem presentes (8.

2.7 . ALERGEND

A alergia & proteina da sémente de mamonza jd era conhe-
"rida desds 1914 quanda Alilaire (@2) descreveu a alergin e atri-

buiu-a & albumina tdoxica ricina. Ratner e Gruehl (129) wmostraram



que a ricina nio era responsavel peia alergenecidade das protei-
nas da namona, é o5 CléﬁﬁiCﬂ%A&ﬁtﬁﬁGS de Spies, Coulson, Berwubon
e Stevens (130, 131 e EQ) magtraraﬁ'cancluaivamente que 0o princi-
pal material alergdnico da semente de mamona & distinto da rici-
nn. Eles enﬁantrarém que o principio alergénico € estavel ao ca-
lor, soldvel em soluclSo bdsica de acetato de chumbo, insolivel em
etanol 75% e nio téxicg. Além disso, ok?rincfpim alergénico pas—
sou através de membranas de colddio, foi resistente & pepsina mas
destruido pela tripsina. Estes pesquisadores degignaram o wmate-
rial élergénico Como £B~ih, Qma mistura &e proteinas polissacaryi~
dicas, classificadas como proteoses naturais.

Ouanto X composiglo de aminodcidos, o CB-id4 se caracte-.
fézmu pelias propargéﬁg relatiVngﬁté altas de srginina & cishina,

e aus@neia de triptofanc. 0 conteddo de aminodcidos do CR-iA estad

na tzbela 8 (130).

0 alérgeno exibe uma extraordindria capacidade de sensi-
Bilizar individuos expostos a peguenas concentragies do pad dé S
mente ou do farelo ﬂe mamona, sendo que a alergia € adquirida éc—
mente pelazinalacﬁa (74%. Ds siptomas causados sio coceiras nos
alhos, fotofobia, vermelhidl3o e edema da conjuntiva, ‘iaCfimeJa"
mento abundante, fortes espirros,  tosses, dispnéia, coceira e
erupgio da pele. SHp numerosos 0s caéms‘registradng tanto na 1i-
teratura meédica, de surtos de asma brénquica em localidades pri-
‘wimas a inddstrias de extragio de dleo de mamona (88 e 24), comp

na literatura cientifica, de casos de pesquisadores impossibili-



tados de continuarem seus trabalhos, por contraivem a alergia A

sempente o ao farelo de mamona (4F).

Tabels 8 - Cﬁmpmﬁfcﬁaode aminoacidos do CB-14 (136).

AR LB 480 St WA PeSs e S A mrd e M W P A TS W WS T e man S ek P b LA Ll dibh Lt S AL Lt LA Al AL SASE LS LS RSN RS WLS W SAUE WS MUK M AL TS SRS SN SRS S UL LS AMLE WL WL S by Sk e b ey

Mitrogénio na forma de CB-ia
Humina . ] 2,1
Amdnia 13,6
Cistina 5,0
Histidina | o _ 1,0
Arginina (a) - | 26,6
Lisina _ 3,2
dcido Glutdmico : 8,6
Tirosina ) . 1,1
Triptofano _ ' | @,e
FragHo mono-aminica ] .1?,3
Fra¢§o.étida dicarboxf}icar - 8,6
TOTAL 87,1

i ot i, i B VA WS AT TR vy b b AL R TR P Y v S I Y AP A A TETY PR b i Tk Sy e A LAl AR SRR S AR SUCH PER WO T T WS} WM A o SR TP THET MM P whri A R o Pk it S b WAL A B L s e

(a) Este valor foi obtido pelo método de dcido flavianico de Vic-

-

kery, Binchem. Z. 132: 325 (1940,

e
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3. MATERIAL E METODOS

3.1. MATERIAL

3.1.1. Hatéria*?rima

Farelos de mamona de procedéncia industrial, de 4 indiig~
trias diferentes, denominados Fi, F2, F3 & F4, todos gentilmente

cedidos pela Fundac§0 Trapical de Pesquisas.

Farelos de mamona preparados no Iaboratderio, com  semen-

tes da variedade Guarant e outras de variedade desconhecida, res—

pect ivamente, G e FL.
3.1.2._Réagentés g2 Equipamnentos

Para tratamento e andlises das amostras foram utilizados
equipamentos e aparelhos comuns em laboratdrio e reagentes em
graus de pureza exigidos pelas especificagdes dos métodos anali-

ticos.
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2.1.3. Animais utilizados nos ensaios bioldgicos

Parguinhos da fndia (cobaias) machos e fé&€means, pesando

em média 2950 g, com idade de 2 semanas, provenientes de criaglo

nag provimidades de Campinaca. :

Os animais foram alimentados com racio comercial para
animais de laboratdrio, ingerindo também uma wmistura vitaminica

.ﬁa forma de Maro?e,‘dilu{da em agua (recomendagio veterindrial.
B.2. METODOS

3.2.1. Héfodus.ﬁﬂélfticqg

3.2.1.1. Umidade

A umidade dos farelos de mamona foi determinada pelo wé-

todo Ba 2-38 da ADLCS (@6).

Foi determinada peld método Ba 5-49 da ADCS (06).



3.2.1.3. dleo

Para determinar o teor de dleo foi  usado -u. netaodo  Ae
3-92 & Bd 3-52 da a0CS (94).
3.2.1.4. Indice de acidez do oleoc de Hamona

Foi utilizado o método An 4-38 da ADCS (94).

3.2.1.5. Indice de Refragio do dleo de Mamona
Para a determinacho do indice de refragBo foi usado o
- método Co 7-2% da al0CS (es).

4.2.1.6. Atividade dptica do dleo de Mamona

A atividade dptica do dleo de manona foi determinada se-

agunda o procedimento adequado aoc polarimetro efetuando as medidas’

a varios comprimentos de onda.



3.2.1.7. Fibra Bruta

0 teor de Ffibra bruta foi determinado peln métads de Yan

de Kamer & Van Ginkel (139).

3.2.1.8. Agucareg Totais

0 teor de agidcares totais foi determinado pelo método

T8940 da AARCC (@17.

3.2.1.7. Proteina

0 método utilizadé fof o de Kieldahl modificado, Ba 4-38

da ADCS (84). O fator de conversio de nitrogénio foi 6,23, rECH™

mendado para proteina de mamona (59).

© 3.2.1.10. Proteina Seolidvel

Para se medir o teor de proteina solivel do farelo de

mamonza, usou~se 0 teste de Biureto (73).



3.2.1.11. Aminoacidos

s determinacﬁes de amninoacidos foram feitas no analisa-

dor de. aminoacidos Beckmam 119~CL.

a) Preparo da amostra

Um extrato aquoso de proteinas do farelo de mamonza. con-

~tendq aprax&madamenfe 25 mg de proteina foi acmnditiénadm em tubao
CPirex de'taﬁpa rosqueavel. adicionou—-se ;écidﬁ cloridrico & M,
Eeliminandmmﬁe.tmdm o ar do tubo. A hidralise foi realizada a 11@t
i1 2C por 22 h. Apds o tewpo de hidrdlise ter-se comnpletado. =as
amﬁstraalFuram e5¥riadaﬁ g filtradas em funil de Qidrm miﬂtékixa*
do, cgmpletandn—ﬁé o volume para 106 Ml com Agun. Desse volume,
 retirnu~Je uma aliaquota de 20 M1, a qual foi evaporada. Adicio~
nou~se agua destilada e'evaporou~se nnvamente, para se garanbtir a
eliminago total do dcido cloridrico. O material hidrolisado seca
foi di%aclvido_em 5 Ml de tampio citrato ﬁe addio (@,20 HN; pH
2,2y, de onde foram tomadas alfquotaﬁ de 100 pl para serem inje-

Lo*

tadas no analisador automdtico.

b) Mistura Padrio S _ -

Foi utilizada uma mistura de calibracﬁa da Beckman Ins=-

tbruments, contendo @,5 mol/i99 1 dos seguintes aminoacidos: L-1i-
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sina, Lwhiﬁﬁidina, sﬁlFato de am&nia,.L*arginina. Acido L~aapérm
tico, L-treonina, Lusarina, écidﬂ L-glutidmico, L-prolinsa, ,Qlitiw
na, L-alanina, L-valina, EL“mationina, Lwisoleuﬁiﬁa, 'L~ieutina,
L-tirosina, L—#enilalanina; ﬁ concantraﬁﬁd e L“cigtiné Fo i de

@,029 nol/ 19@ 1.

c) Andlise Autonmatizada e Calculos

aliguotas de 199 Pl de'hfdroligadu, previamente‘ filtra-
das em membrana Millipore 9,2 pm foram injetadag no .analésadwr
automat ico Beckwman 119-Ch. A mistura de aminaécidmé foi eluida
con sistema de 3 tampdes de citrato de sadio - pH 3,28, 3;?5 &
6,4@,'aequenﬁia1mehta, zim forma descont inua formando um graﬂian%e
dé concentracio d; Ma+ de 0,2 ate {1 N. O prmgraha-d& eluigio  au-
tnmética.tave ﬁma duracio de 96 minutos. As dreas dos picos dos
aminogramas foram integradas manualmante.e as concentragdes de

‘cada aminoacido caloculadas por comparaglo com um  aminograma de

mistura padrio obedecendo a relagHo:;

173 (£

Cp Ap

: Fd Fd . . > . e
onde Cx e Cp w80 as concentraghes de um amincacido qualquer  na

soluglo problema e na gsoliuglo padrio, respectivamente, & Ax & Ap

s8%n as dreas sob os picos correspondentes.



3.2.1.12. Reagho de Biursto

As protelnas soliveis do farelo de mamona foram determi-
nadas pelo teste de Biureto. Em um tubo de ensaio, colocou-se 1
Ml da amostra e adicionou-se 4 Ml do reagente de Biureto, wmistu-

rou~se & deixou-se reagir por 39 wminutos, A leitura foi feita a

549 nm (73).

Para se construir a curva padriio, usou-se uma solugho de
craseina em NalOH ©,5 N. Para a preparacio do branco, usou=-sg HAgua

no lugar da amostra. ‘ L

A curva ohedeceu a lei de Beer, no intervalo de & a 7

my /M1, & para se caloular o teor de proteinasMl da amostira, wsou-

e 2 leitura-da absorbfncia na seguinte equagio de regressSo 1li-

CTEar

mg protefna = _a_ % #,0089

Q,0720

onde A & a absorbancia.

3.2.1.13. Reaclo de Sakaguchi
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Foi ?eita'uma adaptacio no método de ﬁeaﬁineo (B9) para
a determinacio de arginina ﬁaﬁ extratos aquosos dos farelos de
MARMONA industrtéis e de laboratdrids, com ou sem tratanento tér-
mico. 0 reagente 2,4 dicloro «-naftol foi subst ituido peloeC—npaf~- -
tol, tambeém atilizado POr outros_autorE$,'em_reacﬁes semelhantes .
em virtude da auséncia desse %eagehteﬁno mercado & do seu  alto
custo de imnporta¢lo. Houve esmaecimento da cor produzida na  res—
¢Ho de Sakaguchi. R@aolvau;ga tal problema, preparando~se o rea-

gente de Sakaguchi (reagente BY 1 hora antes do uso.

ar Reagentes

Reagente‘é:”BQQ mg de KI em 108 M1 de dgua deatilada.
Reagehte Bi: para 1@9 M1 de KIOH 5,9 M, 2 g.de tartarato
de sddio & potdssio. | |
Reagente B2: 47,7 mg‘ﬁe eC-naftol em 150 M1 de Alcool
etilico destilado sobre lentilhas de KOH. | |
Reagente B! juntar 15 M1 do reagente Bi + 27 M1 do rea-
A'gente B2 + § M1 de NaOC1 técnéca. Deivar 1 h em repouso.
Reagente L NaQOLCl comercial diluido .1115, concentragio

essa determinada pelos procedimentos adotados por ﬁessinew (89).

-~

b} Procedimento
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A partir de solugfo estoque de arginina, em HC1 @,81 N
na concentragio de 100 pg/ﬁ[, -prﬁpakgumﬁé um  certo  ndmern de
amostras de arginina, com diluigoes conhecidas. Em um.tubm de en-
saio, ctolocou-se 1 Ml da amostra de solug2o de argininét ALres-
centou-se i ML do reaéente A mais 3 M1 do reagente B. Deivou-se i

h em repouso, adicionando-~se a seguir £ Ml do resgentes .

0 brancdag foi preparadh-péla adiqao de todos os r&ageﬁtes
acima mencionados, com €xMCEGCAD de gue em ver de 1 Ml de solugio
tda amq%tra foi usado 4 M1 de HC1 G,Qi N. Apds 10 minutos A tempe-
cratura ambiente, leu-se @ abﬁmkbﬁnciﬁ (3701 éﬁpaﬂtrmFutﬁmetra a 520
Filit |

A curva ;bedéaeu A Lei de Beer, no intérvaln de 9 = 48

MY . Para se calecular o teor de arginina/Ml da amostra, usocu-se a

leitura da absorbdncia na seguinte equagio de regressdo linear:

_A_z_0.0236

i

po de arginina

¢.00119

onde A é a absorbancia.

= Determinagio do Teor de Arginina na amostra

&1



.

A& i Ml da amostra, diluida, s necessirio, adicionou—ssz
1 M1l do reagente & mais 3 Ml do reagente B. Deixou-~se 4 h em re-
poust, adicionando-sg a seguir 1 Ml do reagente C~'Dgpois de 19

minutos, leu-se a 529 nm.

Para a preparacio do branco, usou-se § M1 de 3gua desti-

lada em vez de 1 M1 de amostra.

A seguir, obteve-se da equagan a guant idade de arginina
em pg multiplicando-se pelo fator de diluigio, se esta foi efe-

tuada. . .

3.2.2. Métodos Experimentais

3.2.2.1. Preparo dos Farelos de Laboratdrio

Foram usadas senmentes de mamona da variedade Guarani e
ogutra de variedade desconhecida. As sementes Fforam descascadas e
moidas. & extragio do dleo foi feita em aparelho Soxhlet, empra-—

gando-se ébter etilico purificado como solvente. -

Posteriormente os residuos de sementess ja desengordura-—
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dos foram triturados aum liguiditicador, € o farelo resultante
?mi'gaﬁﬁaﬂo em um jogo de peneiras vibratdrias. Foi usado o Faka*
10 gue passou na penai?a'de.i4 mesh € ficou retido ﬁas pengiras
28, 48 e 199 mesh. 0 remansscente, nas peneiras 150 mesh e o fun-

do, foi descartado.

F.2.2.2. Tratamentoa t&rmico ﬁn farelo de mamona para ing

tivagio do fator tdxico.

Anonstras de 2 o de farelo de mamona industrial e de la-
boratorio foram' autoclavadas a 125 20 por 19, 20, 30, .45 e 60 mi-
nutos para inativar a ricina, protelna tdxica do farelo de mamo-

112

3.2.2.3., Extracgio das proteinas soliveis do farslo de

Comanona

.Amcstras de 2_9 do farelo de mamona foram mistufadaﬁ'cam
20 M1 de solugio salina‘?isimlégicaliﬂaCl 8,85%). A agiia#ﬁo da
mistura {foi efetuada hum agitadaf magﬁéticc por 2 hAe a seauir, a
suspensio Fui_FiItradé em papel de filtro comum. O Filtrado foi

-~

entio usado para os testes de avaliagio de toxidex.
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3.2.2.4. Ensaio bioldgico

A& toxider dos farelos de mamona.¥0i avaliada emlgmbaias,
injetando-se por via.intraperitmneé1 extraio aquoso do farelo de
mamona, obtido de acordo com o.ftem 3.3.2.3. ﬁuraﬁte o perindo de
adaptaaﬁo‘§3 dias) e duraﬁte O pér(udé de teste (4 dias) os  ani-
mais foram alimentadusicmm Fagao comercial ¢ agua a vontade mis-
turada com um complexo vitaminico. Foram formados grupos comn 4
animais cada, de acordo com o peso. Durante o ensalo, os animnis
permaneceran em gaiolas individuais. Interpretou-se como Edxicas

aguelas amostras que mataram 0% animais dentro-do periodo de 4

dias (473).
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4. RESULTADOS E DISCUSSOES

4.1. CARACTERIZAGED DOS FARELOS DE MAMONA PREPARADOS NO
LABORATORIO E DOS FARELOS DE MAMONA INDUSTRIALS
4.1.1. Composiglo Centesimal

4 composicgin centesimal dos farelos, determinado segundo

os metodos descritos, @ apresentada na Tabela ? ¢ Tabela 6.

Tabela % — LComposicio Centesimal dos Farelos de Mamona Indusivi-

Aig.
Farelo Industrial

COMPONENTES oo e e e

Fi Fa F3 Fa
Unidade 8,00 10,22 8,06 8,72
Cinzas . i0,01 9,05 13,74 13,55
dleo ' 1,93 1,22 2,77 1,60
Proteina 54,56 39, 44 35,59 43,39
Fibra Bruta , 9,31 14,57 13,55 6,93

Carboidrato® _ 19,49 29,50 26,32 15,90

# Por diferenca.



Tabela 1@ — Composiglo Centesimal dos Farelos de Laboratdrio

RS SBLL AL b Ay e i iy e G ek e T TE STV TR ) S K R 0N (AL LU Al L o v e g ear Yot T S e o R U ULk St b iy o SV PR e St e S, SO Al W v TS a8 e s 4RSS e men 2rv ot ey St o0

. L. E;
Uﬁidade' ' 8,27 ie,3%
Cinza 6,61 9,38
dleo o ®,74 i,92
- Proteina _ | b6, 64 70,06
Fibra Bruta 2,84 _ i,96
Carboidratos ] 14,96 &,33

L AR A Lk S 4ally Sk il i breg et T TR A T P it St S o S T S S AR AR AL UAA U Mol St Mt bk o frmh T Y SO PR S SIS S e . P PO RS AL SO WA i o TR M Ml i Ao, PR U S s ks R S

# Par diferenga.

O farelos industriais Fi;’FE, F3 e F4 procedem de 4 in-
‘ddﬁtrias diferentes. Ao se comparar as tabelaé ? & 1%, obssrvou-
se que os farelos de laborﬁtéric, apresentaram teores méis'baixos
de ?ibra bruta en relagio aos Fareloé induﬁtriaiﬁ, resultado - j&
cesperado, pelo ?éto dos farélos de laboratdrio se ariginarem de
sementes descorticadas. Isso edplica também os teores mais altos

de proteina dos farelos de laboratdrio em relaclo aos farelos in-

dustriais. - . _ -



4.2. EFEITO DO TRATAMENTO TERMICD SOBRE 08 COMPONENTES

DO FARELD

.eram feitas medidas dﬁs atividades dptic%s, fndice de
reFragﬁa e indice de acidez do dleo de mamonza ta&arcial, antgs &
depois dos tratamantaé térmicoa._Esses exper imentos fToram feitos
em sistema modelof wsando dleo de mamona comercial, jd que visa-
vam determinar apenas s& um prolongado tratamegnto térmico causa-
Lrria mudangas acentuédaﬁ, filosicas e/ou auinicas no Sleo de  mamona
fegidual na torta ou farelo tratados, Qe pudessem Serviv como
referéncia de intensidade da tratamento térmico sofrido pelo ma-
terial.

Além disso, determinou—se o teor de sgucares totais,
proteina soluvel é amiﬁaécidas em ampstras de farelo de  mamona
comercial, antes & depois de submet&—laﬁ a tratamento térmico,

objetivando descobrir em gual ou guais componentes do  farelo,

ocarrer bam mudangas significativas.

4.2.1. Efgito do Tratamento Termico sobre a Atividade

‘dptica do dieo de Mamona.

O_élec de mamona £ um dos dleos naturais que skibewm HMa
atividade dptica significativa devido ao é;ido ricinuléico, que
ocorre em alta proporgio neste dleo, cerca de 90% (8). O dcido &

similar ao acido oleico, exceto por apresentar um grupo hidroxila
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Tigado ao carbono 12 {(i2-~hidroxi-9-octadecendico? tornands  este

carbono assimnetrico.

Mediu~se a atividade dptica do dleo de mamona antes e

depois do tratamento térmico, a virios comprimentos de onda. 0Os

resgitados fYoram transcritos na Tabela ii.

Tabela 14 - Efgito do Tratamento Térmico sohre a Atividade dptica

do oleo de Mamona

Comprimento Farelo de Mamona - Farelo de Hamona

de onda {(nm) sem tratamento tratado a 125 2C/1 h

3463 59,6202 5,310z
4005 ¢, 2252 8,875
436 B,030:= 7,758
544 5,070 4,910¢

Foi ocbservad=a uma'pequena mudanga nos fndices de ativi-
dade éﬁfiga do 4leo de mamona apds'tratamentu.térmico em rvelagio
ao dleo nfo trataaa, indicando que a configuraglo da “Eadeia. do.
dcido ricinoleico ndo foi marcantementé afetada pelo tratamnernto
térmico sofrido. A pequehé vakiécﬁa coﬂstatada nio serve de refe-

rencial para & intensidade de tratamento térmico sofrido pela
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anonstiraa

4.,2.2. Efeito do Tratamento Térmico sobr
Refragio do dleo de Mamona
A lettura foi feita a 21 2C com luz natural.

dos obtidos est80 na Tabela 1i2.

i
O

Os resulta~

Tabela 12 -~ Indice de Refraglio do dleo de Mamona Antes & Depois

da Tratamento Térmico a 128 2075 h,

‘dleo Antes do glen Depois do

Tratamento Térmico Tratamento Térmico

0 'indice de refragho de um Sleo aumenta com O comprimen-—

to da cadein e com o grau de insaturacio dos Acidos graxos cons-

tituintes dos triacilglicerdis (08).

A auséneia de variaglSo do indice de refragio do dleo de

mamona apds o tratamento, revelou que o tratamento térmico foli

insuficiente para causar nudan¢gas na estrutura quimica dos acidos

“graxos do Sleo de mamona. Portanto, o indice de refragio nBo & um

parametro adequado para avaliar o efeito do tratamento térmico.
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4.2.3. Efeito do Tratamento Térmico sobre o Indice de

Acidez do dleo de Mamona

Sob condigides apropriadas, os triacilglicerdis sBo hi-
drolisados = dcidos graxos livres & ¢ sabido que um dos fatores
gue acelera a velocidade de hidrdlise &€ o aumento da temperatura

W

(98). A andlise do (ndice de acider permite avaliar a ocorvéncia

e a intensidade da hidrdlise depois de um tratamento térmico.

0 Sleo de mamona foi analisado quanto ao ndice de aci-
dew, antes & depois do tratamento térmico sfetuado a 1295 2C/1  h.
Os valarss encontrados estio na Tabela 13.

Tabela 13 - rndice de Acidez do dleo de Mamona éntes e Depois do

Tratamento térmico a 125 2C/1 h.

dleo de Mamona dleo de Mamona

sem tratamento S tratado a 125 2C/4 h
rndice de Acidex
/ mg de KOH i,62 1,81

\Q de amostra
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o ﬁndice de acider do dleo de mamona, apds o tratamento
a 125 2C/4 h, aumeﬁtau Ievemgnte.em relagao ao nEo tratado, indi-
rando haver ocorrido, em peguena extensfo, hidrdlise do dleo de
mamona. Contudo, & variagao foi q0n$idﬁraéa incipiente para infe-

rir intensidade de tratamento térmico sofrido pela amostra.

4.0.4. Efecito do Tratamento Térmico Sohre o Teor de Agi-

cares Totais do Farelo de Mamona.

ds amnostras do farelo de mamona foram tratadas em auto~-
clave a 125 2C/3 h, tratamento termico bastante prolongado, obje-
tivando assim detectar qualquer mudanga significaiiva no teor de

aciicares totais apds o tratamento. s dados abtidos Ffaram 1isba-

dos na Tabela i4.

Tabela 14 - Teor de églicares Totais do Farelo de Mamona fintes &

Depoiz do Tratamento Térmico a 125 2C/3 h.

Farelo de Mamona Farelo de Mamona
ndo tratado -~ tratado a 125 ¢C/3 h
Agticares Totais

my glucose 73,9 _ _ _ 73,8

i@ g amostra
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As andlises efetuadas nos farelos de mamona, antes e de-—
pois do tratamento térmico, mostraram nho terr ocorrido  nenhuma
variagao do teor de acdcareé tmtais.avidenciaﬁdm Qua a teméeratuw
ra e o tempo Faraﬁ insuficientes para promover degradagies que se
reflet issem nos resultaﬁms,‘sehdo purfanﬁu inadgquado' o uso  de
aglicar camd par&metrm para avaliar aleFeita do ératamantn férmi‘

CHw

4.2.5. Efeito do Tratanents térmico Sobre o Teor de Pro—

teina Solidvel do Farelo de Mamobz.

Ads amostras do farelo de mamona fora autoclavadas a 129
eC/3 h e a protefna extraida segundo 2.2.2.3.. 0 teor de proteina
soldvel foi medido nas amostras de farélo tratadas & nas aaosbras
sem tratamento té%mico, pelo metodo de Biurgto. (s resultados es-

ti3o na Tabela 15.

Tabela 15 - Proteina Solidvel do Farelo de Mamona aAntes e Depois

do Tratamento Térmico a 125 £C/3 h.

Farelo de Mamona Farelo de Mamona
ndo tratado tratado a 125 2C/73h
Teor de Proteina -
Soldvel (mg/M1y . 8,84 1,83



Os resultados mostraram uma significativa redugfo do
teor de proteina solivel do farelo de mamona apnhs o tratamento
Ctérmico, devido & dagnaturaﬁﬁd das proteinas termoldbeis, entre
as quais a ricina, responsavel pela atividade tdxica do farelo de
manana. s dada% ¢ghtidos pa%eceram_indicar ser 0 teor de prmtgfﬂa
soluvel um bom pardmetro para ser correlacionado com 2 intensida-
ﬁe do tratamento térmico & com a atividade tdxica do farelo de
HRMONA .

Tendo em vista a utilizagio do teor de proteina solivel
€O parémgtfﬂ quimico, .indicativo da»degtuxififacﬁm térmica do
farelo de mamona, mediu-se o teor de proteina ﬁaldvel.dgs farelos
de mamona preparados no laboratdrio tratados a 129 ¢C a  interva-

1os de tenpo menores, ou seja, 10, 20, 38, 4% & 48 minubos,

g reguléadas da Tabela‘lé e s Fige 6 indicam uma varia-
¢%0 significativa no teor de proteina soldvel do farelo de mamonz
tratado termicamenteve o farelo qué nio sofreu nenhum tipo  de
ctratamento, mostrando ter havido uma intensa desnaturago prokdi~-
ca pelo uso do calor. Jd quando se compara os Farelos tratados
por 10, 20, 30, 4% £ 40 minutos, 0 que se observa € uma variagho
muito pequena do teor dE'prote{na soldvel, evidenciando que =z
GUASE tmtalidadé da insolubilizacBo das proteinas termoldbeis do

farelo de mamonza ocorreuw nos 10 minutos iniciais de tratamento

térmico.
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Tabela 14 = Proteina Soliuvel dos Farelos de Mamona Preparados
em Laboratdrio Antes & Depois do Tratamento Teér-
mico a 1d9 =2C.

At ——— o — " f—n o WS WV ST Wor TS FERY WA Y P RS TS S YT TR PPRT TR WG MY VTTE TS FTRS THER FIRE TR =PV RY PPR PhrE e e ANt RS SPNT TEPP FONS SPUR PR TN SVRN R AN THSS et W S S e i T e R A

Tempo de Tratamento Teor de Proteina

Térmico (min) Solivel (ma /M1
& 24,9
_ 19 2,7
Farelo FL - Y o | 2,6
3¢ 2,9
45 2,4
& 2.3
l @ 23,9
10 3,1
Farelo G ‘ 2o | - 2,4
39 2,3
45 2,3
&0 2,3

OQutro dado fornecido pelos resultados da Tabela 16 & que.
o Farelo Fl. @ o Farelo G possuem teores de proteina solivel dife-
rentes. Como o Farelo FL e o Farelo 6§ provém de variedades dife-

rentes de mamona, os resultados mostram que o teor de proteipa
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solivel depende da wvariedade utilizada. Alem disso, o ¥fato do oca-
lor afetar outras proteinias termossensiveis além dn  ricina, fax
com que o decréscing de prdte{na-ﬁmldvel do farelo n3ag signifiaue
necessay ianente destoxificagio do farelo de mémmna;

Tocdas essés_cmnsideracﬁes levam = amﬁtluﬁﬁa de_ que 0
teor de proteina soldvel nfo ¢ um parimetro adeﬁuadu para - detec—

tar toxider residual em farelos de mamona tratados termicamente.
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mg prot/‘

— s, s anirs s s .Fa'felo G

e Farelo FL

.-

10 20 30 40 50 60 . min,

Figura 6 - Variac%o do Teor de Proteina Solivel Durante & Trata-

mento Térmico a 125 =2C no Extrato Proteico do Farelo

de Mamona.
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4.2.46. Efeito do Tratamento Térmico Sobre os Aminoacidos

do Extrato Protéica do Farelo de Mamonza.

amostras do farslo dé maména‘FL foram tratadas sm %uto~
cliave 3.125 20 por 10, 20 e 30 minutos e feita a extragio da pro-
teina soldvel como em 3.2.2.3.. As andlises do téur de aminodoi-
dos foram realizadas ém analisador de aminoacidos Beckman 11%9-CL,
como explicado em 3.2.1.11. & os resultados expressos em g de

aminoacidosié g nitrmgén?a, na Tabhela 17.
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Tabela 417 - Teor de Amninodcidas do Extrata Proteico do Farelo de

Mamona Antes e Depois do Tratamento Térmico.

. i o o 1 St qod arh vius b vt ot borh vheh hebh SN A VAR WS U S BANS SARR RARR SR AR YD M AT PR AL AJA SAL S WAL AR Wk LA ESS. LGN AN A W TS SN S JeGN TN B RA SRR PR A i vk e e e ma air nere

?arelu de Mamona Tratado a 128 28

e o e S S IR oy e EH. TS PR b e R W A e T ek A W G S LS S B SR AR 4 RS NS AT RS SR VUV SUAA A S H e e e S resn Seve Mhee ses vt ey Tem

Sem Tratamen-—- 1¢ - 28 358
to Térmico min min : win-
Ac. aspartico 7.75 ‘8,03 4,72 8,24
Treonina ' 3,13 1.47 1,82 1,4%
Serina 5,81 4,%@ 5,846 5,99
Ac . Blut&mico 25,467 29,38 30,75 28, 63
Prolina 3,15 7,80 - 9,68 2,68
Blicina 4,37 4,02 3,58 4,25
Alanina 4,02 2,35 3,06 2,94
172 Cistina 3,34 6,32 - 3,96 1,50
Yalina 4,24 2,79 3,43 2,54
HMetionina 1,54 . 1.@3 1,09 &,97
Isoleucina 4,97 . 4,89 4,80 2,5
Leucina . 6,73 3,47 3,51 3,49
C Tirosina 3,27 2,37 2,33 2,43
'Fénila}anina 3,45 1,17 1,17 1,65
Histidina 1,47 1,64 19 1,12
Lisina 4,04 6,15 4,462 5,99
Arginina 12,98 16,37 16,42 19,92

. .. v neae Tife e b Fe S S GA0E VRO S A A SO Y. W S T Pl VTR TAe M TR R Rre bk e b ik S0 LS LS S AR SRS MLLL A SRS RGE SN AT S0 M S S Mk PO S TS O AN TS W TRV O AP YIS TS eee e b by
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ﬂa.resultadwﬁ indicaram que com o aumento do tewmpo de
tratamento &érmica; o teor de arginina aumentou (Figura 7). Tal
resultado deve ser decorrente dardaﬁnaturacﬁo gda vicina, proteina
ternolabil qiie contem cerca de 11% de arginina (727, enquanto que
o 0B=14, o components alergénico, estiavel =ao calor, apresenta
cerca de 26% de arginina em sua.cam#mﬁicﬁa (1311, ﬁssim,ré de su-
POF que Com 0 aumento.da intensidadeg am tratamento térmico e @
consequente desnaturagio das proteinas sensiveis ao calor, a com-
posigio protdica soldvel d0‘¥argin de mamnonz muada para uma mistu-
ra de proteinas com um teor mais elevado dg arginina, isto £, O
HMA COMPOSICHRD mais rica em EB—IQ{ gue segundo Gardner et aliid
(4?5 ad & destruida por calor seco a 205 =C/12%5 min.

0s dados da*Tabala 17 & o grafico da Figura 7 mosteoam
que houve um aum@ntu significativo da teor de srginina  quandao o
farelo foi tratadé a 123 2C/1@ min & que praticémente'lnﬁm houve
mudanca quando esse periodo de tratamento térmico Ffoi estendido
para 20 min. Jd guando esse tratamento a.125 . Foi prolongado
para 39 min, houve um aumento'%cantuado do teor de marginina. Es-—
SE% resultados nos ?azeﬁ sUpPOr ﬁua um Eratamento térmiﬁu a 125

2C/19 min no farelo de mamona produz praticamente o mesmo efeito

que a 125 20/2¢ min.

Guanto aos outros aminodcidos, nenhum deles apresentou
tendéncia de aumento significativo e constante com o sumento da

intensidade do tratamento térmico a que Toi ﬁubmétido o farelo de

MAMONA .

7



Portanto, a evolugio do teor de arginina no extrato pro-
teéico do farelo de mamona pode ser um bom parimetro quimico para -
detectar a toxider em farelo tratado termicamente.
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1071

!

10 20 ’ 30 min

o

Figura 7 — Variagio do Teor de Arginina Durante o Tratamento Tér-

mico & 120 2C no Exbtrato Proteico do Farelo de Mamona.
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4.3. EFEITO DO TRATAMENTO TeRMICO NA TOXIDEZ DOS FARELDS

A alta towidez do Ffarelo de mamona € devido & ricina,
uma protefna que pode ser inatiQada pelo calor. E de éxtrema i
portancia conhecef -5 ;UﬁdiGGEﬁ exatas de tratamento térmica ERTR
ficientes para inativar a proteina téwica, J& que, apesar de
existirem varios outros métodos de daaiaxificaaﬁo, a aplicécﬁa
pratica se limita ao tratamenta térmico. Além disso, € de grande
iﬂtQFEﬁﬁﬁ constatar se hd o mesno grau de  towidez nos fFarelos

preparados a partir de variedades diferentes.

8 tovidez dos TFarelos industriais e dos farelos prepara-
dos po laboratdrio foi avaliada por €nsaios €m porquinhos da in-

T

dia ou cobalas.

0 experimento visou primeirameﬁte descobrir a dose mini~-
‘ma de proteina extraivel gue datasses uma cobaia de 2592 g em 4
qias, inietadsa intraperitnhealménte, para cada extrato  protéico
de farelo. Foram usados 4 animais para cada teéte(34), A tabela
ig8 mostra os reau}tados, paraA¥araia§ de mamona que nio foram

‘submetidos a tratamento térmico, eMpressos em po/9 peso COrporal .

Tabeln 48 - Dose Minima de Proteina Extraivel de Fareld de Mamona
gem Tratamento Térmico, injetada intraperitonealmen=—
te, suficiente para causar a morte do animal em 4 di—

ag (DLM).



.....--.---...._‘_.-um.—__......-...-.....-_a-.-..---—.—,..-.--—._....--u--.n—._‘—n.‘.uu—_-n—m---.um_——..-...—-m..._-—u.........—...-.-.-.....m.__.._.....

Farelo de . Dose Minima de Proteina . Efeito nos Aninais

Mamon: Extraivel Injetada (pgf (4 dias de obhser-
g peso corporal) _ ' vagdo) (¢} (d?
G (=) 19,9 ' 4 mortes /7 1 dia

FL {(a) 15,0 3 mortes / 4 dia g

i morte /7 2 dias

M«w_u--m“n—_——_n.mn.ﬂﬂ.-———l‘.-—w—#—nu——_—-‘-m—u—l“uu—-—mmmw-ﬁ“dﬂ.‘—-—_ﬁ”mm—“uuﬂuu-m”w"“ﬂqu

Fi (b} 18,9 4 mortes / L dia
T tee  wortes /8 sins
T e wortes £ 1 dia

{a) Farelo de Laboratéréo.

(b} Farelo de Origem Cqmer;ialn

() Foram usados 4 animais para cadﬁ teste.

() Qlém dos 4 dias de obsevvacﬁd validos para o teste, as ani-
maiﬁ foram observados por mais 1 semana, mantendo-se 0% re-

-

msultadug obtidos.
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£ oportunc esclarecer que, na inddastria, o farelo sofre.
primeiramente extragHo em “expeller’, processo que implica  em
elevacRo substancial da temperatura (192 =0 e, ew %eguid#, Ex-
bragio com hexana (69 Eﬂ} (62), enquanto aue na preparacxo do fa-
relo de labmratéria, o material streu somente o agmaﬁtmlde tem—
peratura resultante da extracﬁﬁ com €ter etflicmgiPE = 37 20l
Assim, era.esperadm qﬁe os farelos de laboratdrio apresentassemn
toxidez supérimr ou igual ao dos farelos industriais, ja que al-
guns auntores (80, 93 e ?25) tém afirmado que a daésnlventizacﬁu
- dos Farelos extraldos por solvente promove a destoxificacio total
da ricina, engquanto dutru% trabalhos (49) tém revelade gque tals
farelos apresantaraﬁ, sem excegao, alta tmxidﬁz. Os resuiﬁadog
obtidos neste superimgnto confirmam esea iltima assertiva.
ComparaRQOwse os fTarelos preparados no laboratdrio G &
FL, de variedades diferentes, notou—se que a dose letal minima de
proteina extraivel do farelo FL foi maior gue a do farelo G, re-
velando ‘que o farelo FL possui atividade tdwica wmenor  gue a do
tfarelo G. Tais FESultadbﬁ confirman que é towider do farelo de-
pende da variedade da semente de mamona utilizada para o seu pre-

PRFQG.

Jd os farelos Fi, F2, F3 e F4, apesar de sofrerem um
tratamento térmico, inerente ao S$EU Preparo, denonstrafam sem -
ceclio ainda possuir atividade tduica residual. Tais resultados

demonstram que @ necessario um tratamento wais drastico que torne

os farelos industriais indcuos. interessante ressaltar que o

g4



cfareln F2 apresentod towider ligeiramentes inferior guando compa-
rado com os outros farelos industriais, ewpresso pela maior demo-
ra na morte das cobaias. Este dado &€ bastante interessante, gquan-—

do se sabe gue o farelo F2 & vendido comercialmente como atduico,

fato gasse conbrario aos nossos resultados que demonstram  gue o

¢
H

farelo & portador de sensivel toxides.

Todos os ?arelos; tanto dg industriais como os de labo-
ratario, foram autoclavados a 123 80 por tempos variados sua
tuxédeﬁ avaliada por énsaios em cobaias. 0 objstivo foi correla-
éimnar o tempo de tratamento térmicﬁ com A tamideﬁ e degcmhrir‘_ﬂ
tempo necessario & temperatura de 1259 20, para promover a comple-
ta destoxiticagio do farelo de mamona. A morte das  cobaias  num
_pEr{de de 4 dias foli m> parimetro cmﬁaééarada‘ PR indicar &
amostra como. bdiica (39). Os resultados obtidos estfo na  Tabela

19.



Tabela 19 - Avaliaglo da Toxidez do Farelo de Mamona, Autoclave-
dos a 125 =2C, em cobaias, por via intraperitoneal.
Farelo Tempo de Dose de Proteina Efeito nos
de antoclava Extraivel Inje- animais {4
Mamoni gem a 125 tada (pg/g peso ‘dias de obsetr
2C (mind corporal) vagRo) (&)
Farelo de Labora— i@ 15 sobreviveramn
ario Variedade 2@ i5 sabreviveram
Guarani 38 15 aobraviveram
Farelo de Labora-— 19 2@ sobreviveram
tdario Variedade 20 20 sobreviveram
Fi. 39 20 sobreviveram
Farelo i@ 15 sobreviveramn
Trndustrial 28 i3 sohreviveram
-
Fi ‘39 L5 sabreviveran

g6



Farelo i ' : 1% sobreviveran

Industrial : "nfm;;”""”#—ﬂf“*“#“u“;;m“"“ uuuuuuu ;;;:;;:;;;;;”
-

‘ 24 sobreviveram
et e as sobreviveran
tasteist @ 45 scbreviverss
s s s sebreviversn
s 45 sebreviveram
" s . s sobreviveran

{a) Os animais foram observados por mais uma semana, além dos 4

dias validos para‘m teste. Os resultados foram mantidos.

-
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- Foram usadas doses maiores (290 g de proteinalg peso cor-
poral) para o farelo de laboratério FL, em relagio ao +arelo de
laboratdrio Guarani, por zste primeiro possuir atividade todxica

menonr do que o dltimo.

De acordo com os resultados obtidos, o tratamento efe-
tuado a 125 20710 min foi suficiente para inativar o fator tdxico
dos fTarelos de mamona, sejam eles os de laboratdrio ou  indus-

triais.

Tabela 20 - Tratamento Térmico de Inativagio do Fator Tdwico do

Fareleo de Mamona.

ﬁutoclavagem
Kodras (&9 ' 125 2C/415 min
Funatsy et alii (44) C 125 2C/45 min

Portanto, ao se comparar os resultados obtidos com os
obtidos por outros autores, como mostra a Tabela 20, vé-se que
ele ¢ bastante similar ao obtido por Kodras (69) e Funatsu et

alii (48).

Cabe aqui uma observagBo de gue em nosso experimento nlo

1!



foi cmmbutaﬂé o tempo necegsétiq para 0 aquecimento - da  autoclave
ne tempﬁ de trataméntm térm{ca, brem gﬁmoifmi d&ﬁprézadan-m tempo
de resfriamento du equipam?ntm,'pnis eatékdiapunha dé camisa de
arre¥écimentu'cum ééua'cir;ulante, CphL e pﬁﬁpQV&iaﬁaQa i pdEpido

restrianento do conjunto.

4.4, DETERﬁIﬂﬁGEO RO TEGR‘DE,?RDTEfNQ SOLUVEL PELD TESTE

"DE BIURETO

QQﬂtFE;GE muitos'méfodaﬁ usados para determinar a  guan-
tidade de proteina em aiimenﬁug, nfio ha nenhbum gue  seja  welhoer
Lo mnig aatim?atérié que o oubro. & escolha do métudm.depaﬁd@ cha

natureza da proteina testada, da natureza de outros componentes

presentes nza amostra, da rapidez, acuracidade e sensibilidade de-

sejada no ensaio (71).

Para se quantificar proteina emlﬁolugﬁa, os méfoﬁns'_cow
lorimétricos mais frequentemente ‘utilizados s%o o método de
Léwrs(ae) e o teste de Biureto(73). O teste de Biureto trabalha
com amostras na faixa de mg de pfutefﬂa, tendo pmrtahto.uha sEn-
%ibiliﬁade bastante baixa, apasar'de exibir alta precisio. Ja o
método de Lowry, cerca de 50 a 109 VEZES mais ﬁenﬁ{vel/qua-m tes—
te de Biureto, detecta pg de proteina, raqueregdd'pnrtantc egﬁec~

Ctrofotdmetro mais sofisticado. Pelo tamanho da ?mm%tra ybtilizada

em nossos experimentos, o meétodo de Biureto € o wnais adeqguado

a9



'pois.ge 0Pté$ﬁ€NQ§ pelo método de iowry, teriamos de farer ugm de
dilnitﬁeﬁ. O que aﬁmentaria em mlito o érrp aﬁperimEﬂtal. filém
disso, a neceﬁﬁidadg de um ﬁétpdo-qu{mico sim}les, rapido é hara~.
to para ser utiiizadmlné indiistria, faz do teste de'Biureté a op-

¢80 mais conveniente pela sux alta precisBo e fdcil execucEo.

!
H

4.5. DETERMINACAD DE ARGININA COM O METODO DE SAKAGUCHI

(89) MODIFICADO

-

Para testar a validade de substituigio do 2,4-digloro
cad-naftol pelo «-naftol, no método de Smikaguchi adaptado, comearon-
s o8 resultados ohtidos com valores de literatura para goroenta-

gem de arginina em Caseina.

Tabela 21 - Comparacio do teor de arginina em caseina pelo meétodo
de Sakaguchi(89) adﬁbtadm com valores de literatura,

A 445 o e RO T T A T P Prp Hnn YR pae b e e ek (8 AR oAt RO N SrmR TR EPT SR T P PP M Amin e e ot bk W L WAk AARA LALLM LIRS M T T WS FYRE PANE AP e e At S Tk e et e s e bk bt WA A L

JLiteratura : Sakaguthi modi ficado

Caseina Ca,0(59); 3,9¢54 e 89 3,9

Fe



Comparando-se o teor de arginina em caseina  determinado
pelo método de Sakaguchi(89) adaptadn, notou—se que ele coincide

perfeitamentecom os valores de literatura.

4.6. METODO QUIMICO PARA DETECCHED DE TOXIDEZ EM FARELD

DE MAMONA

Como j4 foi dito anteriormente, dos véri&s metodos  co-
nhecidos de deétuxi?icamﬁm do farelo de maména, somente o trata-
mento térmi;c encontra aplicaglo priatica. Como os dados obtidos
anterinrm@ﬁte neste trabalho indicam, o tratamento térmico aietou
mais 5iﬁﬂi?iaativémente o teor de proteina solivel dantr&.ma Com-

ponentes do farelo de mAMONa € en partitular,.o teor de arginina
dessas prcteinaé solﬁveia.-ﬁssim,'noa parecely que a relasgio teor
dE‘argin?na/teur de proteina ﬁoldQeI, evpressa cono S/468 (Saka-
guchi/Biuretn) ou porcentagem de'argihéna, seria um bom parﬁmetrc
para avaliar se o farelo de mamona, apﬁﬁ tratamento térmica, foi

ol nEo destoxificado. : '

A Tabela 22 lista esses resultados, relacionando~-os com

‘a towidez residual do farelo € o tempo de tratamento térmico.
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Tahela =2

mn ot M i v e

Loy bt VA o e ok odbe it ST F

Farelo de
Labmrafd—
rio FL
(66, 4%
proteina
ﬁjeldahl,

N = 6,29

I Gt o oo vark W S T e T

Farelo de
Laboratd-
rio D

(70, e5%

- AvalizgSo por método auimico da toxidez de farelos de
mamona de varias origens, autoclavados a 123 20 por

temnpos diversos através da relaglo 5/108.

Mumm——-u-m.—'1‘h"un-ﬂp&u_—vm*ﬂuv—m*du“_‘.m‘qﬁn-ﬂﬂ_mm-‘—gﬂummm.‘n—““-ﬂnm-——-&w“mm

Tempo de au- Proteina  Teor de Ar—  8/10B  Toni-
toclavagen a Solivel : ginina - deﬁ
125 eC{min) (mg /M1 2% : (pg!ﬁl)* |
| Biureto Sakaguchi

o e e sme -
w e o wa -
o T e e Caea -
T e e e e
C TTITTTITTTTT
o e TTas wa -
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“proteina

S e v s S o — . $PY Yoty N O D ARG ot i o M i o ek s S ik S b bk SR ok T PERE P man. e A Ak WS A A b

Kieldahl, 3¢ 2,3 454 12,7 -
N = 4,25 e e o e e e e e e s e e o e e et e e e e e o et e e e e o 7 7t e et e e e
45 2,3 448 26,3 -
&HB 2,3 4485 29,2 -
Farelo Fi @ 9,1 4914 ?,6 +
O TG e e e et v st e e o 2 e e s e e e e e S e e e o . s . s o
_proteina 19 2,7 349 13,7 -
el da b L e e i o e ot e e e o e e s . v . . o e o e . 2 o o
N o= &,25) 30 1,9 264 14,¢ -
Farelo F2 @ 3,7 415 11,2 +
{329, 44% e e e e e e et v e s o e i s e e et i 200 e e e
proteina io 2,9 2466 13,3 -
K 8 B ] e e e e e e o s o v 2 e 0 ot A 1 e e B e S S P . S o S . S o P
Farelo F3 o 7,5 6518 8,2 +
(43,30% e e e e e e o e e e
proteina ] 2.4 312 13,0 -
= - X S U
N = 6,25) 30 2,0 268 i3,4 -
Farelo F4 9] 7.7 638 8,3 +
(35, 59% i



‘proteina i@ 2,2 295 13,4 -
Kielldahl, e e e i e

N o= 6,25 3¢ | {,8 266 14,8 -

(#) Média de 1@ resultados.

Pelos resultados obtidos, pmde—ﬁe observar Que raiacﬁm
Sakaguchi/Biureto, auﬁeﬁta caom o tempo de tratamento teérmico. Pa-
S FR 0 tempo‘de i miﬁutuﬁ, tempo‘de tratanento NECESSArIo  para A
destonificagio, os valores de Sakaguchi padi?iﬁadm/Biuratu varia-
ram de 13,8 a'i4,a. Portanﬁo, para oS ?areimﬁ‘analisados, pode-ag

inferir que valores de B/7108 ¥ 7 indicam farelo destowificado.

Para o0s %arelbs destoxificados, o teor de protena aolld-
vel ficou em torno de 2 & éx, mesno que o farelo tdxico tivesse
cerca de 254 de pruté{na soliivel como nos farelos cobtidos ewm la~
boratdrio ou cerca de 5% como hos farelos de origem industrial.
Isso parece corroborar ﬁara que A ﬁutmcfaQagem por 19 mihutog
seja um tratameﬁto térmico suficientemente intenso para desnabtu-
rar as p;mteanas termoladbeis, inativando completamente a proteina

tdxica.

24



5. CONCLUSBES

5.i. O tratamento térmico inerente ao processamento de
semente de mamona por extraclo industrial do dleo nRo & suficien-

te para produzir um restdun destoxdificado.

5.2, A autoclavagem a 12% 2C por 10 wminutos dos farelos
de mamona testados, provou ser um tratamento tdrmico suficiente

para inativar a protewna tdxica ricina.

mLA. A towxidem do farelo dépande da var tedade de ssnmenie
de mamona utilizada no seu preparo bem Como do processo de obten-

30 do mesmo.

5 4. D teor de arginina na protgina soliivel do farelio de
mamona aumenta com & intensidade do tratamento térmico. Tal re-
sultado parece indicar ser a estimacio do teor de arginina um bom

paramebro para avaliagho da toxider dos farelos de mamona.

5.5, Para os farelos de mamona estudados, a relagio Sa—

kaguchi/Biureto (57108 » 13 parece indicar 4que o farelo esta

plenanente destoxificado.
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