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RESUMO

Moringa oleiferaé uma planta tropical com grande importancia ecoce e de usos
industriais e medicinais. Diferentes partes da tplaséo aplicadas e o extrato de
sementes é comumente usado na purificacdo de agaac@nsumo humano. Lectinas
sao proteinas ou glicoproteinas de origem néo-imueese ligam bioespecificamente a
carboidratos, com capacidade de aglutinar céluadodma reversivel; extracdo e
purificacdo dessas biomoléculas permite sua aglicap ambito biotecnolégico. O
objetivo deste trabalho foi investigar a atividdsanaglutinante (AH) em extratos de
diferentes tecidos dil. oleifera purificar e caracterizar uma lectina de semeobes
propriedades coagulantes (cMoL). AH foi detectaudaegtratos salinos (NaCl 0,15 M)
de flores e raques da inflorescéncia (5 %, p/vhesges, folhas e tecido fundamental do
tronco e casca do tronco (10 %, p/v). cMoL isolapés extracdo salina e cromatografia
em gel de guar foi ativa na faixa de pH de 4 a&fnoestavel a 100 °C durante 7 h e
aglutinou eritrécitos de coelho e humanos. AH ddsagos dos tecidos e de cMoL foi
inibida por carboidratos; azocaseina e asialofatuéiboliram a AH de cMoL.
Eletroforese em gel de poliacrilamida em condi¢céedutoras revelou uma banda
polipeptidica principal de 26.5 kDa; cMoL nativa@a proteina basica e foi purificada
como uma unica banda. A verificacdo da propriedadagulante foi realizada
utilizando-se uma suspensao de caolin em agua/l) @ deitura espectrofotométrica de
absorbancia a 500 nm. Preparacbes de sementes k aptesentaram atividade
coagulante similar ao sulfato de aluminio, o coagid sintético mais utilizado no
tratamento da agua em todo o mundo; apds o aquettinte cMoL ndo foram
observadas diferencas significativas na coagula&do. concluséo, lectinas estéo
presentes em diferentes tecidosMeoleiferg preparacfes lectinicas de sementes e

cMoL podem ser aplicadas no tratamento de aguacpasumo humano.

Palavras-chaves: Moringa oleiferg atividade hemaglutinante, lectina, atividade
coagulante.



ABSTRACT

Moringa oleiferais a tropical plant of great economic importanceth \weveral industrial
and medicinal applications. Many parts of the plarg used and the seed extract is
commonly employed for water purification to humamsumption. Lectins are proteins
or glycoproteins of nonimmune origin, which bindlmahydrates bioespecifically with
agglutinant cell capacity of a reversible way; agtion and purification of
biomolecules allow its application within biotechogy. The aim of this work was to
investigate hemagglutinating activity (HA) in dratt M. oleifera tissue extracts, to
purify and characterize a new seed lectin with otag properties (cMoL). HA was
detected in 0.15 M NaCl extracts from flowers aadhis inflorescence (5%, w/v),
seeds, leaves, fundamental tissue of stem and diegdm(10%, w/v). cMoL isolated
after saline extraction and guar gel column chroagratphy was active at pH range 4.0—
9.0, thermostable at 100 °C during 7 h and aggiteith erythrocytes from rabbit and
human blood types. Extracts of tissues and cMolvidies were carbohydrate inhibited;
azocasein and asialofetuin abolished cMoL HA. Roljamide gel electrophoresis
under reduced conditions revealed a main polypepiehd of 26.5 kDa; native basic
cMoL was purified as a unique band. The evaluatdbncoagulant property was
performed through a kaolin suspension in waterg/L) and absorbance was measured
at 500 nm using a spectrophotometer. Seed lecepapations and cMoL showed
coagulant activity similar to aluminium sulphatee tmost common synthetic coagulant
used in water treatment all over the world; afteating cMoL showed no significant
differences in coagulation. In conclusion, lectare present in different tissues Mf
oleifera preparation of seed lectins and cMoL can be edpin water treatment for

human consumption.

Palavras-chaves: Moringa oleifera hemagglutinating activity, lectin, coagulant
activity.
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1. INTRODUCAO
1.1 Lectinas
1.1.1 Breve histoérico

O primeiro relato sobre lectinas foi descrito pa&td? Herman Stillmark em
1888, a partir de uma preparagdo protéica parciabnpurificada, obtida dRicinus
communis(mamona), a qual denominou ricina; a preparacamirda uma proteina
toxica que aglutinava eritrocitos (Peumans e Vanrda, 1998). O exato delineamento
do que vem a ser lectinas tem sido tema de long@mos@rsia, uma vez que numerosas
proteinas com diferentes formas moleculares e #mdades foram classificadas
juntas, ao longo dos anos, com base em um soO pacamaglutinacdo de células.

Dessa maneira, em 1954, Boyd e Shapleigh propusera@mmo lectina (do
latim lectus que significa selecionado, escolhido) para designgrupo de proteinas
que apresenta a caracteristica comum de seletevidadinteracdo com carboidratos.
Hoje a definicdo mais utilizada para lectinas, hdaeem suas estruturas, é a de que séao
proteinas ou glicoproteinas de origem ndo imunesypdsras de pelo menos um
dominio n&o-catalitico que se liga reversivelmerde monossacarideos ou
oligossacarideos especificos (Peumans e Van datr®®8), aglutinam células vegetais
ou animais, precipitam polissacarideos, glicopnateiou glicolipideos (Goldstegt al,
1980). Embora tenham sido descritas por volta dalgéXIX, somente em 1960 elas
tornaram-se objetos de intensas pesquisas aodedoundo (Lieneet al, 1986).

Tais proteinas foram chamadas de hemaglutininadit@aglutininas, porque
eram originalmente encontradas em extratos degsdahtoje jA se sabe que possuem
ampla distribuicdo na natureza podendo ser enaagram todos os reinos desde
animais (Takahashet al, 2008), tendo como principal funcéo agir no réwmimento
de moléculas dentro do sistema imune (Kilpatri€lQ2), até plantas (Tiaet al, 2008),
bactérias (Imbertgt al, 2004), virus (Songt al, 2005) e fungos (Wimmerowt al,
2003). O reino vegetal tem demonstrado ser graod fde lectinas, servindo como
material principal para a purificacdo dessas maclécnlas, podendo ser obtidas a
partir de diferentes tecidos vegetais tais comto$Coutifio-Rodriguezt al, 2001),
raizes (Naeenet al, 2001), flores (Liuet al, 2002), caule e folhas (Rameshwaram e
Nadimpalli et al, 2008) e sementes (Vega e Pérez, 2006), a qoui@senta uma das

principais fontes. Em geral, os outros tecidosldatp apresentam menor quantidade de
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lectinas que ndo necessariamente séo idénticastemuea e especificidade a lectinas
de sementes (Correg al, 2008).

1.1.2 Deteccéao e especificidade

Lectinas possuem a habilidade induzir o fen6meno de aglutinagéo celular e a
presenca dessas proteinas € detectdaés de um ensaio de hemaglutinagédo (Figura
1) utilizando extratos em solucéo salina ou tamgGesreia e Coelho, 1995; Kennedy
et al, 1995; Sharon e Lis, 2001). Landstein e Raublks¢b@08) foram os primeiros a
discutir a especificidade das lectinas, e obsemvarae varios extratos de sementes de
legumes possuiam distintas propriedades de hernragléidb quando o ensaio era feito
com eritrécitos de diferentes animais.

Os eritrocitos podem ou ndo ser submetidos a teateore com enzimas ou com
solugdes quimicas (glutaraldeido ou formaldeidoja pgue haja um aumento na
sensibilidade de aglutinacéo por lectinas devidstabilizacdo das células, promovendo
uma preparacao padrdo de eritrocitos, além de @aamentempo de armazenamento
(Ozeki et al, 1991; Coelho e Silva, 2000). A atividade dadimes € usualmente
medida pela técnica de diluicbes sucessivas (GasatGomest al, 2004).

> Lectina

Eritrocitos

Figura 1. Representacdo esquematica da aglutinacde eritrocitos por lectina.
(Fonte: Fernandest al., 2006)

Somente a aglutinacdo de eritrocitos ndo € capazdhprovar a presenca de
lectinas, visto que ha alguns agentes como taniipddeos ou cations bivalentes que,

em altas concentracdes, causam aglutinacdo desdalasc(Rudiger, 1998). Por
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possuirem a propriedade de ligagdo a mono, oligagsieos ou glicoproteinas
reversivel e com alta especificidade; solu¢cdesedessmpostos podem ser adicionadas
ao teste de atividade hemaglutinante e inibirengacfo da lectina a carboidratos
presentes na superficie das células (Figura 2imasduzir sua precipitacdo (Sharon e
Lis, 1990; Boiet al, 2006). Essa propriedade de ligacdo a acUcargereoa estas
proteinas a capacidade de serem isoladas por cogratié de afinidade em matrizes

gue contenham o acucar ligante (Letlal, 1992).

e -

Eritrocitos

‘1" o 95 O Carboidrato

Figura 2. Inibicdo da aglutinacdo de eritrocitos polectinas em presenca de carboidratos.
(Fonte: Fernande=t al., 2006)

Conforme Sharon e Lis (1990) algumas lectinas sgmtam interacbes mais
fortes com oligossacarideos em comparacdo com reacersdeos, outras sdo quase
exclusivas para oligossacarideos. De acordo corasegpriedades de ligacdo a
carboidratos, as lectinas podem ser classificada® especificas quando apresentam
interacdo com um monossacarideo ou nao especific@ndo interagem com
oligossacarideos (Goldstein e Porets, 1986). Remimiento de carboidratos por
lectinas geralmente requer uma configuracdo anocméei um residuo de acucar
especifico adjacente (Monat al, 2007). Outro aspecto a considerar na afinidade d
lectinas é interacdo metal-carboidrato que contere importante papel durante o
processo de ligacdo enquanto que outras interapbesacarideos ocorrem na auséncia
de ion (Zhengt al, 1997).

1.1.3 Purificagéo e caracterizacao de lectinas

O desenvolvimento de métodos para a separacaadfiegio de proteinas vem

sendo um importante pré-requisito para muitos axan@ industria biotecnoldgica. As
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lectinas tém sido purificadas devido as suas digesplicacfes. A estratégia para o
isolamento de lectinas depende da natureza do ialab@rldgico (sementes, liquidos
corporais, homogenatos de tecidos, etc.), assinocdas propriedades exibidas pelas
mesmas, como carga elétrica, tamanho, solubiligadfnidade especifica de ligacao,
as quais variam de uma proteina para outra. S@rsdiv as técnicas utilizadas para
eliminar moléculas que nao sejam de interessedoonantes).

Condicdes de extracdo sao definidas e envolvem lecdge do extrator,
temperatura e tempo. Solucdes aquosas sao sohagrmsriados para a extracdo de
lectinas de sementes, uma vez que a maioria détasalveis em agua e em solucéo
salina (Oshikawat al, 2000; Moureet al, 2001). A preparacdo obtida, extrato bruto, é
entdo avaliada quanto a concentracao protéicdizada como material inicial para o
isolamento da proteina.

A partir do extrato bruto, as proteinas podem isidnadas por métodos tais
como a precipitacdo seletiva de proteinas com(Baisa e Coelho, 1992) ou elevadas
temperaturas (Bezerret al, 2001). O sulfato de amdnio € o sal mais comuenent
utilizado (Coelho e Silva, 2000) devido a sua dfievsolubilidade.

O fracionamento salino € um processo que se baseiarincipio de que a
solubilidade da maioria das proteinas € diminufdaatas concentracdes de sais. Esse
efeito é chamadealting-out.Em geral as lectinas podem ser parcialmente padés
por este processo, uma vez que o sal retira a @ameadsolvatacdo das proteinas
fazendo com que as mesmas precipitem. A precipitagé sulfato de amonio pode
estabilizar a atividade hemaglutinante da protefrsmo apds longos periodos de
armazenamento (Kennedyal, 1995; Coelho e Silva, 2000).

A dialise separa as lectinas de moléculas pequenags da utilizacdo de uma
membrana (celulose) semipermeavel (Kabial, 1998). As moléculas com dimensdes
maiores sdo retidas dentro do saco de dialisereea®res e 0s iontes atravessam 0s
poros e permanecem na solugéo.

Os procedimentos de purificacdo de lectinas gergknenvolvem técnicas
cromatograficas, onde as moléculas a serem segat&tabuem-se em duas fases. A
mistura protéica é dissolvida em um liquido (fase/eh) e ele é passado através de uma
coluna contendo uma matriz solida e porosa (fas&ciesaria). A medida que as
proteinas fluem através da coluna, interagem cof@is@ estacionaria e a eluicdo €
retardada, dependendo das suas caracteristicagiest. As técnicas cromatogréaficas

utilizadas incluem cromatografia de troca idnicarf¥et al, 2005), filtracdo em gel

10



Luz, L.A. Purificacéo, caracterizacao...

(Regoet al, 2002) e cromatografia de afinidade (Wong & N@gO&). Contudo, devido

a propriedade de ligacdo a carboidratos, cromdiagde afinidade em colunas
contendo suportes polissacaridicos (Cavatlal, 1998; Machukaet al 1999) ou
glicoproteinas (Nomurat al, 1998; Kawagishet al, 2001) tem sido a técnica mais
comumente utilizada. A cromatografia de afinidasla tomo principio de separacdo a
habilidade das lectinas se ligarem seletiva e @spmoente a suportes polissacaridicos
através de ligacdes ndo covalentes. A proteingjatizse obtida com alto grau de
pureza (Ye e Ng, 2002) alterando-se as condicOegHdéDattaet al, 2001), forca
iGnica (Freireet al, 2002) ou pela eluicdo com uma solu¢cdo conteml@ampetidor
pelo sitio de ligagdo (Paiva e Coelho, 1992). Refydar € um suporte muito utilizado
na cromatografia de afinidade e consiste em unssatarideo com cadeias manose
substituidas por residuos de galactose6; € uma matriz versatil para isolamento de
lectinas ligantes de D-galactopiranosil e N-agmilactosaminil (Coelho e Silva, 2000).

A cromatografia de troca idnica pode ser usada peparar as proteinas com
cargas elétricas diferentes, uma vez que as pastsifio adsorvidas a matriz por meio
das interacOes idnicas com o adsorvente. A quedsanderacdes pode acontecer por
modificagdo do pH ou por agentes que competem pglgsos carregados da matriz
adsorvente que leva ao desprendimento de protemasacdes distintas, dependendo
da forca de ligacdo de cada componente da amostatr&z (Kennedyet al, 1995).
Como exemplos de matrizes de troca ibnica podemiter ®EAE-Celulose
(dietilaminoetilcelulose) e CM-Celulose (carboxiitostiulose).

A cromatografia de exclusdo por tamanho, tambémaba de filtracdo em gel,
separa as proteinas de acordo com o tamanho narledudmostra é aplicada no topo
de uma coluna constituida de graos porosos de limgro insoluvel, muito hidratado.
As proteinas maiores migram mais rapidamente queesres; as proteinas grandes
ndo penetram nos poros das esferas e, assim, tamazaminho mais direto através da
coluna. Sephadex, Sepharose e Bio-gel s&o pregaraginerciais comumente usadas
neste tipo de cromatografia (Stryer, 2004).

Métodos eletroforéticos sao utilizados para a ¢taraacdo estrutural de lectinas
e se baseiam no principio que uma molécula conaadrica liquida mover-se-a4 em
um campo elétrico. A velocidade de migracdo de progeina depende da intensidade
do campo, da carga liquida e do coeficiente déoat@s geéis de poliacrilamida sao
meios de suporte escolhidos para eletroforese posfiw quimicamente inertes e

prontamente formados pela polimerizacdo da acmlam(Stryer, 2004). Quando

11
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submetidos a condi¢cdes desnaturantes (presencailid¢o ssédico de dodecila) e
redutoras (presenca demercaptoetanol) revelam o grau de pureza da peted
composicao de subunidades e através de colorapéoifsa, a natureza glicoprotéica
(Coelho e Silva, 2000). A eletroforese em gel dkapolaminda para proteinas sob
condicOes ndo desnaturantes é utilizada para analigureza de estruturas moleculares
nativas. A eletroforese sob condi¢cdes ndo desmd@sacaracteriza a proteina em
relacdo a sua composicdo aminoacidica e a elealofacdo define o ponto isoelétrico
da proteina (Paiva e Coelho, 1992). Para caraateai atividade bioldgica da lectina
avalia-se o efeito do pH, da temperatura, de iondeeinibidores na atividade
hemaglutinante (Reget al, 2002).

1.1.4 Aplicacdes biotecnologicas das lectinas

As lectinas apresentam vasta area de aplicabiligadendo ser ferramentas
valiosas em processos biotecnolégicos, nas areapedguisa meédica, bioldgica,
farmacoldgica e bioquimica devido a sua capacidede ligar especificamente
carboidratos podendo agir como moléculas de recimeato dentro das células, na
superficie celular e em fluidos fisiolégicos (Genegiet al, 2009). A partir dessa
habilidade, elas tém sido ferramentas Uteis nadusiica em processos neoplasicos
(Zhenget al, 2005). Estudos tém usado lectinas como poteneaiaticarcinogénicos.
Neste sentido uma lectina com atividade antipn@ifea para cancer de células
humanas foi purificada de rizoma deundo donax(Linn.) por cromatografia de
afinidade (Kauet al,, 2005).

Propriedades farmacolégicas foram observadas eradolde Pandanus
amaryllifolius apds isolamento de uma lectina ligadora de mamose atividade
antiviral (Ooiet al, 2004). As lectinas também servem como mediadiwdiberacdo e
absorcéo de drogas e microparticulas nas mucogsse(tl, 2004).

Zhenget al (2007) purificaram uma lectina do cogumelo sedvaddoletus
edulis e avaliaram sua atividade mitogénica, antifUngicmibidora da transcriptase
reversa do virus HIV-1. A lectina aumentou a respasitogénica de esplendcitos
murinos de ratos. Também inibiu a transcriptasersavdo virus HIV-1 com uma 4
de 14.3 mM mas nao teve nenhum efeito sobre oigresto de fungos.

Ao longo das ultimas décadas, lectinas tém sidesitiyadas devido a grande

variedade de propriedades biolégicas como ativigadiral (Favacheet al, 2007),
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antifingica (Tiaret al, 2008), antibacteriana (Santi-gadeéial, 2006), podendo ser
Uteis em aplicacdes terapéuticas e microbiolodidcel. Lectinas com forte atividade
inseticida contra cupins da espéblasutitermes cornigetlambém foram encontradas
no cerne da aroeiraMfracrodruon urundeuva)e liguens da espéci€ladonia
verticillaris (Saet al, 2008, Silveet al,, 2008)

2.Moringaoleifera

Moringa oleiferaé uma planta tropical pertencente a familia Masingaceae
que possui 14 espécies conhecidas, sévidmleifera a mais divulgada e utilizada
dentre elas (Abdulkariret al, 2004). A india é o pais de origem apesar de ser
amplamente cultivada nas regides tropicais de todwndo, onde cresce rapidamente
sendo capaz de sobreviver até mesmo durante gdestecas (Nadit al, 2005).

Segundo Joly (1979)M. oleifera € uma planta arbérea com longas vagens
verdes (Figura 3a), sementes aladas (Figura 8b¢sfbrancas perfumadas (Figura&c)
folhas grandes (Figura 3d). As arvores de Moringdem alcancar 4 m de altura,
gerando flores e frutos em um ano; multiplas ctdisede sementes sdo possiveis em
muitas partes do mundo (Mcconnacekial, 1999). A arvore tem-se tornado conhecida
no mundo como planta medicinal e rica fonte delemetais. Nas Filipinas, as folhas
jovens, flores e vagens verdes sdo comuns na (@Gekvaraet al, 1999). As folhas e
as sementes jovens sao ricas fontes de calci@m éewnitamina C que servem como
fontes de nutrientes para varias comunidades (Mpf691). Os frutos, que também
sdo chamados de “vagens” e raizes da planta s@losusamo vegetais em paises
subdesenvolvidos (Katayat al, 2006).

Em decorréncia dos varios usos tradicionaidMdeleiferamuitas pesquisas tém
sido feitas para isolar compostos bioativos deagapartes da planta (Guevatal,
1999). As sementes foram examinadas e apresentdnadades hipotensiva (Faiet
al., 1998), antimicrobiana (Ghebremichalal, 2005), antitumoral (Guevart al,
1999), atividade antifungice vivo contra dermatéfitos (Chuarey al, 2007) e nelas
estdo presentes uma lectina e um composto antrdridalUveis em agua (Santisal,
2005).

Varios materiais de planta tém sido testados agoaos anos para tratamento
de agua e as sementeshMieoleiferamostraram ter um dos mais eficientes coagulantes

usados no tratamento de agua para uso domestiyif&n e Evison, 1995; Okuda
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al.,, 1999; Ghebremichael, 2004). Sementes descasadelabloringa possuem a
capacidade de descontaminar a agua que conténicareépode ser usada como uma
tecnologia doméstica segura e que nao causa dan@pneio-ambiente (Kumaet
al., 2006).

(A)

(B)

Figura 3. A: Vagens deM. oleifera, B: Sementes, C: Flores, D: Folhas.
(Fonte: Santost al, 2007)

2.1 Coagulantes d&oringa oleifera

Coagulantes naturais de origem vegetal e minerahfaisados no tratamento de
agua antes do advento de agentes quimicos comdesalsminio e ferro, mas seu uso
foi progressivamente diminuido (Ndabgengesere adian, 1998) devido a falta de
conhecimento cientifico sobre seus mecanismos @e &p entanto, muitas pesquisas
tém revelado varios inconvenientes com o uso de daialuminio no tratamento de
agua, como por exemplo, a doenca de Alzheimerptexicidade e fortes propriedades
carcinogénicas foram observadas quando se fazidaupolimeros organicos sintéticos
como acrilamida (Okudet al, 1999).

O aparecimento dessas doencas estd associadawosede aluminio na agua

conduzirem a uma reducéo de pH, producdo de gravldene de residuo organieo
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diminuicdo na eficiéncia do processo de coaguldeiEarhoff e Cleasby, 1988). Em
alguns paises subdesenvolvidos o uso de sais @qsimimviabilizado pelo alto custo o
que leva a problemas de importacdo (Rinebal, 1999). Recentemente o interesse por
coagulantes naturais tem ressurgido devido a séiedegradaveis, seguros para a
saude humana e de baixo custo.

De acordo com Jahn (1988) 14 espécies Mie oleifera ja foram bem
identificadas e possuem propriedades coagulantegaens graus. Estudos feitos por
Fink (1984), Gassen (1990) e Gassenschmidt (198jgriam que o componente ativo
de M. oleiferadeveria ser um peptideo catibnico com peso moleeukae 6 e 16 kDa e
ponto isoelétrico em pH 10. Em 1995, Gassenschfemtndlises da composicdo de
aminoacidos e sequenciamento e mostrou que o0 ca@ngrapresentava grande
quantidade de glutamina, arginina e prolina e uta e 60 residuos. Muyibi e Okufu
(1995) reportaram gud. oleiferando era um coagulante eficiente para agua cona baix
turbidez.

Ndabigengesereet al (1995) estudou a eficiéncia e 0s mecanismos de
coagulacédo d#l. oleiferaem agua turva. Confirmou que o componente atigouera
proteina dimérica com propriedades coagulantes efigisntes do que o aluminio, pois
o residuo orgéanico formado era in6cuo para o meibiente e de 4 a 5 vezes menor
que o encontrado em agua tratada com aluminio. &utante natural também néo
alterava o pH, era solavel em agua, tinha pesoculalede 13 kDa e ponto isoelétrico
(pl) entre 10-11. Também revelou que as sementdk déeiferapodem ser usadas em
sua forma integra ou descascadas, no entanto, mmmdascascadas eram mais
eficientes para coagulacdo. Em 1998, Ndabigengesddarasiah observaram que a
dosagem otima era de 0,5 a 1 mg/L e que a proteiitatalmente solivel em agui.
oleifera como coagulante pode ser um substituto em potepeaiea o aluminio
(Ndabigengeseret al, 1995).

Um outro componente, com trés fracdes ativas Xta&o de sementes dé.
oleifera em tampéao fosfato e cromatografia de troca idnéas§enschmidet al.,
1995). A fracédo floculante isolada de uma das jmateapresentava peso molecular ao
redor de 6,5 kDa e pl acima de pH 10. A comparad@icestrutura primaria com
sequéncias de proteinas conhecidas nao reveldticeigie homologia.

OKUDA et al (1999), estudaram que as sementeMdeleiferapossuem um
coagulante extraido com NaCl 1 M com capacidadeodgulacédo 7,4 vezes maior do

que o extraido em agua. Em 2001, Okudaal isolaram outro componente com
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propriedades coagulantes em extratos salinos quieer@éproteina, polissacarideo ou
lipidio e sim, um polieletrélito com peso molecuén torno de 3,0 kDa e pH 6timo
para coagulacdo acima de 8. Este coagulante tam&éraumentou a concentracéo de
carbono organico residual.

Ghebremichaegt al. em 2005, purificou por um método simples uma [nate
cationica com pl maior do que 9,6 e massa moleal#a6,5 kDa. Estes estudos
sugerem que componentes extraidos em solucfesaaqoossalinas sao de naturezas
diferentes (Ghebremichaet al, 2005).

2.2 Compostos coagulantes na agua

Muitos coagulantes sdo amplamente usados em poscessvencionais de
tratamento para producdo de agua potavel. Essesmpaer tanto coagulantes
inorganicos (sulfato de aluminio e cloreto de pol@nio), polimeros organicos
sintéticos (derivados de poliacrilamida e poligtileimina) ou coagulantes naturais
(quitosana e coagulantes microbianos). Polimergénicos sdo comumente usados
como coagulantes primarios no tratamento de agaac@ e Sengil, 2002), possuem
alto peso molecular e forte tendéncia a adsorveicplas na superficie da suspensao
aquosa. Esses polimeros podem ser classificadogatéifnicos, aniénicos ou nao
ibnicos. Polimeros catibnicos séo freqluientemerae€lasscomo coagulantes primarios;
polimeros aniénicos ou nao ibnicos sao referidosacthoculantes.

Coagulacao/floculacdo é um processo comum no testeomda agua, o qual
desestabiliza os materiais em suspensao e dissg/\sdndo seguido por agregacédo em
grandes flocos que sdo facilmente separados da pmuaubseqlentes processos de
sedimentacdao e filtracdo (Chenal, 2006). A atividade floculante pode ser explicada
por diferentes mecanismos. Proteinas catidnicasaltte peso molecular tém sua
atividade floculante explicada pelo modelo de faydmade pontes (Gassenschnedt
al., 1995). Floculacdo de particulas negativamenteegadas € resultante de ligacdes
como forcas de Coulomb entre macromoléculas catesgapositivamente e
neutralizacdo de parte das cargas. Geralmente pemana parte das macromoléculas
liga-se a superficie das particulas enquanto queiar parte fica livre para se ligar a
outra e isso leva a aglomeracdo e formacao desfld@omecanismo de ligacdo de
cargas pode ser aplicado a proteinas pequenas ieahaomo a isolada por

Gassenschmidtet al (1995); devido a colisdo de particulas, ocorréuragao
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interparticulas de setores diferentemente carregadéormacdo de flocos no local
(Gassenschmidit al, 1995). Apés a floculagéo, ocorre a remocéo bae$ através da
sedimentacao por gravidade e/ou filtracdo (Tomaskaet al, 2004).

2.3 Tratamento de agua

A &gua constitui um recurso essencial a vida; umor fandispensavel a
sobrevivéncia da biosfera, do homem e de todasitagsoespécies a ele associadas ou
gue com ele convivem. Conhecida como solvente tsalea agua sempre retém algum
residuo dos materiais com 0s quais entra em corAadgua doce da natureza de rios,
lagos e lencgois subterraneos, contém residuos wastéscias presentes no meio
ambiente, como sais dissolvidos, particulas emesissim e microorganismos. Existem
muitas fontes de contaminacdo da agua e essesnuoatdes sao principalmente
substancias do solo, provenientes de atividadeisad@s e industriais (Gopat al,
2007).

Para garantir que a 4gua fornecida a populacépetisel, as empresas buscam
fontes de agua de boa qualidade e utilizam alt@otegia de tratamento para eliminar
todos os poluentes e agentes ameacadores a sasdesticdes de Tratamento de Agua
(ETA) (Figura 4) a agua bruta passa por diversos proge$3s principais sao:

coagulacgéo (2), floculacao (3), sedimentacao {rag¢ao (5) e desinfeccao (6).

T

\2 «— Sulfato de Aluminio Distrlbui.;ﬁu

«—Cal
Carvao
Areia
I_ Cascalho

*—Cloro Fteservamrio

dos Bairros

icuiar;ﬁa Decantacéo Fmrna:;ﬁo

Figura 4. Esquema do Sistema de Tratamento de agua
FONTE: SABESP
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Coagulacao e filtracdo sdo os processos mais oxitic estdo interligados,
determinando o0 sucesso ou o fracasso dos sistermagrathmento de agua
(Ghebremichael, 2004). Do ponto de vista eletrmstata coagulacéo € a reducdo do
potencial zeta, pela adicdo de ions especificanayulacdo ocorre quando a adicao de
um eletrélito catidnico induz baixa do potencialazeois o eletrélito reduz as forcas
repulsivas permitindo que a acdo das forcas aastile Van der Waals promovam a
aglutinacdo. As dosagens de eletrolitos dependeroodeentracdo dos coloides (Di
Bernardo, Costa, 1993). Em estacdes de tratammrieencionalmente, ocorre agitacao
da agua, seguida pela adicdo de coagulantes camiemente reducdo da forca
repulsiva entre particulas (impurezas), aumento atdisées e formacédo de flocos
(Mcconhachieet al, 1999). Dentre as impurezas destacam-se as particulas com
caracteristicas bem definidas denominadas coloOilstes coloides, por possuirem
carga superficial negativa, ha um grau de repuis&do grande, permanecendo no
meio até que sejam criadas condi¢Bes favoravessgana remocao.

Os reagentes mais comumente utilizados como ca#gslado o sulfato de
aluminio e o cloreto férrico. Nesta etapa (2) tamipddera ser necessaria a utilizacéo
de um alcalinizante (cal hidratada ou cal virgenn €pr4 a necessaria correcédo de pH
para uma atuacao mais efetiva do coagulante. Mwolfidor (3), os motores agitam a
agua em velocidade controlada para aumentar o teordos flocos. Em seguida, a agua
passa para os decantadores (4), onde os flocosam&aonais pesados vao se depositar.

A desinfec¢éo corresponde a adi¢cdo de cloro a agies de sua saida da ETA
para manter um teor residual (6), até a chegadaseado consumidor, e garantir que a
agua fornecida fique isenta de bactérias e viras, guando 0s processos anteriores séo
bem operados o papel da desinfeccdo pode ser is@gmémente reduzido
(Ghebremichael, 2004). A desinfeccéo por cloro éimportante passo no tratamento
da agua para o abastecimento publico, contudo  glode reagir com matéria
organica natural e produzir subprodutos com efguegudiciais a longo prazo. A
formacdo desses subprodutos tem aumentado a mkwkssde exploracdo de

alternativas desinfectantes e novas tecnologiasatienentos da agua.
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3. OBJETIVOS

3.1 Objetivo geral

Identificar a presenca de proteina com atividadedgtutinante em extratos de

diferentes tecidos dd. oleiferg purificar e caracterizar uma lectina das semebi@s

como determinar a atividade coagulante de prepesde@tinicas e lectina purificada.

3.2 Objetivos especificos

Detectar a presenca de proteinas hemaglutinantediferantes tecidos dkl.
oleifera flores, ragues da inflorescéncia, sementes, $oltexido fundamental
do tronco e casca do tronco;

Isolar uma lectina das sementes atraves de fraoem® salino com sulfato de
amonio utilizando o extrato bruto;

Purificar a lectina através de métodos cromatogréfi

Caracterizar parcialmente a lectina e os extrabgsdiferentes tecidos quanto a
especificidade aarboidratos e glicoproteinas;

Caracterizar a lectina pura quanto a especificidaglétrocitos humanos;

Avaliar a estabilidade térmica, efeito do pH ealesisob a atividade protéica;
Avaliar a lectina através de eletroforese;

Verificar a propriedade coagulante de preparac@esinicas e lectina de

sementes dbl. oleiferaem agua tratada com caolin.
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In this work hemagglutinating activity (HA) was investigated in distinct Moringa oleifera tissue extracts.
A new lectin from seeds (cMoL) was purified and characterized; hemagglutinating and coagulating
activities were evaluated. HA was detected in 0.15 M NaCl extracts from flowers and rachis inflorescence
(5%, w/v), seeds, leaves, fundamental tissue of stem and steam bark (10%, w/v). cMoL isolated after saline
extraction and guar gel column chromatography was active at pH range 4.0-9.0 agglutinating
erythrocytes from rabbit and human blood types. Extracts of tissues and cMoL activities were
carbohydrate inhibited; azocasein and asialofetuin abolished cMoL HA. The lectin was thermostable at
100 °C during 7 h. Polyacrylamide gel electrophoresis under reduced conditions revealed a main
polypeptide band of 26.5 kDa; native basic cMoL was detected as a unique band. Seed lectin preparations
and cMoL showed coagulant activity, similar to aluminium sulphate, the coagulant most widely used in

© 2009 Elsevier Ltd. All rights reserved.

1. Introduction

Lectins are hemagglutinating proteins that exist in virus and all
forms of life but most known are extracted from plants, especially
from seeds [1], a storage organ, which is one of the main sources to
obtain these molecules. In general, other plant tissues contain
lower amount of lectins; also, not necessarily identical in structure
or carbohydrate specificity to seed lectins [2]. These proteins
interact selectively and reversibly with residues of specific sugars
[3] and, structural characteristics result in the use of lectins for
therapeutic applications [4] and biotechnological purposes [5].
Cytotoxic effects revealed by mitogenic, antitumoral, antimicro-
bial, and insecticide activities have been found in lectins [2].

Different protein purification protocols have been used to
isolate lectins from the same tissue. In general, the first step
involves preparation of extracts in saline or buffer solution [6].
From the crude extract, the protein can be fractionated through
methods such as selective precipitation with salts at different
concentrations. The isolation techniques used include ion
exchange [7], gel filtration [8] and affinity [9] chromatography.
However, due to the lectin ability for recognizing carbohydrates,
affinity chromatography in columns containing polysaccharides

* Corresponding author. Tel.: +55 8121268540; fax: +55 8121268576.
E-mail address: Icbbcoelho@gmail.com (Luana C.B.B. Coelho).

1359-5113/$ - see front matter @ 2009 Elsevier Ltd. All rights reserved.
doi:10.1016/j.procbio.2009.01.002

[10] or glycoproteins [11] has been the most commonly used
technique [4].

Polymers have been applied in coagulation/flocculation pro-
cesses for water purification for decades [12]. Natural coagulants of
vegetable origin were used in water treatment before the advent of
synthetic chemicals like aluminium and ferric salts [13]. Cactus
(Cactaceous opuntia) is a natural macromolecular coagulant and
the turbidity removal efficiency could reach 94%, the optimum pH
was about 10 and temperature had slight influence on the
coagulation effect [14]. Cactus latiforia and seeds of Prosopis
juliflora act as natural coagulants and produced comparable
turbidity removals in water with high (100-200 NTU) and low
(30-40 NTU) initial turbidity [15].

Moringa oleifera (Lam), Moringaceae family, has been used in
the Philippine diet; leaves, flowers and green pods are edible as a
human nutritious vegetable [16]. In Malaysia, the young tender
pods are cut into small pieces and added to curries [17]. Several
properties have been identified in different parts of M. oleifera: the
leaf extract is a potential source of antioxidants [18]; hypocho-
lesterolemic effects have also been found in leaf extract [19] and
fruits [20]; plant seeds contain hypotensive activity [21], strong
antioxidant activity and chelating property against arsenic toxicity
[22]. Moringa seed coagulant properties have been used to water
treatment [23,24]. Shelled M. oleifera seeds have the property to
decontaminate arsenic from water and can be used as domestic
and environment-friendly safe technology [25].
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In this report hemagglutinating proteins were identified in M.
oleifera tissue extracts and a seed coagulant lectin isolated by
affinity chromatography was partially characterized.

2. Materials and methods
2.1. Extract preparations

Flowers, inflorescence rachis, seeds, leaf tissue, fundamental tissue of stem and
steam bark of M. oleifera Lam were collected in Recife city, Northeast of Brazil. A
sample of the collected material is archived as voucher specimen number 63184,
[PA, at the herbarium “Dardano de Andrade Lima” (Empresa Pernambucana de
Pesquisa Agropecuaria, Recife, Brazil). Tissue flours of M. oleifera were extracted
with 0.15 M NacCl for 6 h at room temperature and resulted in saline extracts from
flowers and inflorescence rachis (E1 and E2, 5%, w/v), as well as seeds, leaves,
fundamental tissue of stem and steam bark (E3, E4, E5 and EG, 10%, w/v).

2.2. Saline fractionation

Proteins of E3 were precipitated using 0-60% ammonium sulphate fractionation
for 4 h at room temperature. The 0-60F was dialyzed with distilled water (two
changes) and 0.15 M NaCl overnight.

2.3. Hemagglutinating activity

HA was performed in microtiter plates according to Correia and Coelho [ 26]. Lectin
preparations (50 L) were serially two-fold diluted in 0.15 M NaCl before addition of
50 L 2.5% (v/v) suspension of rabbit glutaraldehyde treated erythrocytes or fresh
human erythrocytes. Titer was expressed as the highest dilution exhibiting
hemagglutination. Specific HA (SHA) was defined as the ratio between the titer
and protein concentration (mg/mL).

24. Lectin isolation

The 0-60F was chromatographed (10 mg of protein) on a guar gel column
(10.0 cm x 1.0 cm) previously equilibrated with 0.15 M NaCl (20 mLf/h flow rate).
The bound HA was eluted with 1.0 M NaCl (cMoL).

2.5. Effect of different pH, temperatures and cations on HA

The pH effect was evaluated with cMoL (50 pL) diluted in 10 mM citrate-
phosphate buffer (pH 3.0-6.5), 10 mM sodium phosphate buffer (pH 7.0-8.0) or
10 mM Tris-HCI buffer (pH 8.5-9.0). Lectin thermal stability was evaluated with
previously heated cMoL (30-90 °C, up to 30 min and subsequently 100 °C, every
30 min, up to 7 h). Assays for divalent cation requirements were performed by
dialysis with 5mM EDTA (16 h, 4°C) and 0.15M NaCl (6 h, 4°C) and HA was
measured with MgCl,, CaCl, and KCI (5 mM). For all experiments, HA was measured
as described in Section 2.3 using 50 uL of a 2.5% (v/v) suspension of rabbit
glutaraldehyde treated erythrocytes.

2.6. Hemagglutinating activity inhibition

The lectin inhibitory assays using extracts and cMoL were evaluated with
solutions of carbohydrates o(—)-fructose, p(+)-raffinose, p(+)-glucose and p(+)-
mannose. cMoL was also assayed with solutions of p(+)-lactose, (+)-arabinose,
trehalose, L(+)-rhamnose and galactose. E and cMoL were assayed with 0.5 mg/mL
glycoprotein solutions (fetuin, asialofetuin, ovalbumin, casein and azocasein). The
inhibitory assays were similar to the hemagglutinating assay with exception of an
incubation step (room temperature, 15 min) before erythrocyte addition.

2.7. Protein evaluation

The protein was estimated according to the Lowry et al. method [27] and by
absorbance at 280 nm.

2.8. Lectin characterization

cMoL molecular weight was estimated by sodium dodecy! sulphate polyacryla-
mide gel eletrophoresis (SDS-PAGE) as described by Laemmli [ 28]. Gels were stained
either for protein with Coomassie Brilliant Blue [28] or for carbohydrate using Schiff’
reagent(Sigma) according to Pharmacia Fine Chemicals (1980). The native molecular
weight was determined by Sephacryl $-300 gel filtration column (16 mm x 60 cm)
with 0.5 M NaCl (20 mL/h flow rate) using molecular weight markers (bovine serum
albumin: 66 kDa, fetuin: 64 kDa, ovalbumin: 44 kDa and ovoinhibitor: 28 kDa) using
Akta FPLC system (Amersham Pharmacia Biotech, Sweden).

2.9. Coagulation activity assay

The coagulation activity assay was based on the method described by
Ghebremichael et al. [24]. Initially, the water sample was treated with kaolin

clay (10g) to 1L tap water, stirred for 30 min and allowed to settle for 24 h to
achieve complete hydration. Desired turbidity was obtained by dilution. An aliquot
(100 p.L) of samples (1 mg/mL, E3, seed 0-60F and cMoL) and positive control
(aluminium sulphate 5%) were added to high turbidity clay suspension (900 pL,
250-300 NTU, Nephelometric Turbidity Units) in 1 mL cuvette and homogenized
instantly. Dilution (1:2) of clay suspension was done to obtain low turbidity (125-
150 NTU) and samples were assayed. Samples were allowed to settle for 1 h and
absorbance was measured at 500 nm using a UV-Visible spectrophotometer FEMTO
700 S. In order to reduce background effect, a sample volume of 800 p.L from the top
was transferred to the cuvette for absorbance measurements every 5 min up to
60 min and subsequently to each 10 min up to 140 min. Reduction in absorbance
relative to negative control defines coagulation activity. The assays were performed
three times and under different temperatures (15, 30, 45 and 60 °C) or 5 mM
solutions of ions (Ca*2, Mg*? and Mn*?).

2.10. Statistics analysis

Values of experimental results shown in tables and figures are the mean of at
least three determinations (£ standard deviation). Linear regression equations were
established using the Origin version 6.0 program (Microcal, Northampton, MA, USA).

3. Results

HA was detected in all extracts obtained from M. oleifera tissues.
The highest specific activities, however, were detected in extracts
from steam bark, flowers and inflorescence rachis (Table 1). The
differences in carbohydrate inhibition of lectin preparations from
distinct tissues of the plant may indicate the presence of different
lectins.

When 0-60F (Specific HA, SHA: 371) of M. oleifera seeds was
chromatographed on guar gel affinity column (Fig. 1(A)) HA was
detected in unabsorbed (SHA: 35) and 1.0 M NaCl eluted fractions
(SHA: 864). The 1.0 M NacCl eluted fractions (cMoL) retained 59% of
chromatographed lectin activity and the obtained purification
factor was 2.3 (Table 2).

cMoL showed HA to rabbit (titer: 256 ') and A, B, O and AB
human fresh erythrocytes (titer: 64 1128 ', 167" and 256 ',
respectively) like the seed lectin from Crotalaria pallida [8]. cMoL is
a highly stable protein, active at pH range 4.0-9.0 and resistant up
to 7 h at 100 °C. The presence of ions Mg®*, Ca** and K* increased
cMoL HA.

Inhibition assays revealed that HA of extracts was partially
inhibited with carbohydrates and glycoproteins (Table 3); the
latter macromolecules were more effective inhibitors to cMoL than
carbohydrates. cMoL HA was strongly inhibited by ovalbumin;
azocasein and asialofetuin completely abolished HA activity
(Table 3) indicating complex sugar specificity.

Under denatured and reduced conditions a main polypeptide
band of 26.5 kDa was revealed (Fig. 2(A)); PAGE confirmed cMoL as
abasic protein (Fig. 2(B)) and no staining was detected with Schiff’s
reagent. Native cMoL Sephacryl S-300 gel filtration chromato-
graphy revealed a single peak of 30 kDa (Fig. 1(B)).

Flour of M. oleifera seeds has been broadly used in developing
countries as a natural coagulant to treat water for human
consumption. Seed extract, 0-60F and cMoL showed coagulant

Table 1
Protein concentrations and specific hemagglutinating activities of tissue extracts
from Moringa oleifera.

Tissue extract® Protein SHAP (HA/protein
concentration (mg/L) concentration)
Flowers 09 1185
Inflorescence rachis 04 680
Seeds 49 208
Leaf tissue 1.0 8
Fundamental tissue of steam 04 84
Steam bark iy 2444

2 All tissues were colleted from a single plant.
b SHA, specific hemagglutinating activity. Samples were assayed with glutar-
aldehyde treated rabbit erythrocytes.
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A) 2 4 Table 2
1.8 4 Summary of cMoL purification.
1.6 +3 Preparation Total protein HA Total HA SHA  Yield® (%) Purification
1.4 4 (mg) (folds)

o 1.2 %

& 4] 2% 0-60F 10.0 2048 3710 371 100 1.0

< 084 o cMolL 25 256 2201 864 59 23
0.6 4 11 # Percentage of total activity recovered. Hemagglutinating activity (HA) assays
0.4 4 and SHA, specific HA were performed with rabbit erythrocytes. More than 2 mg of
0.2 cMolL were obtained from 10g of seed powder when a 10% (w/v) extract was

04 Lo submitted to 60% ammonium sulphate fractionation followed by guar gel affinity

1 5 9 13 17 21 25 29 33
Fraction number

MoL

0 50 100 150 200 250
Fractions (mL)

A 500 nm

T T 1
0 25 50 75 100 125 150
Time (min)

Fig. 1. (A) cMoL (10 mg of 0-60F protein) purification on a guar gel affinity column
(10.0 cm x 1.0 cm). More than 2 mg of cMoL were obtained. At the point indicated
(arrow) elution buffer was changed to 1.0 M NaCl. Absorbance at 280 nm (M) and
log of HA (A ) are represented. (B) cMoL native molecular weight determination by
gel filtration chromatography on a Sephacryl S-300 column. A peak of 30 kDa is
represented. Molecular weight markers used were: bovine serum albumin, 66 kDa;
fetuin, 64 kDa; ovalbumin, 44 kDa; ovoinhibitor, 28 kDa. (C) Coagulation activities
of cMoL and lectin preparations with kaolin clay (10g/L). cMoL (1 mg/mL, [J),
extract (1 mg/mL, @), 0-60F (1 mg/mL, ), aluminium sulphate (5% p/v, ©) and
negative control (M). The values represent the mean of three assays (+ standard
deviation): significant differences between groups were determined at p < 0.05.

activities (reduction in absorbance at 500 nm of approximately 92%
in relation to negative control) similar to the positive control
aluminium sulphate on water with high (250-300 NTU) and low
(125-150 NTU) turbidity of kaolin clay suspension (Fig. 1(C)).
Significant differences in coagulant activity were not observed atthe
temperatures the analysis was done. No coagulant activity was
detected in seed extract with all tested ions, i.e. coagulation was also
absent to 0-60F or cMoL with Ca*? and Mg*?. However, Mn*? with 0-
GOF and cMolL decreased water turbidity similarly to sulphate.

4. Discussion

Tissues from M. oleifera such as leaves and flowers are eaten as
nutritious vegetables and fried seeds have also been consumed

chromatography.

Table 3
Inhibition hemagglutinating activity of tissue extracts and cMoL by carbohydrates
and glycoproteins.

Inhibitor E1l E2 E3 E4 E5 E6 cMoL
p(— )-Fructose 148.1 N N N N 3055 N
p(+)-Raffinose 592.5 NS 76.8 N 10.5 N 320
p(+)-Glucose 148.1 1675 1536 N N N 80
p(+)-Mannose N 335 153.6 N N N N
p(+)-Lactose ND ND ND ND ND ND 160
p(+)-Arabinose ND ND ND ND ND ND 320
Trehalose ND ND ND ND ND ND 160
i(+)-Rhamnose ND ND ND ND ND ND 160
Galactose ND ND ND ND ND ND 80
Asialofetuin ND ND ND ND ND ND 0
Fetuin 0 41.9 38.4 4.1 0 1527 N
Ovalbumin N 335 76.8 41 0 611 10
Casein 296.2 0 384 2.0 0 19 80
Azocasein 0 0 9.6 2.0 0 2.4 0

Flowers (E1), inflorescence rachis (E2), seeds (E3), leaf tissue (E4), fundamental
tissue of steam (E5), steam bark (E6). Specific hemagglutinating activity (SHA) of E
were 1185 (E1), 2680 (E2), 307 (E3), 8.16 (E4), 84.21 (E5) and 2444 (E6). SHA of
cMolL was 640. Assays were performed with rabbit erythrocytes. Carbohydrates
(0.2 M) and glycoproteins (0.5 mg/mL) were used. N indicates that no inhibition of
HA was detected and ND indicates that the assays were not determinate.

[29]. Some lectins were found to be toxic or anti-nutritious for man
and animals. In general, nausea, bloating, vomiting and diarrhoea
characterize the oral acute toxicity of lectins on humans [30]. HA
was detected in all extracts obtained from M. oleifera tissues; these
findings make this plant an important model for study of different
molecular forms of lectins and their correspondent functions. The
same has been observed for Bauhinia monandra extracts [31] and
lectins were purified from different tissues of Dolichos lablab [32].
The presence of lectins in different parts of M. oleifera that are
consumed by the population requires a nutritional assessment of
these tissues.

The presence of lectin is mainly detected through the
hemagglutinating activity assay which is performed with a serial
dilution of the lectin before an incubation step with human or
other animal erythrocytes [6]. The lectin interaction with
carbohydrates are performed through a combination of hydrogen
bonds between sugar hydroxyl groups and protein main-chain, as
well as side-chain groups, water-mediated contacts, van der Waals
packing of the hydrophobic sugar ring face against an aromatic
residue, and hydrophobic interactions [33].

Guar gel affinity chromatography efficiently purified seed
cMolL, with good recoveries (59%). This new and simple protocol
purified a lectin different from others already published, like the
water soluble M. oleifera lectin, WSMoL, previously described in
seeds [34]. cMoL is a basic protein with 30 kDa, active at pH range
4.0-9.0, thermostable at 100 “C during 7 h and HA was completely
inhibited by azocasein and asialofetuin. WSMoL is an acidic
glycoprotein and was mainly active with rabbit cells at pH 4.5; HA
was abolished by heat treatment, pH 7.0, fructose and porcine
thyroglobulin [34]. Katre et al. [35] isolated a hemagglutinin from
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Fig. 2. SDS-PACGE (A) of lectin (100 pg) treated (a) and untreated (b) with 3-mercapthoethanol and PAGE showing purified native and basic cMoL (B). Molecular weight
markers (m): phosphorylase b (94 kDa), bovine serum albumin (67 kDa), ovoalbumin (43 kDa), carbonic anhydrase (30 kDa), trypsinogen (24 kDa), trypsin inhibitor (20 kDa)
and a-lactoalbumin (14 kDa); the gels were stained with Coomassie Brilliant Blue (A) and starch black (B).

seeds of M. oleifera, a homodimer with molecular mass of 14 kDa
and subunits (7.1 kDa) linked by disulfide bond(s).

cMol is also distinct from other coagulant proteins previously
reported in M. oleifera seeds. Nadabgengesere et al. [ 13] described
dimeric cationic proteins with molecular mass of 12-14 kDa and
isoelectric point (pI) between 10 and 11; Ghebremichael et al. [24]
studied a cationic protein with pl greater than 9.6 and molecular
mass less than 6.5 kDa that showed coagulation efficiencies of
heat-treated samples slightly higher than raw samples. Heat
treatment promotes the molecular vibration and this can be
responsible for better coagulation efficiency. Gassenschimdt et al.
[36] purified a flocculating cationic protein with pl greater than 9.6
and molecular mass less than 6.5 kDa. Furthermore, Okuda et al.
[37] founded a coagulant compound in saline extract of M. oleifera
seeds that was neither protein, nor polysaccharide or lipid.

Coagulant activity of high-molecular cationic polyacrylamide
derivatives has been explained by the bridge formation model;
coagulation of negatively charged particles is a result of binding by
Coulomb forces of positively charged particles and neutralization
of part of the surface charge. Reduced electrostatic repulsion leads
to the agglomeration and formation of flocs by bridges between
negatively charged particles [36]. This mechanism may explain
cMolL coagulant properties when positively charged proteins bind
to parts of surface from negatively charged particles, flocs are
formed and coagulation is observed.

M. oleifera may provide an interesting model for structural
comparison of lectins since all extracts from distinct M. oleifera
tissues revealed HA and others different lectins are present in the
seeds.

In this paper a new thermoresistant coagulant lectin (cMoL)
was purified from seed flour using a simple technique. M. oleifera
coagulant proteins, cMoL and WSMolL, could contribute to unravel
the function of products from a unique gene or genes in the plant.

Extracts, 0-60F and cMoL showed water coagulant properties in
the same proportions. Similar results were found with aluminium
sulphate, the most common synthetic coagulant used in water
treatment all over the world. In conclusion, M. oleifera seed
preparations and cMoL can be applied to water treatment for

human consumption. The production of filters containing cMoL is
already being developed in our laboratories.
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6. CONCLUSOES

* AH foi detectada em todos os extratos obtidos cidas deM. oleiferg

* A maior atividade especifica foi determinada enradgs de cascas do tronco,
flores e raques da inflorescéncia;

* Ensaios de inibicdo da AH revelaram que os extrddsstecidos d&l. oleifera
foram parcial e diferentemente inibidos com cartaias e glicoproteinas;

» Cromatografia de afinidade em gel de guar foi efit® na separacéo de fracdes
puras da lectina de sementedMilenleifera(cMoL);

« O aquecimento de amostra lectinica contendo cMoodstrou que essa
proteina é termoestavel até 7 h a 100° C;

* cMoL se mostrou ativa na faixa de pH 4,0 - 9,0;

« A presenca dos jons Mg C&" e K" aumentaram a AH de cMolL;

* cMoL apresentou maior AH frente a eritrocitos dellbo e humanos do tipo
AB;

 AH de cMoL foi fortemente inibida por ovalbuminaeocaseina e abolida por
asialofetuina;

* Em condi¢cbes desnaturantes e redutoras uma batigappimica principal de
26,5 kDa foi revelada,;

* O peso molecular nativo de cMaleterminado por cromatografia de filtragéo
em gel Sephacryl S-300 foi 30 kDa;

e« PAGE confirmou cMoL como uma proteina basica que fud corada com
reagente de Schiff;

e Extrato, FO-60 e cMoL mostraram propriedades c@agas na agua similares
ao controle positivo sulfato de aluminio, com etkva baixa turvacao;

* Preparacdoes de sementes Me oleifera e cMoL podem ser utilizadas para

remocao de impurezas da agua.
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