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Introducéo

A extracdo das proteinas é um processo onde
ocorre a quebra das ligacdes quimicas entre os
compostos a serem analisados e os interferentes, a
eliminacdo dos interferentes e a prevencdo da
reagregacdo secundéaria dos analitos durante o
processo de separagdo. A extracdo geralmente é
feita em um tampé&o contendo surfactantes, agentes
redutores e inibidores de proteasesl. Entretanto,
modificagdes na composicdo do tampdo ou no
método utilizado para remover os interferentes sado
estratégias utilizadas para melhorar o preparo da
amostra. Neste trabalho, dois métodos de extracao
de proteinas de soja foram testados de modo a
avaliar o0 método mais adequado para os estudos
metaldémicos, ou seja, aquele que apresentar uma
maior preservacao da ligacdo metal-proteina.

Resultados e Discussao

No primeiro método de extragdo das proteinas de
soja (Método A) a remogdo dos intereferentes foi
feita com o uso de hexano e o tampdao de extracao
consistia em uma solu¢do de 0,03 mol L de Tris-
HCI (pH 8,0) e 0,01 mol L' de b-mercaptoetanol. No
segundo (Método B) a remocéao dos interferentes foi
feita com o uso de éter de petréleo e o tampédo de
extracdo consistia em uma solucdo de 50 mmol Lt
de Tris-HCI (pH 8,8), 1,5 mmol L' de KCI, 10 mmol
L™! de DTT, 1,0 mmol L* de PMSF e 0,1% (m/v) de
SDS. A quantificacdo das proteinas extraidas foi
feita com o uso do método de Bradford e o Método
B apresentou uma maior concentragdo de proteinas.
A Fig. 1 mostra o perfil de massa molar das
proteinas extraidas pelos dois métodos. As bandas
de proteinas foram recortadas do gel, secas em
estufa a 40°C por 5h, e seus metais foram
determinados qualitativamente por SR-XRF. Os
metais encontrados nas bandas foram o Ca, Co, Cr,
Cu, Fe, K, Mn, Ni, e Zn. De acordo com a Fig. 2,
nota-se que nas bandas de proteinas extraidas pelo
Método B, mais ions metdlicos foram detectados. A
seguir, estas bandas de proteinas foram
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decompostas por meio da combustdo assistida por
microondas em sistema fechado e os metais Al, Ba,
Ca, Cu, K, Mg, Mn, Na e Zn, foram quantificados por
ICP OES e ICP-MS. Concordando com o0s
resultados obtidos por SR-XRF (Fig. 2), as bandas
contendo proteinas extraidas pelo Método B
apresentaram, em sua maioria, uma concentracéo
mais elevada de metais.
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Fig. 1. Eletroferograma de proteinas de soja.
Colunas: (a) padrdo protéico; proteinas extraidas
pelo Método B, sendo aplicados (b) 41, (c) 23, (d)
12 e (e) 8 ug de proteina; proteinas extraidas pelo
Método A, sendo aplicados (f) 10, (g) 5 e (h) 3 pug.
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Fig. 2. Espectro de SR-XRF para a banda de
metaloproteinas de MM 31,5 kDa, comparando-se
os dois métodos de extracdo testados.

Conclusdes |

A partir dos dados qualitativos (SR-XRF) e
guantitativos (ICP OES e ICP-MS) obtidos, &
possivel concluir que o Método B é o0 mais
adequado para a extracdo das metaloproteinas de
soja, pelo fato de que a preservacao das ligacbes
metal-proteina é mais eficiente.
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