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RESUMO 

 

Os métodos empregados para o isolamento de lectinas são diversos e podem combinar diferentes 

processos que em sucessivas etapas chegam a purificar estas moléculas. Suportes magnéticos como 

nanopartículas de óxidos de ferro podem ser empregados a fim de conseguir o isolamento de 

proteínas e enzimas através do uso da separação magnética. O objetivo deste trabalho foi avaliar se 

nanopartículas magnéticas revestidas com levana (MNPs-levana) podem ser usadas como matriz de 

purificação de lectinas a partir de extratos brutos (EB) de sementes de Cratylia mollis e Canavalia 

ensiformis. As MNPs-levana obtidas pelo método de síntese por co-precipitação foram incubadas 

com extrato bruto (EB) de sementes de Cratylia mollis e Canavalia ensiformis. A determinação de 

proteínas, atividade hemaglutinante (HA), inibição da atividade hemaglutinante (HAI) e SDS-

PAGE confirmaram a purificação das lectinas Cramoll 1,4 e Concanavalina A. Para caracterização 

dos materiais, MNPs-levana foram comparadas com nanopartículas magnéticas (MNPs) e MNPs-

levana após incubação com extratos brutos (MNPs-levana com lectinas ligadas), pelas análises 

MEV, EDX e MET. MEV mostrou diferenças entre as superfícies das nanopartículas, com aspectos 

lisos e rugosos em MNPs, superfícies rugosas em MNPs-levana e superfícies planas e rugosas em 

MNPs-levana após incubação com extrato bruto. Análise por MET mostraram diferenças entre as 

dimensões maiores (M) e menores (m) das nanopartículas sintetizadas (MNPs com 
M

D = 15 nm  

3nm e 
m

D = 12 nm  3nm; e MNPs-levancom 
M

D = 23 nm 5 nm e 18 nm 
m

D = 4 nm) e 

revelaram um perfil homogêneo de agregação e forma esférica das nanopartículas. MNPs-levana 

também apresentarampossuir estrutura “núcleo-concha”, devido à presença da levana. Análise de 

EDX realizada mostrou picos mais elevados de C e O, conforme segue: MNPs-levana com lectinas 

ligadas>MNPs-levan>MNPs. Também se observou a presença de Fe em todas as amostras.As 

MNPs-levana mostraram ser matrizes de purificação eficientes, com vantagens como a 

possibilidade de reutilização (quatro vezes); baixo custo e simplicidade, quando comparadas com os 

métodos geralmente usados para purificar essas lectinas. 

Palavras chaves: nanopartículas magnéticas, levana, matriz de purificação, lectinas. 

 

 

 

 



 

 

ABSTRACT 

 

The methods used for lectins isolation are diverse and can combine several processes in successive 

steps to purify these molecules.Magnetic supports such as iron oxides nanoparticles can be 

employed to achieve the isolation of proteins and enzymes through the use of magnetic separation. 

The aim of this work was to evaluate if magnetic nanoparticles coated by levan (MNPs-levan) can 

be used as purification matrix of lectins from Cratylia mollis and Canavalia ensiformis seeds crude 

extracts (CE). The MNPs-levan obtained by co-precipitation synthesis method were incubated with 

crude extracts (CE) of Cratylia mollis and Canavalia ensiformis seed. Protein determination, 

hemaglutinanting activity (HA), hemaglutinanting activity inhibition (HAI)and SDS-PAGE 

confirmed the purification of lectins Cramoll 1,4 and Concanavalin A. For material 

characterization, MNPs-levanwere compared with iron oxide magnetic nanoparticles (MNPs), and 

MNPs-levan after incubation with crude extracts (MNPs with bonded lectins), by SEM, EDX and 

TEM analyses. SEM analysis showed differences between nanoparticles surfaces, with smooth and 

rough aspects in MNPs, rough surfaces in MNPs-levan, and flat and rough surfaces in MNPs-levan 

after CE incubation. TEM analysis showed differences between the large and small dimensionsof 

nanoparticles synthesized (MNPs with 
L
D=15 nm 

+
- 3nm and 

S
D= 12 nm 

+
- 3nm; and MNPs-levan 

with 
L
D= 23 nm 

+
-5 nm and 

S
D= 18 nm 

+
- 4 nm) and an homogeneous profile of aggregation and 

spherical shape.MNPs-levan also presented a core-shell structure due to the levan presence.EDX 

analysis performed showed higher peaks of C and O as follows: MNPs-levan with bonded lectins > 

MNPs-levan> MNPs. Also were observed the presence of Fe in all samples due to the presence of 

magnetite. The MNPs-levan showed to be an efficient purification matrix, with advantages as 

possibility of fourfold reuse, low cost and simplicity when compared with methods generally used 

to purificate these same lectins. 

 

Key words: magnetic nanoparticles; levan; purification matrix; lectins. 
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1. INTRODUÇÃO 

 

Métodos de purificação de biomoléculas têm sido de grande interesse na área 

biotecnológica para o emprego de enzimas, proteínas ou polímeros na indústria de 

alimentos, cosmética e farmacêutica (LEIBOVICI e STARK, 1985; YAMAMOTO et al., 

2000; RICHARDS et al., 2002; GHASEMI et al., 2014; ). Esses métodos podem envolver 

diversos processos para obtenção da biomolécula pura desejada, e o aumento do número de 

etapas envolvidas na purificação pode levar a perda da amostra. Além disso, o processo total 

de isolamento pode tomar muito tempo, ser laborioso e caro, o que inviabiliza a 

aplicabilidade desses em larga escala (SUMMER e HOWELL, 1936; KHAN e NAEEM, 

2011; HE et al., 2013; GAÑÁN et al., 2013; HOU et al., 2013).  

Particularmente, lectinas das mais variadas fontes de animais, plantas e 

microorganismos, têm se destacado pela possibilidade de aplicações na área da saúde (LAM; 

NG, 2011). Por exemplo, a lectina scytovirina (SNV) isolada de cianobactéria foi capaz de 

inibir a replicação o vírus Zaire Ebola; a lectina CrataBL isolada a partir da casca de 

Crataeva tapia é capaz de conduzir animais em condições diabéticas a níveis hipolicêmicos, 

como os apresentados pela insulina; e a cMoL purificada a partir de Moringa oleifera, 

demonstrou possuir atividade anticoagulante, prolongando o tempo requerido de coagulação 

sanguínea,  com o tempo de ativação parcial da tromboplastina aumentado em mais de 300s. 

(LUZ et al., 2013; ALVES etal., 2013; GARRISON et al., 2014). 

As lectinas isoladas a partir de sementes das plantas Canavalia ensiformis e Cratylia 

mollis, chamadas Concanavalina A e Cramoll, respectivamente, têm sido empregadas em 

diversos estudos que vão desde a demonstração de atividades iseticidas, sistemas de 

liberação de insulina, e bionsensores para identificação de Norovírus e sorotipos I,II e III do 

vírus da dengue,  a  demonstração de propriedades antitumorais (FITCHES et al.,2001; LIU 

et al., 2010; AVELINO et al., 2014; LUNA et al., 2014; HONG et al., 2015). Estas 

biomoléculas têm sido purificadas por métodos tradicionalmente aplicados como 

cromatografias, mas também têm sido alvos de buscas alternativas para seus respectivos 

isolamentos, devido ao custo e tempo demandados nos processos de purificação comumente 

empregados (SUMMER; HOWELL, 1936; CORREIA; COELHO, 1995; ANGELI et al., 

2009; SOARES et al., 2011). 
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Como método alternativo, técnicas de separação magnética têm mostrado possuir 

vantagens sobre os processos de cromatografias tradicinais, por sua simplicidade; por 

possibilitarem uma separação suave de biomoléculas mesmo que sejam grandes complexos; 

e por evitarem a quebra destes.  Estas técnicas envolvem o emprego de suportes magnéticos 

de escala micrométrica ou nanométrica, que podem ser facilmente empregados em 

purificações de larga-escala devido aos menores custos e tempo requeridos (CHEN et al., 

2010; SHAO et al.,2011, ZHANG et al.,2013a; HE et al., 2014). Estes suportes magnéticos 

podem ser associados a outros componentes como polímeros ou anticorpos, e se tornarem 

novas matrizes de afinidade, que podem ser recuperadas da mistura a que estas são expostas 

pela simples submissão a um ímã. Ainda como vantagem, estes suportes podem ser 

reutilizados em processos de isolamento posteriores (LEE et al., 2008; ANGELI et al., 2009; 

MALTAS et al., 2011). 

Nanopartículas magnéticas têm sido de grande interesse em processos de separação 

por possuírem uma grande área de superfície na qual é possível o ancoramento e o maior 

carregamento de moléculas como enzimas e proteínas imobilizadas ou ligadas para posterior 

eluição (KHOSHNEVISAN et al., 2011; SHAO et al., 2011;  ZIEGLER-BOROWSKA et 

al., 2014). A possibilidade de utilização de polímeros como revestimento de nanopartículas, 

não só aumenta da estabilidade destas, mas pode contribuir com grupos denominados 

funcionais, ou até mesmo podem servir como intermediários para a biofuncionalização 

desses suportes a fim de alcançar propriedades necessárias para o estabelecimento da ligação 

com o molécula de interesse (LI et al., 2013; RAMIMOGHADAM et al., 2014). 

Neste estudo, foi investigada a possibilidade de purificação de lectinas a partir dos 

extratos brutos de sementes de C. mollis e C. ensiformis utilizando como matriz de afinidade 

nanopartículas magnéticas revestidas com um polímero de D-frutose (levana) isolado a 

partir de Erwinia herbicola.  
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2. REVISÃO DE LITERATURA 

 

2.1 Lectinas: Aspectos gerais 

 Lectinas são proteínas ou glicoproteínas de origem não imune, que se ligam de forma 

reversível e específica a mono ou oligossacarídeos, sem, contudo, alterar a estrutura dos 

carboidratos ligantes (SHARON; LIS, 2002; SHARON, 2007; LAM; NG 2011). As lectinas 

podem ser agrupadas em diferentes famílias de acordo com o número de sítios de ligação a 

carboidratos exibidos, em: merolectinas, hololectinas, quimerolectinas e superlectinas 

(Figura 1). As merolectinas apresentam apenas um sítio de ligação para carboidratos e por 

isto não são capazes de aglutinar células ou precipitar glicoconjugados; as hololectinas 

possuem apenas domínios ligadores de carboidratos com no mínimo dois sítios de ligação 

idênticos ou similares; quimerolectinas, por sua vez, possuem sítios de ligação a 

carboidratos além de outro sítio independente, com atividade catalítica ou biológica; e por 

último, as superlectinas são aquelas capazes de se ligar a diferentes carboidratos por causa 

da presença de pelo menos dois sítios de ligação com diferentes especificidades 

(PEUMANS;VAN DAMME, 1998; LAM;NG 2011). 

 

 

 

 
Figura 1. Categorias das lectinas quanto à estrutura. A. Merolectina; B. 

Hololectina; C. Quimerolectina; D. Superlectina (LIU et al., 2010). 
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As lectinas podem também ser classificadas com base na especificidade dos 

carboidratos reconhecidos, como: específica para glicose/manose; galactose/N-

acetilgalactosamina; fucose; ou ácidos siálicos (KUMAR et al., 2012). Por causa de suas 

especificidades, as lectinas podem ser empregadas em diversas áreas. Um exemplo é o uso 

imunológico de lectina reconhecedora de galactose oriunda de sementes da Vatairea 

macrocarpa (VML) que devido à capacidade de interação com moléculas endógenas da 

imunidade inata e adaptativa, tem sido utilizada para induzir a infiltração de leucócitos no 

modelo de edema de pata, migração de neutrófilos por mecanismos indiretos e indução de 

mediadores quimiotáticos através da ativação de macrófagos (ALENCAR et al., 2004; 

ALENCAR et al., 2003; ALENCAR et al., 2007). As lectinas glicose/ manose específicas 

extraídas das espécies de plantas Cratylia mollis e Canavalia ensiformes, chamadas de 

Cramoll 1,4 e Concanavalina A (Con A) respectivamente, mostram-se aplicáveis na 

terapêutica de câncer (LI et al., 2011; ANDRADE, 2004; MELO, et al., 2010), em 

biosensores,(YANG et al., 2014; OLIVEIRA et al., 2011a) e associadas a matrizes de 

bioafinidade para imobilização ou purificação de  biomoléculas (ANSARI ; HUSAIN, 2012; 

NAPOLEÃO, 2013). 

As lectinas podem ser isoladas de diversos organismos, existem registros na 

literatura da presença destas proteínas em microorganismos, animais e plantas (LAM; NG, 

2011). Lectinas como a POL, purificada da espécie Pleurotus ostreatus foi utilizada como 

adjuvante na vacina de DNA contra o vírus da hepatite B e a lectina isolada do Aspergillus 

fumigatus, importante por sua contribuição na patogenicidade deste em infecções, são 

exemplos de lectinas purificadas a partir de fungos. São exemplos de lectinas provenientes 

de animais a DIRBL, ligadora de ramnose, isolada do soro do peixe Dicentrarchus labrax 

capaz de aglutinar e opsonizar bactérias patogênicas gram-positivas e gram-negativas; a 

BpLec isolada do veneno da serpente Bothrops pauloensis, capaz de inibir bactérias gram-

positivas e de aglutinar formas promastigotas de Leishmania  amazonensis; e a NnL isolada 

da espécie de água viva chamada Nemopilema nomurai, capaz de aglutinar eritrócitos de 

cavalos e bactérias Bacillus subtilis e Escherichia coli (GAO et al.,2013; KUBOI et al.2013, 

CAMMARATA et al. 2014; CASTANHEIRA et al., 2013; ALVES et al, 2013; 

IMAMICHIAND ;YOKOYAMA, 2010;  UPADHYAY et al., 2010). Adicionalmente são 

vários os exemplos de lectinas extraídas de plantas com aplicações biológicas e biomédicas 

diversas, que têm sido de grande interesse por serem de fácil acesso e adequadas ao 
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isolamento e análise de glicoconjugados animais e humanos (PEUMANS e VAN DAMME, 

1998). 

As lectinas oriundas de plantas são divididas em doze famílias de acordo com a 

especificidade a carboidratos, são elas: (1) Aglutininas homólogas de Agaricus bisporus, (2) 

Amaranthins, (3) Homólogos de quitinase Classe V com atividade de lectina, (4) família 

Cyanovirin (5), a família do EEE, (6) Família GNA (7), proteínas com domínios heveína, 

(8) Jacalinas,(9) proteínas com domínios de lectina de leguminosas, (10) domínio LysM, 

(11) Família Nictaba (anteriormente cucurbitáceas lectinas floema), (12) Família de Ricina- 

B (VAN DAMME et al., 2008; FU et al., 2011). 

Essas lectinas podem ser encontradas em diversas partes das plantas de origem, como 

em sementes, flores, frutos, folhas, cascas e raízes (RATANAPO et al., 2001). Em algumas 

partes, essas proteínas são encontradas em grandes quantidades, como por exemplo, 100 g 

de tubérculos de Remusatia vivípara rende 390 mg de lectinas (BHAT et al. 2010); e 100g 

de sementes do feijão francês nº 35 Phaseolus vulgaris rende 1.1 g de lectinas (LAM; NG, 

2010). 

Lectinas purificadas a partir de plantas mostram-se promissoras em atividades 

biológicas importantes como: (1) indução à morte de células cancerígenas por apoptose, 

como membros das famílias de Ricina-B e da família GNA (FU et al., 2011); (2) estímulo da 

proliferação mitogênica de linfócitos humanos, pelas lectinas Cramoll e Con A (MACIEL et 

al, 2004); (3) atividade inseticida contra colônias de Nasutitermes corniger, apresentada pela 

lectina purificada a partir do extrato aquoso da casca da  Crataeva tapia (CrataBL) 

(ARAÚJO et al., 2011); (4) atividade antimicrobiana, como a apresentada pela lectina 

purificada a partir de Archidendron jiringa, com atividade antifungica contra Exserohilum 

turcicum, Fusarium oxysporum e Colletotrichum cassiicola, e antibacteriana contra  Bacillus 

subtilis, Staphylococcus aureus, e Candida albicans (CHARUNGCHITRAK et al., 2011); 

(5) atividade analgésica e antiinflamatória, como a da CcL purificada a partir da alga verde 

Caulerpa cupressoides (VANDERLEI et al., 2010). A tabela 1 mostra exemplos da 

diversidade de aplicações biotecnológicas das lectinas nas áreas de biologia e medicina 

devido à grande capacidade destas moléculas em ligarem carboidratos específicos. 

 

 

http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0308814610015323
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Tabela 1. Aplicações biotecnológicas das lectinas 

Atividade Lectina (fonte) Detalhes Referências 

Hipoglicêmica CrataBL - casca da  

Crataeva tapia 

Tratamento por 10 dias nas doses 

de 10 e 20 mg/kg/dia em 

camundongos diabético-induzidos 

ALVES etal., 2013; 

Anticoagulante cMoL - purificada a partir 

de Moringa oleífera 

Prolongamento do tempo de 

ativação parcial da tromboplastina 

e protrombina 

LUZ et al., 2013;  

 

Pró-inflamatórias e 

anti-inflamatórias 

Lectina oriunda de 

sementes da Vatairea 

macrocarpa; 

Lectina proveniente de 

Lonchocarpus sericeus 

 

Indução da migração de 

neutrófilos em cavidade 

intraperitoneal; 

Inibição da inflamação causada 

no modelo de peritonite; 

ALENCAR et al., 

2005 a;  

ALENCAR et al., 

2005 b; 

 

 

 

 

 

 

 

Elucidação do 

glicocódigo de tecidos 

transformados 

Galectina-3 – proteína 

animal ligadora de ß-

galactosídeo; 

 

 

 

 

Lectina isolada de sementes 

de Salvia bogotensis; 

 

 

 

Lectinas Con A, aglutinina 

Peanut (PNA), aglutinina I 

de Ulex europaeus (UEA-

I), e a aglutinina de 

Maackia amurensis 

(MAA); 

Avaliação da expressão de 

galectina-3 por meio de técnicas 

imunohistoquímicas em vários 

tipos de câncer; 

 

 

 

Alta afinidade e especificidade 

para o antígeno Tn que é 

comumente encontrado em 

células tumorais; 

 

Lectinas conjugadas ao éster de 

acridina para a investigação de 

glicofenótipos em tumores 

cutâneos 

LEE et al., 2009; 

CHIU et al.,2010; 

ARFAOUI-TOUM 

Iet al, 2010; 

HUANG et al.,2008; 

CAY, 2012; 

 

VEGA;PÉREZ,2006; 

 

 

 

 

LIMA et al., 2013; 

Biosensor para 

diagnóstico através 

da sorotipagem do 

vírus da dengue 

BmoLL- purificada a  partir 

da Bauhinia monandra; 

Imobilizada num compósito 

formado por nanopartículas de 

ouro-polianilina (AuNpPANI-

BmoLL); 

ANDRADE et al., 

2011a; 

 

 

 

 

 

 Inseticidas 

MuBL e MuHL, isoladas a 

partir da casca e madeira de  

Myracrodruon urundeuva; 

 

 

CrataBL; isolada a partir da 

casca da Crataeva tapia. 

 

cMoL, uma lectina extraída 

de sementes de Moringa 

oleífera; 

 

Atividade larvicida contra o 

inseto Aedes aegypti; 

 

 

 

Atividade inseticida contra cupins 

da espécie Nasutitermes corniger; 

 

Efeito dose-dependente no peso 

médio de larvas da mariposa 

Anagasta kuehniella; 

SÁ et al, 2009; 

 

 

 

 

ARAÚJO et al, 

2012; 

 

OLIVEIRA et al., 

2011b; 

 

 

 

 

 

 

 

Antimicrobiana  

 

Lectina SPL, ligadora de 

quitina isolada a partir do 

rizoma de Setcreasea 

purpúrea; 

 

 

 

Lectina SVN, purificada a 

partir da cianobactéria 

Atividades antifúngica a 

Rhizoctonia solani, Sclerotinia 

sclerotiorum, Penicillium 

italicum e Helminthosporiun 

maydis e antiviral, inibindo HIV-

1 (IIIB) e HIV-2; 

 

Inibição do vírus Zaire Ebola 

(ZEBOV) e do vírus de Marburg 

 

YAO et al., 2010; 

 

 

 

 

 

GARRISON et al., 

2014; 
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Scytonema varium; 
 

 

Lectinas Dviol, DRL e 

ConBr isoladas das 

espécies Dioclea violacea, 

Dioclea rostrata e 

Canavalia brasiliensis, 

respectivamente; 

 

(MARV) 

 

Atividade antifúngica a leveduras 

isoladas de secreções vaginais; 

 

 

GOMES et al., 2012; 

 

 

 

 

 

 

 

Antitumoral  

 

Lectina de Phaseolus 

vulgaris; 

 

 

 

Lectinas pertencentes à 

família Ricina-B; como a 

RBA isolada de farelo de 

arroz 

 

 

BIL, lectina tipo-C ligadora 

de galactose, isolada do 

veneno da cobra Bothrops 

leucurus; 

 

Lectina ML-I, uma lectina 

pertencente à família 

Ricina-B. 

 

 

Inibição da proliferação de 

células MCF-7 de câncer de 

mama, por indução da  apoptose; 

 

Indução da morte celular 

programada em vários tipos de 

câncer; como inibiçao da 

proliferação de células HL-60 de 

Leucemia promielocítica humana 

via mecanismos citotóxicos. 

 

Indução da morte celular de 

melanoma B16-F10; 

 

 

 

Utilizada como droga anti-

neoplásica ou terapêutico 

adjuvante na quimioterapia e 

radioterapia em  países europeus. 

 

LAM e NG, 2010; 

 

 

 

FU et al, 2011; 

MIYOSHI et al., 

2001; 

 

 

 

 

ARANDA-SOUZA 

et al., 2014 

 

 

 

DE MEJÍA; 

PRISECARU, 2005; 

LIU et al. 2010. 

 

2.2 Lectinas ligadoras de glicose/manose: Cramoll e Concanavalina A (Con A) 

Especificamente, lectinas ligadoras de glucose/manose têm sido reportadas na 

literatura devido às suas diversas aplicações que incluem, por exemplo, efeitos anti-

inflamatórios sob diferentes modelos experimentais, diminuindo a migração celular 

(ASSREUYet al.  1997, 1999). Nos casos das lectinas Cramoll e Con A, ambas pertencentes 

à família Leguminosae, tribo Phaseoleae e à subtribo Diocleinae, mas isoladas de espécies 

diferentes, é amplamente relatada a possibilidade de aplicação destas lectinas ligadoras de 

glisose/manose. Estas lectinas taxonomicamente relacionadas e com características em 

comum, apresentam diferentes perfis de ligação a glicoproteínas e mostram-se de grande 

importância nas áreas biomédica e biotecnológica (SOUZA et al, 2003; ANDRADE et al, 

2011b; PEREIRA et al., 2012; AVELINO et al., 2014; LI et al., 2010). 
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2.2.1 Aplicações de lectinas purificadas a partir de sementes de Cratylia mollis 

(Cramoll) 

Formas moleculares distintas da lectina Cramoll (Figura 2) têm sido caracterizadas e 

purificadas a partir de sementes de Cratylia mollis Mart., conhecida popularmente como 

feijão camaratu.  Esta planta é nativa da região do semiárido do estado de Pernambuco, 

nordeste do Brasil e pertencente à família Leguminosae (CORREIA; COELHO, 1995). 

As primeiras isoformas da Cramoll a serem purificadas foram as isoformas 2 e 3, 

como descrito no trabalho realizado por Paiva e Coelho (1992), e logo após as isoformas 1 e 

4 foram isoladas a partir do trabalho realizado por Correia e Coelho (1995). A Cramoll 1 

(isoforma 1) é a maior lectina isolada a partir da C. mollis, contendo 236 resíduos de 

aminoácidos e 82% de sua sequência, além de também sua arquitetura topológica 

basicamente idênticas a da Con A (CORREIA;COELHO, 1995; SOUZA et al., 2003). 

Estudos de caracterização das isoformas revelaram que as formas moleculares 1, 2 e 

4 são ligadoras de glicose-manose, enquanto que a isoforma 3 é galactose-específica. As 

isoformas 1 e 3 são as isolectinas mais abundantes das sementes de C. mollis (CORREIA 

;COELHO, 1995; PAIVA ;COELHO, 1992; SANTOS et al., 2004). 

 

 

 

Figura 2. Estrutura molecular terciária da Cramoll (SOUZA et al., 2003). 



9 

 

Devido às suas diferentes propriedades, são descritas várias aplicações da Cramoll. 

Particularmente a preparação contendo as isoformas 1 e 4, a Cramoll 1,4, tem sido avaliada 

quanto a sua influência em atividade mitogênica de linfócitos e esplenócitos, mostrando a 

estimulação da proliferação celular in vitro; e sua atividade imunomoduladora sobre 

linfócitos, induzindo a alta produção de IFN-γ  e devido a isso uma resposta Th1; e a 

supressão da produção de óxido nítrico, exibindo atividade anti-inflamatória (MELO et al., 

2010; MELO et al, 2011a; MACIEL et al.,2004). Além disso, a Cramoll 1,4 induziu a 

produção das citocinas IL-6, IL-17A e IL-22 em culturas de esplenócitos de camundongos 

BALB/c, com produção de IL-6 e IL-22, 5 vezes e 3,8 vezes maiores, respectivamente, que 

a produção induzida pela Con A. Ainda, a Cramoll 1,4 induziu a produção de todas as 

citocinas citadas anteriormente, incluindo a IL-23 em culturas de células mononucleres de 

sangue periférico humano, mostrando ter uma aplicabilidade biotecnológica importante para 

a via Th17 de produção de citocinas. Adicionalmente, a preparação 1,4 foi capaz de gerar 

memória imunológica, propriedade que não foi apresentada pela Con A em nenhuma das 

condições testadas para IL-6, IL-17A, IL-22 e IL-23 (OLIVEIRA et al., 2013). 

Os efeitos da Cramoll 1,4 foram também avaliados em modelos murinos infectados 

na cauda e por via subcutânea com Schistosomiasis mansoni. Os animais infectados foram 

tratados diariamente com 7mg kg−
1
 por sete dias; tratados com única dose de 50mg kg

−1 

quarenta dias após a infecção e não tratados. No 35º dia após infecção, os ovos das fezes dos 

animais foram contados a cada três dias até o 56º dia após o tratamento, quando os animais 

tiveram fígados e baços coletados para a contagem e teste de coloração histoquímica de 

granulomas. O tratamento com Cramoll 1,4 reduziu o número de vermes adultos no sistema 

portal-hepático, cerca de 79% no grupo tratado após 40 dias e 71% no grupo tratado por 7 

dias, ambos em relação ao grupo sem tratamento. Houve redução em 40% e 70% do número 

de granulomas nos grupos tratados por 7 dias e 40 dias após infecção, respectivamente, além 

de diminuição do número de ovos liberados nas fezes dos animais. Na histoquímica, as 

lectinas conjugadas a peroxidase também demonstraram diferenças no padrão de 

distribuição de carboidratos na superfície dos granulomas, revelando a Cramoll 1,4 como 

um potencial biomacador e sua potencial atividade anti-helmíntica (MELO et al, 2011b). 

No trabalho realizado por Melo et al. (2011c), a Cramoll 1,4 foi utilizada para o 

tratamento de feridas cutâneas em camundongos sadios e imunocomprometidos com 

metotrexato e vários parâmetros foram observados incluindo edema, hiperemia, sarna, 
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tecidos de granulação e cicatrização, e a contração das feridas. Nas lesões tratadas, foi visto 

que na fase fibroblástica houve maior deposição de fibras de colágeno e na fase de 

maturação a atividade cicatrizante da Cramoll 1,4 mostrou-se completa no 10º dia, enquanto 

que a do grupo controle, apenas no 12º dia. Além disso, todos os grupos mostraram-se 

contaminados pela presença de microrganismos, como Staphylococcus sp. e Micrococcus 

spp, porém os grupos tratados com Cramoll não apresentaram contaminação de suas lesões 

experimentais. Os grupos tratados apresentaram alto edema e chegada de células 

polimorfonucleares nos sítios lesionados, além de excelente mecanismo de reparo e 

fechamento das feridas, mostrando a Cramoll como um potencial composto cicatrizante. 

Em 2012, no trabalho realizado por Pereira et al., uma associação da Cramoll 1,4 

com um hidrogel foi testada em queimaduras de segundo grau. O estudo foi realizado com 

dois grupos experimentais formados por ratos machos Wistar, Rattus norvegicus. Ambos os 

grupos foram submetidos à lesão por queimaduras de 2º grau e tratados por 35 dias 

consecutivos com 100µL de hidrogel: o grupo 1 (G1) tratado com 100µg de Cramoll 1,4/mL 

de hidrogel e o grupo 2 (G2), apenas com o hidrogel. Durante os 35 dias de tratamento 

foram observados parâmetros clínicos, retração das feridas, avaliações hematológicas e 

bioquímicas, além da histopatologia. Foi concluído que o hidrogel com Cramoll 1,4 foi 

capaz de acelerar a granulação, apresentando o aumento de fibroblastos e organização de 

colágeno no centro da lesão, e a retração das feridas, pois o G1 apresentou alta contração de 

suas lesões em comparação ao G2. Além disso, o tempo requerido para processo de 

reepitelização foi menor no grupo tratado com a lectina, sendo iniciado no 14º dia. Esses 

dados indicam a possibilidade do tratamento de queimaduras térmicas utilizando a Cramoll 

1,4 em associação com bioprodutos como o hidrogel (PEREIRA et al.,2012). 

A Cramoll ainda teve sua atividade avaliada como antitumoral. No trabalho de 

Andrade et al. (2004), a Cramoll foi encapsulada dentro de lipossomas, com uma taxa de 

encapsulação de 84% (700µg/ml) e sua atividade antitumoral foi testada em camundongos 

albinos suíços, que tiveram células ascíticas tumorais injetadas subcutâneamente em sua 

região iguinal. Nestes animais, foi vista uma inibição de 71% de Sarcoma 180 e foram 

avaliados histopatologicamente o tumor, fígado, rins e baço. O encapsulamento da Cramoll 

preveniu a citotoxicidade nos rins e baço. 

No estudo realizado por Lima et al (2010), as isoformas Cramoll 1,4 e Cramoll 3 

foram conjugadas a Peroxidase de rábano (HRP) e aplicadas na avaliação histoquímica de 

tecidos prostáticos humanos normais, hiperplasia e carcinoma da próstata. A Cramoll 1,4 
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corou fracamente o citoplasma de células normais da próstata, e não corou o estroma de 

tecidos normais; já os casos de hiperplasia foram corados intensamente por esta lectina; e 

nos casos de carcinoma prostático a intensidade de coloração foi diminuída, mas apresentou-

se em grau moderado e mais evidente ao utilizar os conjugados com Cramoll 1,4 em 

comparação com a Con A. Além disso, a Cramoll 3 destacou-se por corar intensamente a 

membrana apical e secreção luminal de células tumorais, enquanto o estroma foi 

moderadamente corado por esta isoforma. Assim, as duas isoformas da Cramoll mostraram-

se capazes de ligar diferentemente células normais e tumorais e detectar mudanças 

neoplásicas sutis de patologias histologicamente relacionadas, devido à variação do 

glicocódigo expresso nestas células (LIMA et al., 2010). 

Além das aplicações descritas anteriormente, a Cramoll foi também empregada em 

biosensores com diferentes funções. Trabalhos publicados em 2011 e mais recentemente em 

2014 mostram a versatilidade e funcionalidade destas lectinas. No estudo realizado por 

Oliveira et al. (2011c), um biosensor  eletroquímico, PVM–AuNpCis–CramoLL, baseado 

em nanopartículas de ouro- L-cisteína modificado por uma  camada a 0,2% de PVM (Poli-

Cloreto de Vinilo-vinil ácido maleico acetato) e Cramoll, foi criado para o reconhecimento 

de  LPS (lipopolissacarídeos) das bactérias Escherichia coli, Serratia marcescens, 

Salmonellaenterica e Klebsiella pneumoniae, considerado um fator de virulência presente 

nestes microorganismos de importância para saúde pública, controle alimentar e biodefesas. 

A Cramoll manteve sua atividade biológica mesmo após a exposição à superfície do eletrodo 

e foi capaz de reconhecer os resíduos de glicose e manose na estrutura do LPS de bactérias 

como da S. marcescens. Este sensor biológico composto com o auxílio da Cramoll obteve 

alta sensibilidade, estabilidade e reprodutibilidade, e mostrou ter sua sensibilidade inibida ao 

LPS pelo teste de inibição da lectina por outros carboidratos, o que destaca a importância 

crucial do sistema biosensível criado (OLIVEIRA et al. 2011c). 

Biosensores com Cramoll também foram desenvolvidos para a detecção de 

componentes relacionados à dengue. Um exemplo é o biosistema desenvolvido por Oliveira 

et al. (2011d), que consiste de um eletrodo de ouro e Cramoll para a detecção de 

glicoproteínas de soro de pacientes contaminados com sorotipos diferentes do vírus da 

dengue. O eletrodo de ouro teve sua superfície modificada por PVB–Fe3O4–Cramoll-BSA, 

um sistema composto por soluções de polivinil formol clorofórmio, nanopartíclas de Fe3O4, 

Cramoll e albumina de soro bovino. O biosensor foi incubado com o soro de pacientes 
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infectados pelos sorotipos I, II e III. Neste estudo foi visto que o biosensor foi capaz de 

detectar efetivamente a presença de vírus da dengue em cerca de minutos em pequenos 

volumes de amostra, o que foi devido à capacidade da Cramoll em reconhecer diferentes 

padrões de glicoproteínas relacionadas a sintomas específicos. O biosensor baseado na 

especificidade desta lectina, mostrou ter boa sensibilidade e reprodutibilidade, podendo ser 

utilizado para detectar proteínas anormais no soro de pacientes infectados (OLIVEIRA et 

al.,2011d). 

Trabalho semelhante foi realizado por Avelino et al. (2014), onde um biosensor 

baseado em um nanocompósito híbrido formado por  nanopartículas, polianilina e Cramoll 

(AuNps-PANI-Cramoll), foi utilizado para detectar glicoproteínas anormais de pacientes 

infectados com os sorotipos I, II e III do vírus da dengue, além de análises eletroquímicas de 

pacientes com febre da dengue clássica e febre hemorrágica. Microscopia eletrônica de 

varredura realizada com o biosensor em diferentes incubações com os sorotipos mostrou 

uma adsorção heterogênea das glicoproteínas à superfície do eletrodo, havendo maior 

agregação quando o sistema foi incubado ao sorotipo III. Essa característica heterogênea foi 

atribuída à capacidade da Cramoll em ligar diferentes glicoproteínas no plasma humano, 

exibindo alta afinidade a α-D-glucose, α-D–mannose. Em suma, o sensor desenvolvido além 

de demonstrar boa sensibilidade e reprodutibilidade, foi capaz também de identificar os 

diferentes estágios de infecção da doença (AVELINO et al., 2014). 

Lectinas purificadas a partir de sementes de Cratylia mollis também têm sido 

utilizadas para purificação/isolamento de outras biomoléculas, por meio de sua imobilização 

em matrizes de purificação. Este tipo de aplicação vem sendo relatada desde 1997, quando o 

trabalho de Lima et al. descreveu o emprego da Cramoll imobilizada em Sepharose CL-4B, 

formando assim uma coluna de afinidade, que foi capaz de isolar glicoproteínas a partir de 

plasma humano, incluindo a lecitina-colesterol aciltransferase. Esta matriz Cramoll-

Sepharose-4B foi eficiente em precipitar as glicoproteínas (cerca de 10% das glicoproteínas 

do plasma humano), por causa da alta taxa de imobilização à Sepharose (95 %). A coluna 

produzida com Cramoll quando comparada a outra matriz de purificação formada por Con 

A-Sepharose, mostrou elevado grau de pureza do produto obtido, a lecitina-colesterol 

aciltransferase, que nem mesmo foi retida pela matriz com Con A (LIMA et al, 1997). 
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Em 2003, no trabalho realizado por Paiva et al., um inibidor de tripsina  de sementes 

de Echinodorus paniculatus foi isolado a partir da cromatografia de afinidade  utilizando  as 

isolectinas Cramoll 1, 2, 3 imobilizadas em Sepharose (Cra Iso 1,2,3-Sepharose). Cerca de 

90% das isolectinas ofertadas foram ligadas efetivamente a Sepharose 4B e, devido aos 

sítios de ligação a carboidratos disponíveis destas isolectinas, foi possível o isolamento do 

inibidor de tripsina com rendimento de 32%. A matriz produzida pode, portanto ser utilizada 

para caracterização do sítio glicosilado do inibidor. Além disso, houve a constatação de que 

as isolectinas mantiveram sua atividade mesmo após a imobilização, o que sugere a utilidade 

desta matriz de afinidade para a purificação de moléculas glicosiladas (PAIVA et al., 2003). 

Silva et al. (2011) imobilizaram a preparação 1,4 da Cramoll em Sepharose CL-4Be 

empregaram a matriz resultante para a purificação da proteína ApcSP de sementes de soja, 

Glycine max. Com o protocolo utilizado, foi obtida uma imobilização de 100% das lectinas 

ofertadas, com 10mg de proteína/mL de gel. A coluna formada por esta matriz, Cramoll 1,4-

Sepharose CL-4B, removeu 20,4% das proteínas da fração dialisada F0-40, contendo a 

AscSP. Esta glicoproteína demonstrou atividade anticoagulante e antiplaquetária in vitro. 

Destaca-se, portanto, a importância e utilidade da matriz empregada por sua afinidade a 

moléculas glicosiladas (SILVA et al., 2011). 

Matrizes utilizando isoformas da Cramoll, Cramoll 1,2,3-Sepharose e Cramoll 3-

Sepharose, foram empregadas para o isolamento de glicoproteínas de soro fetal bovino, ovo 

branco de galinha, colostro humano e plasma de sangue humano. A matriz formada por 

Cramoll 1,2,3-Sepharose foi avaliada como suporte para purificação de glicoproteínas 

encontradas no soro bovino, tendo-se uma proteína eluída similar ao padrão da fetuína 

bovina comercial no SDS-PAGE. Enquanto a matriz Cramoll 3-Sepharose destacou-se por 

ligar a ovoalbumina e outras proteínas encontradas no ovo de galinha, e a duas principais 

proteínas plasmáticas de sangue humano semelhantes em peso molecular a albumina e 

fetuína. Quanto às glicoproteínas encontradas no colostro humano, nenhuma das matrizes foi 

capaz isolar tais moléculas. O isolamento das glicoproteínas das misturas complexas foi 

alcançado devido à presença de resíduos de carboidratos como manose, hexosaminas e ácido 

siálicos (NAPOLEÃO et al., 2013). 

2.2.2 Aplicações de lectinas purificadas a partir de sementes de Canavalia ensiformis 

 A partir de sementes da Canavalia ensiformis, uma planta que é nomeada 

popularmente como feijão de porco, pertencente à família Leguminosae e utilizada 
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comumente na alimentação humana e animal no Brasil, é possível isolar a Concanavalina A 

(Con A), uma lectina ligadora de glicose-manose e dependente de íons 

Ca
2+

/Mn
2+

(GOLDSTEIN et al, 1965; EDELMAN et al, 1972; SOARES et al, 2011). O 

estudo da estrutura tridimensional e covalente dessa lectina elucidou sua forma monomérica 

com 238 resíduos de aminoácidos, porém esta hemaglutinina também pode ocorrer em 

dímeros e tetrâmeros a depender do pH do meio em que estas são expostas (Figura 3) 

(EDELMAN et al., 1972; AGRAWAL e GOLDSTEIN, 1965; LI et al., 2011). 

 

 

 

 

  

A Con A foi a primeira aglutinina a ser isolada em forma cristalina e a primeira 

lectina a ser purificada, sendo uma das lectinas mais estudadas e caracterizadas por suas 

propriedades únicas (SUMMER; HOWELL, 1936; CORREIA; COELHO, 1995). Esta 

lectina tem sido investigada amplamente devido a sua habilidade em formar complexos 

específicos com biomoléculas que carregam grupos de manose ou glicose e tem sido por 

isso descrita na literatura como aglutinadora de eritrócitos de cães, gatos, cavalos, coelho 

entre outros animais; aglutinadora de bactérias como Mycobacterium e Actinomyces e  capaz 

de precipitar globulinas e mucinas gástricas (SUMMER; HOWELL, 1936; BAHAR; 

Figura 3. Estrutura molecular da Concanavalina A. (A) Estrutura primária e 

secundária da Con A; (B) Estrutura cristalina tridimensional da Con A; (C)Estrutura 

quaternária da Con A (Li et al., 2011). 
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TUNCEL, 2004). Desde a sua descoberta e caracterização inicial, a Con A tem sido aplicada 

em diversas áreas ao longo de anos de pesquisas, que envolvem desde a sua utilização no 

controle de insetos até ao tratamento de tumores e aplicação em microhidrogéis para a 

liberação de insulina (FITCHES et al.,2001; LI et al., 2010; YIN et al., 2012). 

A respeito de sua influência no câncer, a Con A tem sido reportada em vários estudos 

como possuidora de atividades antitumoral e antiproliferativa de células cancerígenas. As 

vias pelas quais ela atua envolvem a morte celular programada (apoptose) de células 

cancerígenas, atuando via mitocondrial em diversos tipos celulares como células PU-1.8, 

células A375 de melanoma humano e células HepG2 de carcinoma hepatocelular de 

fígado(LI et al., 2010; LIU et al, 2009; LIU et al., 2010); inibição da sobrevivência de 

células cancerígenas pelas vias de anti-angiogênese IKK-NF-kB-COX-2, SHP-2-MEK-1-

ERK, e SHP-2-Ras-ERK; e autofagia, induzindo a morte de células por internalização da 

Con A ao se ligar a resíduos de manose presentes na membrana, o que leva à entrada desta 

lectina na mitocôndria e gera uma diminuição do potencial de membrana com início da 

autofagia (CHANG et al., 2007; LI et al., 2011).  

Em estudos pré-clínicos com animais, a Con A levou células cancerígenas à morte 

por uma imunomodulação induzindo a mitogênese de células T, além da autofagia 

citotóxica, demonstrando um efeito terapêutico anti-hepatoma por inibição da formação de 

tumores e a maior sobrevivência dos animais. Este efeito ocorreu por meio da deposição de 

Con A em nódulos hepáticos ativando e recrutando células para dentro do fígado, inclusive 

células T CD4
+
e T CD8

+
, para as quais os antígenos das células do hepatoma são 

processados e apresentados, levando a uma resposta específica de células T contra esses 

tumores (LEI e CHANG, 2007). A Con A foi também capaz de estabelecer memória 

imunológica contra tumores, induzindo a erradicação do hepatoma e prevenção da formação 

de tumores futuros no estudo realizado por Chang et al. (2007). Porém, a Con A exibiu ter 

um efeito inibidor direto na formação de nódulos tumorais de câncer de fígado, 

independentemente da ativação linfocitária, em camundongos com imunodeficiência 

combinada severa (SCID) (LEI e CHANG, 2009). Assim, a morte ou inibição da formação 

de novos tumores induzidos pelos mecanismos moleculares de ação da Con A, abrem uma 

nova perspectiva envolvendo o uso desta como agente terapêutico contra o câncer (LI et al., 

2011). 
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A Con A também tem sido empregada na síntese de sensores/biosensores com 

diversas aplicações, sendo desenvolvida uma série de trabalhos recentes que têm revelado a 

empregabilidade desta lectina para detecção de toxinas bacterianas, glicoproteínas, vírus e 

câncer, por exemplo (SILVA et al., 2014; LUNA et al., 2014; HONG, et al., 2015; YANG et 

al., 2014). 

No trabalho de Silva et al (2014), um sensor eletroquímico baseado em filmes de 

Polianilina (PANI) e Con A foi sintetizado com o intuito de detectar o LPS de Escherichia 

coli e o ácido lipoteicóico (LTA) de Staphylococcus aureus. Os filmes de PANI 

desenvolvidos na superfície de eletrodos de aço inoxidável foram modificados com 

glutaraldeído (sistema PANIG) a fim de possibilitar a imobilização da Con A, e logo após o 

sistema foi envolvido por uma solução de BSA a fim de preencher os sítios ativos do 

sistema. Uma vez criados, os eletrodos modificados com PANIG–ConA–BSA foram 

expostos a concentrações variadas (50-200µg/mL) dos componentes bacterianos. Os 

resultados mostraram que a Con A mantém a sua capacidade de ligação aos carboidratos 

mesmo após sua imobilização no eletrodo e que houve um reconhecimento de 

glicoconjugados da E. coli e S. aureus. O mecanismo de detecção da toxina na interface da 

Con A foi semelhante ao estabelecido para Cramoll devido à presença de resíduos de 

carboidratos encontrados no LPS da E. coli, que possui resíduos de galactosamina, ramnose, 

glucose e galactose, possibilitando a interação do sistema com a estrutura do LPS. Em 

algumas formas de ácido teicóico são encontrados resíduos D-Glc ou GlcNAc, o que 

possibilitou a ligação da Con A e o sucesso do biosensor na detecção de toxinas bacterianas 

(OLIVEIRA et al., 2011c; SILVA et al., 2014). 

Devido à necessidade do desenvolvimento de meios rápidos e específicos para 

diagnóstico nos estágios iniciais da dengue, um biosensor composto de um eletrodo de ouro 

com superfície modificada pela adição de monocamada lipídica por imersão em solução 

com lipossomas e adição de Con A, foi desenvolvido com o objetivo de identificar 

especificamente glicoproteínas em soros de pacientes infectados com sorotipos do vírus da 

dengue (DENV1, DENV2 e DENV3). Logo após sua formação, o eletrodo Au-Lipid-Con A 

foi exposto aos soros de sangue de pacientes infectados e foi visto que o sistema apresentou 

resposta linear às diferentes concentrações de soro com os sorotipos I, II e III. Os 

biosensores foram úteis na identificação de glicoproteínas no soro dos pacientes com dengue 

por meio do reconhecimento específico para manose da Con A, presentes por exemplo, na 
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proteína C3 decorrente da ativação do sistema complemento, que contêm subunidades de 

carboidratos como Man 5-9 (GlcNAc)2 (MIKI et al., 1986; LUNA et al., 2014). 

Hong et al.(2015) utilizaram Con A para construção de biosensor útil para o 

reconhecimento do norovírus (NoV), um patógeno que pode causar doenças gastrointestinais 

e que tem grande relevância quanto à sua detecção como forma de prevenir intoxicações 

alimentares. Para isto, a Con A foi imobilizada em um eletrodo de ouro nanoestruturado 

seguida do tratamento com Mercaptohexanol (MCH), e incubado com seis concentrações 

diferentes de NoV (10
1
 cópias/mL a 10

6
 cópias/mL). O sensor criado mostrou ser 

extremamente seletivo e sensível (aproximadamente 98%) tendo os norovírus ligados 

seletivamente a Con A; ter boa reprodutibilidade (cinco eletrodos testados) e boa 

estabilidade térmica (HONG et al., 2015). 

Um imunosensor amperométrico composto por nanotubos de carbono (CNTs) 

funcionalizados também com a Con A, anticorpos secundários carcinoembrionários e 

peroxidase de rábano (HRP-Ab2) foi criado para a detecção de antígeno carcinoembrionário 

(CEA), uma glicoproteína acídica muito utilizada como marcador em tumores. A Con A foi 

utilizada neste estudo a fim de ser obtido um duplo sinal de amplificação, por sua introdução 

na sonda baseada em CNTs. A Con A possibilitou a formação de um microambiente 

biocompatível para maior deposição de HRP-Ab2 (anticorpos marcados com peroxidase de 

rábano) na superfície da sonda. O imunosensor formado por CNTs-PDDA-HRP-Con A-

HRPAb2 foi capaz de exibir alta sensibilidade, baixo limite de detecção, longo tempo de 

bioatividade e boa análise de efetividade-custo (YANG et al, 2014). 

Além das propriedades anteriormente citadas, a Con A também tem sido empregada 

para a purificação/isolamento de biomoléculas, por meio de sua imobilização. A invertase de 

Saccharomyces cerevisiae foi purificada através do uso de um carreador polimérico formado 

por uma polimerização de esferas de poli (p-clorometilestireno) (PCMS), no qual a Con A 

foi ligada covalentemente à superfície. Os parâmetros cinéticos da invertase purificada 

comparados com a invertase bruta demonstraram que a atividade específica da invertase 

purificada foi 4,2 vezes maior que a bruta; enquanto a KM da invertase purificada foi igual a 

1: 06%, tendo uma maior afinidade para o seu substrato do que a da invertase bruta. A forma 

purificada mostrou-se mais estável à temperatura devido aos seus grupos glicosilados. Ou 

seja, as formas glicosiladas da invertase são dominantemente isoladas pela Con A devido à 
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alta afinidade que a lectina apresenta no processo de purificação eficiente da invertase, bem 

como de outras glicoproteínas (BAHAR; TUNCEL, 2004). 

No trabalho realizado por Lee et al. (2008), a Con A foi imobilizada em esferas 

magnéticas de estreptavidina com o objetivo de isolar proteínas de membranas plasmáticas 

de vários tipos celulares. A Con A biotinilada foi adicionada à superfície esférica e a matriz 

resultante foi exposta a diferentes preparações de membrana plasmática (MP) que incluíram 

MP de fígado de ratos, de células PC-3 e de células HeLa. O uso das esferas magnéticas-

Con A como um método de cromatografia de afinidade mostrou-se eficiente para o 

isolamento de proteínas de membranas plasmáticas a partir de tecidos ou células, o que pode 

ser importante para a elucidação/identificação de biomarcadores em membranas (LEE et 

al.,2008). 

Devido a estas aplicações em purificação, um estudo sobre PEGlação da Con A, com 

vistas à melhoria da estabilidade desta lectina imobilizada, foi realizado por Wen e 

Niemeyer (2011). A Con A foi imobilizada em suporte Toyopearl e logo após foi PEGlada 

com derivados de poli(etileno glicol) (PEG), um polímero altamente biocompatível, 

anfifílico,  não-tóxico e não-imunogênico. A Con A-PEGlada e Con A nativa tiveram suas 

taxas de ligação e especificidade de ligação a glucose oxidase (GOD) investigadas por 

adsorção isotérmica. A adsorção da GOD na Con A-PEGlada não alterou a capacidade de 

ligação a carboidratos da Con A, e a capacidade de adsorção do Toyopearl-ConA-PEG foi 

altamente conservada (cerca de 90% da capacidade de adsorção inicial). Além disso, a Con 

A-PEGlada exibiu maior estabilidade em condições de mais extremas, tais como a exposição 

a solventes orgânicos e altas temperaturas. Ou seja, a Con A-PEGlada pode ser utilizada em 

processos de biosseparação como a cromatografia de afinidade (WEN; NIEMEYER, 2011). 

No trabalho realizado por Yang et al. (2012), a Con A foi associada a partículas 

magnéticas, desta vez com o objetivo de isolar e  identificar  glicoproteínas de membrana de 

células vivas. O objetivo deste trabalho girou em torno da importância biológica das funções 

das glicoproteínas expressas na membrana de células, que tem um papel crucial 

principalmente com respeito às mudanças da expressão destas em muitas doenças (YANG et 

al., 2011, YANG  et al., 2012). Células HepG-2 foram incubadas com partículas magnéticas 

conjugadas a Con A (CMPCs) e as células ligadas então foram tratadas com um kit de 

extração de glicoproteínas de membrana e as proteínas isoladas foram analisadas. Os 

resultados mostraram que as CMPCs ligaram as células por intermédio da Con A e a ligação 
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estabelecida desta lectina com glicanos de superfície. Estes resultados não foram obtidos por 

partículas magnéticas sem a presença de Con A, que comprovadamente não foram capazes 

de ligar as células e isolar glicoproteínas. Com a utilização das CMPCs, 37 glicoproteínas 

foram isoladas e dentre estas, 25 pertenciam à região extracelular, o que pode ser aplicado 

ao estudo do perfil de glicoproteínas de células em doenças variadas (YANG et al., 2012). 

O conjunto de aplicações da Con A inclui a utilização desta lectina em 

microhidrogéis e hidrogéis para liberação controlada de insulina. Sistemas de liberação de 

insulina têm sido desenvolvidos em diversas pesquisas a fim de ajudar pacientes com 

diabetes mellitus que são isulino-dependentes a controlar suas taxas de glicose sanguínea 

(GORDIJO; SHUHENDLER;WU, 2010; YIN et al., 2012). Neste tipo de sistema, a Con A 

possibilitou que a glicose livre se ligasse aos sítios específicos do complexo formado pela 

Con A-polímero, o que levou à dissociação do complexo e à formação de um sistema de 

liberação regulada (KIM; PARK, 2001). 

Por exemplo, no estudo realizado por Yin et al. (2012), microhidrogéis baseados em  

metacrilato derivados de dextrana (Dex-G) e Con A (Con A-E) foram desenvolvidos, e os 

microhidrogéis  então foram carregados de insulina. Em seguida, os microhidrogéis foram 

avaliados quanto à liberação de insulina in vitro por meio de incubação a 37 °C em PBS (pH 

7,4), com agitação em função do tempo e uma mudança gradual na concentração de glicose 

(0, 4, 10 mg/mL). Foi observado que o aumento da concentração de glicose, promovia 

liberação cumulativa de insulina, com mudanças significativas a cada momento em que a 

concentração de glicose era substituída, e, além disso,quando a concentração de glicose foi 

diminuída para 0mg/mL, a liberação de insulina diminuiu, devido à afinidade reversível da 

Con A e Dex-G, o que indicou a reprodutibilidade dos microhidrogéis. Além disso, um 

ensaio de citotoxicidade in vitro com células do tipo fibroblastos (L929), revelou que os 

microhidrogéis não possuíam citotoxicidade, mantendo a viabilidade da cultura de células 

L929 durante os ensaios de 24, 48 e 72 horas, mostrando boa biocompatibilidade in vitro 

(YIN et al., 2012). 

Com o mesmo objetivo de aplicação, mas matriz diferenciada, estudo posterior 

demonstrou a produção de microhidrogéis baseados em quitosana acrilada glicosiloxietil 

(GEA-quitosana) e Con A ligados por ligação cruzada a genipina para liberação controlada 

de insulina com resposta à glicose. Assim como nos resultados obtidos no estudo realizado 

por Yinet al.(2012), a liberação de insulina in vitro foi influenciada pela exposição à 
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concentrações de glicose. A insulina liberada também provou manter sua estrutura terciária 

mesmo após sua liberação do microgel. Este microgel também não mostrou toxicidade em 

células L929, sendo mantidas mais de 90% das células com viabilidade após 72horas. Testes 

de avaliação da taxa de perda da Con A revelaram que a lectina imobilizada ligou-se através 

de grupos amino a genipina, tendo uma perda insignificativa. Assim como os microhidrogéis 

desenvolvidos anteriormente por este grupo de pesquisa, o microgel formado por quitosana-

Con A-genipina mostraram-se eficientes para liberação de insulina, constituindo mais uma 

alternativa no possível tratamento do diabetes mellitus (YIN et al, 2014). 

A Con A ainda é descrita como possuidora de propriedades inseticida. Em trabalhos 

publicados em 2001 e 2004 por Fitches et al e Sauvion et al, respectivamente, a Con A 

demonstrou ser altamente tóxica ou inibir o crescimento de espécies de insetos que se 

destacam por afetarem culturas importantes economicamente. No trabalho realizado por 

Fitches et al. (2001), larvas de traça de tomate, Lacanobia oleracea que foram expostas a 

uma dieta semiartificial com a Con A, tiveram um acúmulo desta lectina no intestino, 

túbulos de malpighi e na hemolinfa, além de serem acumuladas no corpo da larva. Análise 

tecidual comprovou que  a Con A foi capaz de se ligar a glicoproteínas presentes ao longo 

do trato digestivo dos insetos. A Con A mostrou altos níveis de toxicidade contra as larvas 

alimentadas, principalmente devido ao seu acúmulo nos tecidos do animal, mostrando uma 

ação inseticida (FITCHES et al.,2001). 

O estudo realizado por Sauvion et al (2004) sobre a influência da Con A em afídeo 

de ervilha, Acyrthosiphon pisum, demonstrou por meio de técnicas eletroforética, 

imunohistoquímica e histofluorescência que esta lectina interage com receptores glicosilados 

na superfície de células epiteliais do estômago do afídeo, o que afeta diretamente o 

metabolismo e a função celular do inseto. A Con A age como um inibidor da alimentação. O 

estômago foi o alvo primário da Con A, e quando esta foi ingerida em altas concentrações, 

foi vista a sua presença ao longo de todo trato digestivo. Esta lectina foi capaz de provocar 

inchaço das células epiteliais, além de hipersecreção e deslocamento da membrana apical do 

intestino médio, fatores que revelam como esta lectina é capaz de afetar esses insetos 

(SAUVION et al., 2004). 
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2.3 Métodos utilizados para a purificação de lectinas 

A purificação de lectinas pode envolver diferentes métodos como fracionamento em 

sulfato de amônio, cromatografia de afinidade, cromatografia de troca iônica, cromatografia 

de exclusão molecular/filtração em gel, extração micelar reversa, e sistema de duas fases 

aquosas, que em associação podem isolar estas biomoléculas a partir das mais diferentes 

fontes como sementes, fungos e cianobactérias (SILVA et al., 2012; HE et al., 2015; 

NASCIMENTO et al., 2013; ZHAO et al., 2009; GARRINSON et al., 2014). 

Por exemplo, a CrataBL foi purificada a partir da casca da Crataeva tapia, onde o pó 

da casca foi primeiramente suspenso em NaCl 0,15 M, deixado em agitação por 16 horas a 4 

°C, após isto o mesmo foi filtrado e centrifugado. O sobrenadante considerado o extrato 

bruto foi então fracionado em sulfato de amônio, (NH4)2SO4, a concentração de 30–60%. A 

fração precipitada (30–60 F), logo após foi dialisada e submetida à cromatografia em CM-

celulose (carboxi-metil celulose) e a lectina foi eluída da coluna com NaCl 0,5 M (ROCHA 

et al., 2013). Além de passar por esses processos, a CrataBL ainda foi exposta a 

cromatografia de filtração em gel na coluna Hiprep16/60 Sephacryl S-300 e eluída também 

em NaCl 0,5 M no trabalho realizado por ARAÚJO et al. (2012). 

A purificação da lectina cMoL a partir da farinha das sementes de Moringa oleifera, 

envolveu incubação em NaCl 0,15 M por 6 horas em temperatura ambiente. As proteínas do 

extrato bruto obtido foram precipitadas em fracionamento com sulfato de amônio 0-60%, a 

fração 0-60% obtida após centrifugação foi então dialisada e submetida a cromatografia em  

coluna de gel guar, e a cMoL finalmente foi eluída em NaCl 0,3 M ou NaCl 1,0 M 

(OLIVEIRA et al., 2011b; LUZ et al.,2013). 

No caso da BfL, lectina purificada a partir de sementes de Bauhinia forficata, o 

método utilizado envolveu os seguintes passos: as sementes foram pulverizadas e 

homogeneizadas em tampão fosfato de sódio 0,1M  contendo NaCl 0,15M a 4∘C. Esta 

mistura foi então centrifugada e o sobrenadante considerado o extrato bruto teve suas 

proteínas precipitadas por sulfato de amônio usando saturação de 0-40% e 40-80%. A fração 

40-80% foi dialisada e aplicada em coluna DEAE-Sephadex, as proteínas não adsorvidas 

correspondentes a fração D1 foram eluídas em tampão Tris-HCl, que continha lectinas. A 

fração D1 foi aplicada em coluna de Sepharose-4B e mais uma vez a fração contendo 

lectinas (S1) não foi adsorvida à coluna. A S1 foi submetida à cromatografia de afinidade 

em coluna de quitina, e a fração Q2 de lectinas adsorvidas à matriz foi eluída com ácido 

acético 1,0 M (SILVA et al, 2012). 
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Para purificação de uma lectina a partir do cogumelo Inocybe umbrinella, corpos de 

frutificação foram homogeneizados por uma hora em NaCl 0,15 M, e deixados em repouso a 

4°C, logo após os mesmos foram centrifugados e as proteínas do extrato foram então 

precipitadas com sulfato de amônio (80%) e este precipitado foi suspenso em água e 

dialisado. O extrato bruto foi submetido à cromatografia em DEAE-celulose e duas frações 

de proteínas que foram adsorvidas à coluna, foram eluídas utilizando NaCl 50,0 mM ( fração 

D3) e NaCl 1,0 M (fração D4). A fração D3 que apresentou atividade hemaglutinante, foi 

então submetida à cromatografia de troca iônica em CM-celulose e as proteínas adsorvidas a 

esta coluna foram eluídas com um gradiente de 0-0,3 M de NaCl em 10 mM de tampão 

fosfato. Esta nova fração foi então submetida à filtração em gel por cromatografia líquida de 

proteínas em coluna Superdex 75 HR 10/30 (ZHAO et al., 2009). 

 Assim, pode-se perceber que os processos envolvidos na purificação de lectinas 

podem ser os mais variados e envolver combinações diversas para o isolamento da 

biomolécula de interesse. Por vezes, uma lectina pode ter um protocolo de purificação já 

bem estabelecido, mas ser alvo de tentativas de métodos alternativos que procuram facilitar 

o isolamento da mesma por sua importância biotecnológica. São exemplos deste tipo de 

lectina, a Cramoll e Con A que são destacadas na literatura por suas atividades biológicas e 

que têm sido submetidas a técnicas de isolamento diferenciadas (OLIVEIRA et al., 2011; 

NASCIMENTO et al., 2013; GUO; RUCKESTEIN, 2001). A tabela 2 apresenta os métodos 

de purificação já utilizados para o isolamento destas moléculas. 

 

Tabela 2. Processos de purificação das lectinas Cramoll e Con A a partir dos extratos brutos 

de sementes de Cratylia  mollis e Canavalia ensiformis.  

Lectina Processo de purificação a partir 

do extrato bruto (nº de passos) 

Referências 

 

 

Cramoll 2 

 

 1. Fracionamento com sulfato de 

amônio (40-60%) 

2. Diálise 

3. Cromatografia em coluna 4. 

Sephadex G-75 

5. Coluna de Bio-Gel P-200 

 

 

 

PAIVA; COELHO, 1992 

 

 

Cramoll 3  

1. Fracionamento com sulfato de 

amônio (0-40%) 

2. Coluna de CM-celulose 

3. Cromatografia em coluna de 

Sephadex G-75 

 

 

PAIVA; COELHO, 1992 
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Cramoll 1,4 

 

1. Fracionamento com sulfato de 

amônio (0-40%) 

2. Fracionamento com sulfato de 

amônio (40-60%) 

3. Diálise 

4. Coluna de Sephadex G-75 

 

 

 

 CORREIA; COELHO, 1995 

 

 

 

Sistema aquoso de duas fases: 

1. ATPS PEG/Citrato com extrato 

 

NASCIMENTO et al., 2013 

 

 

 

Cramoll 1 

 

 

 

1. Fracionamento com sulfato de 

amônio (0-40%) 

2. Fracionamento com sulfato de 

amônio (40-60%) 

3. Diálise 

4. Coluna de Sephadex G-75 

5. Diálise 

6. Cromatografia em CM-celulose 

7. Coluna de Bio-Gel P-2 

  

 

 

 

 

 

CORREIA; COELHO, 1995 

 

 

 

 

 

 

 

Concanavalina A 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

1. Extração com acetona a 32% 

2. Filtração 

3. Adição de álcool 

4. Filtração 

5. Adição de solução com 0,2% de 

6.Fosfato neutro e NaCl a 1% 

7. Filtração 

8. Adição de  NaCl (5%) 

9. Filtração 

10. Diálise 

11. Adição de NaCl (10%), e 

dissolução de cristais em ácido 

clorídrico 

12. Adição de fosfato neutro e 

hidróxido de sódio 

13. Diálise 

14. Adição de NaCl saturado a 40 

ºC 

 

  

 

 

     

 

 

 

 

SUMMER; HOWELL,1936 

 

 

 

 

 

 
 

 

 

 

 

1. Incubação da Con A com células 

de Saccharomyces cerevisiae 

(como ligante) previamente mortas 

por exposição a aquecimento em 

banho maria (70ºC), associada a 

separação por ultrafiltração. 

2. Exposição a fibra de poros ligada 

à bomba peristáltica 

 

 

 

MATTIASSON e 

RAMSTORP,1984 

Sistema aquoso de duas fases: 

1. ATPS- PEG/citrato com extrato 

              SOARES et al., 2011 
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1. Fracionamento com sulfato de 

amônio (30-60%) por 12 horas 

2.  Diálise 

3. Exposição a esferas de cálcio 

alginato-celulose 

 

 

KHAN; NAEEM, 2011 

 

  

Em adição a estes métodos de purificação, Angeli et al. (2009) indicaram a utilização 

de compósitos ferromagnéticos com levana (FMZAG-12L) como uma matriz de purificação 

de lectinas. Em seu trabalho, os compósitos foram avaliados quanto à ligação da Con A 

comercial, Cramoll 1,4 e Cramoll 3 previamente purificadas pelos métodos descritos por 

Paiva e Coelho (1992) e Correia e Coelho (1995), e lectinas da preparação F 40-60 de 

sementes de C. mollis. As partículas foram incubadas por 2h a 4ºC com 1 mL das lectinas e 

preparações citadas acima, foram lavadas com NaCl 0,15 M para o desprendimento de 

proteínas não adsorvidas à matriz. As lectinas ligadas à FMZAG-12L foram eluídas com 

glicose 0,3M. A Con A e Cramoll 1 e 4 se ligaram especificamente ao compósito por sua 

afinidade aos resíduos de frutose presentes na levana. A matriz utilizada mostrou ser eficaz 

para o isolamento destas lectinas, e a purificação da Cramoll foi realizada utilizando apenas 

dois passos (fracionamento em sulfato de amônio e ligação à matriz), ao contrário dos quatro 

passos comumente utilizados. Este método além de ser eficiente, mostrou-se simples tanto 

na síntese do compósito como na recuperação das partículas magnéticas pela fácil aplicação 

de um campo magnético; e ainda barato, principalmente devido à possibilidade de 

reutilização dos compósitos (ANGELI et al., 2009). 

Partículas/ esferas magnéticas em escala micrométrica ou nanométrica têm sido 

utilizadas em várias aplicações na área biológica, por exemplo, as mesmas podem ser 

acopladas a proteínas por meio de técnicas de imobilização, ou associadas a polímeros e se 

tornarem novas matrizes de afinidade, que diferentemente das matrizes tradicionais 

compostas, por exemplo, de acrilamida ou agarose, podem ser facilmente recuperadas da 

mistura a que são expostas pela submissão destas a um ímã (técnica de separação 

magnética). Ainda como grande vantagem no processo de separação, estes suportes 

magnéticos podem substituir a centrifugação (LEE et al., 2008; ANGELI et al., 2009; 

MALTAS et al., 2011). 
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2.4 Técnicas de separação utilizando suportes magnéticos 

 Entre as técnicas de separação comumente utilizadas, a extração em fase sólida tem 

sido uma das mais destacadas devido à sua eficiência quanto à seletividade e recuperação de 

moléculas alvo. Neste tipo de extração as moléculas adsorvidas ao suporte sólido de 

afinidade, que podem ser nanomateriais ou materiais mesoporosos, podem se ligar de forma 

irreversível à matriz e o processo muitas vezes pode envolver centrifugação e a co-

precipitação de contaminantes, levando à perda da amostra (HE et al., 2013; GAÑÁN et al., 

2013; HOU et al., 2013). 

 Sólidos magnéticos podem ser utilizados na identificação de biomoléculas, ou até 

mesmo de compostos orgânicos e inorgânicos e ainda serem uma alternativa em processos 

de separação como na técnica de separação magnética (AGUILAR-ARTEAGA et al., 2010). 

No caso da separação magnética como técnica de extração de fase sólida, o material 

magnético é empregado como adsorvente, por exibir afinidade à molécula de interesse. Este 

material que é exposto diretamente à amostra com os componentes alvos (analito), é 

incubado por um tempo e após isto as moléculas adsorvidas são eluídas a partir do 

adsorvente, com captura e recuperação possíveis devido à aplicação de um campo magnético 

que atrai o suporte de afinidade utilizado na separação (Figura 4) (CHEN et al., 2011;TOH 

et al., 2012). 

Esta técnica que vem sendo muito estudada ao longo dos anos tem vantagens sobre 

outros métodos de separação de biomoléculas por envolver uma separação suave e não 

destrutiva, inclusive de grandes complexos, como proteínas, que podem ser facilmente 

quebrados na cromatografia tradicional. Além disso, o material utilizado nesta técnica tem 

boa compatibilidade, grande área de superfície para ligação, são facilmente manipulados 

quanto à sua funcionalização e ainda podem ser empregados em larga escala por sua 

eficiência e por demandar menos tempo para a purificação/isolamento de biomoléculas 

(CHEN et al., 2010; SHAO et al.,2011, ZHANG et al.,2013a; HE et al., 2014). 
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Geralmente a separação magnética pode ser realizada diretamente, pela exposição da 

amostra contendo os compostos de interesse às partículas magnéticas de afinidade, mas 

também indiretamente, pela exposição anterior da amostra com o analito alvo a um 

intermediário, por exemplo, anticorpo, que primeiramente se liga ao analito em questão 

formando um complexo que posteriormente é ligado por afinidade às partículas magnéticas. 

Nos dois tipos de separação citados, ambos eficientes, as moléculas de interesse adsorvidas 

aos sólidos magnéticos são separadas destes por eluição e aplicação de um separador 

magnético (SHAO et al., 2011; UYTTENDAELE et al., 2000). 

 

2.5 Nanopartículas magnéticas: suportes de ligação para biomoléculas 

 

 Comumente é descrito na literatura a aplicação de nanomateriais na indústria 

farmacêutica e na medicina como sistemas de liberação de drogas, biosensores ou na 

detecção de doenças (GUPTA e GUPTA, 2005; CHOMOUCKA et al., 2010). E as 

nanopartículas magnéticas (MNPs) têm sido também envolvidas em processos importantes 

na área da saúde, como em terapia gênica assistida magneticamente, engenharia de tecidos e 

em terapia de doenças pela liberação de drogas, que direciona estas para sítios específicos 

onde ocorre a doença, um tratamento-alvo que não causa efeitos sobre outras partes do corpo 

(SHINKAI, 2002; CORCHERO e VILLAVERDE, 2009; CHOMOUCKAet al., 2010). 

Figura 4. Extração de fase sólida- separação magnética. Reproduzido e adaptado 

de Wang et al., 2013  

Adição de partículas magnéticas 

Ímã 

Eluição 

Separação 

magnética 

Extração 

Análise 

Amostra Reuso 
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 No entanto, novas aplicações destes materiais têm sido feitas na área biotecnológica, 

como em catálise orgânica e em processos de bio-separação, que são possíveis através da 

modificação da superfície das nanopartículas magnéticas pela utilização de macromoléculas 

e moléculas orgânicas ou inorgânicas que cobrem o núcleo magnético, oferecendo maior 

estabilização química e funcionalização desses materiais (ZIEGLER-BOROWSKA et al., 

2014).  

 As nanopartículas (NPs) geralmente produzidas apresentam tamanhos menores que 

100 nm em pelo menos uma dimensão, esta diminuição pode alterar as propriedades físicas 

levando ao aumento do número de átomos de superfície, bem como de sua energia, 

diminuindo ainda as imperfeições das NPs produzidas (PARASHAR et al., 2009; 

FARAMARZI e SADIGHI, 2013). 

Por estarem em dimensões nanométricas, as MNPs dispõem de uma grande área de 

ligação e por isto, estes sólidos têm sido aplicados como superfície de imobilização para 

biomoléculas como peptídeos, enzimas, ácidos nucléicos e anticorpos. Além disso, estes 

suportes apresentam baixa toxicidade e podem ser facilmente separados de uma mistura 

complexa devido às suas propriedades magnéticas com subsequente reutilização (WILHEIM 

et al., 2002; DYAL et al., 2003; KHOSHNEVISAN et al., 2011; EASO e 

MOHANAN,2013; ZIEGLER-BOROWSKA, 2014). 

Devido à disponibilidade de grande área superfície específica, o que possibilita maior 

carregamento de moléculas por unidade de massa de partícula, as MNPs têm sido envolvidas 

em uma série de trabalhos de ligação de biomoléculas, especialmente relacionados à 

imobilização, um processo que pode levar a melhoria da estabilidade, modulação de 

propriedades catalíticas, maior atividade, seletividade e reuso de enzimas e proteínas 

(FARAMARZI e SADIGHI, 2013; PANEK et al., 2013; KHOSHNEVISAN et al., 2011; 

JIANG et al., 2009; MATEO et al., 2007; POLIZZI et al., 2007). São exemplos: (1) MNPs 

de Fe3O4 revestidas de quitosana utilizadas para imobilização de acetil xilano esterase 

recombinante, uma enzima produtora de ácido peracético utilizado na degradação de 

poluentes industriais. (2) As MNPs imobilizadoras de trealose sintase recombinante, enzima 

que converte a maltose em trealose e que pode ser aplicada em medicina e indústrias 

cosmética e farmacêutica. (3) MNPs com estrutura “core/shell” (núcleo/ concha) de 

Fe3O4/ZnO que imobilizaram a lipase, enzima amplamente utilizada na síntese orgânica 

devido a características úteis apresentadas como estabilidade a temperaturas extremas e  
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grande especificidade a substratos (ROTHBART et al., 2012; SARAVANAKUMAR et al., 

2014; PANEK et al, 2013; RICHARDS et al., 2002; GHASEMI et al., 2014). 

 Além de serem utilizadas em imobilização, as MNPs podem também ser empregadas 

em processos de bio-separação com o objetivo de purificar moléculas. São exemplos disso, 

as MNPs de Fe3O4 /Au–ANTA–Co
2+

, com superfície modificada por ácido 

mercaptopropiónico (MPA), seguida por conjugação de Nα, Nα-Bis (carboximetil)-L-lisina 

hidratado (ANTA) e subsequentemente o Co
2+

, utilizadas para a purificação da proteína His-

Tag, com uma capacidade de ligação de 74μg/mg de nanopartículas; e as MNPs revestidas 

de amido que purificaram a imunoglobulina G (IgG), obtendo-se uma média de recuperação 

de 98%  das IgGs que foram ligadas, por miligrama de MNPs (ZHANG et al., 

2013b;GAGNON, et al., 2014). 

 

2.5.1 Nanopartículas magnéticas de óxidos de ferro 

  

Os óxidos de ferro têm sido utilizados na composição de nanopartículas magnéticas 

por apresentarem menor toxicidade, maior estabilidade oxidativa e maior estabilidade em 

sistemas não aquosos, quando comparados com metais puros como ferro (Fe) e cobalto (Co) 

(CHOMOUCKAet al., 2010).  

Estes compostos magnéticos têm sido muito aplicados em tecnologia e são 

considerados óxidos metais de transição substanciais, caracterizados pelo seu estado 

trivalente, baixa solubilidade e colorações variadas. Dentre os óxidos de ferro, os de 

estrutura core/shell tem sido as fontes de materiais magnéticos mais amplamente utilizadas 

(DRBOHLAVOVA et al., 2009; ISLAM et al., 2012; CORNELL; SCHWERTMANN, 

1996). Até agora são conhecidas dezesseis fases puras de óxido de ferro, entre elas estão os 

óxidos hematita, maghemita, magnetita; os hidróxidos como hidróxido de ferro (III) e 

hidróxido de ferro (II) e os oxihidróxidos como geotita, ferrihidrita e lepidrococita 

(RAMIMOGHADAM et al., 2014; CORNELL; SCHWERTMANN, 1996). 

Estes compostos magnéticos têm vários polimorfos cristalinos conhecidos e entre 

estes apenas a magnetita (ε-Fe2O3, Fe3O4) e maghemita (β-Fe2O3, γ-Fe2O3) tem sido de 

grande interesse em aplicações biológicas (ZBORIL et al., 2002; TUCEK et al., 2006). Estes 

óxidos de ferro, ambos ferrimagnéticos têm características globais semelhantes, porém 

diferenças em composição e coloração tornam possível a distinção desses materiais. A 

magnetita (Fe3O4), com estrutura cristalina cúbica, possui cor preta e tem a particularidade 
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de conter tanto os íons Fe
2+

 e Fe
3+

, enquanto a maghemita (γ-Fe2O3), com estrutura cúbica 

ou tetragonal, possui cor castanho avermelhada, com íons Fe
3+

 responsáveis pelo seu 

magnetismo (CORNELL; SCHWERTMANN, 2003; RAMIMOGHADAM et al., 2014). 

A magnetita tem se mostrado um dos óxidos de ferro mais importantes. Este material 

possui uma estrutura cristalina espinélio inversa, com uma célula unitária cúbica de face 

centrada com comprimento de 0.839 nm e 32 átomos de oxigênio. Nesta estrutura cristalina 

em particular, os íons Fe
2+

 e metade dos íons Fe
3+

 ocupam os sítios octaédricos, enquanto os 

sítios tetraédricos são ocupados apenas por Fe
3+

. Nesta estrutura, os átomos de ferro 

divalentes ocupam os sítios octaédricos para obter alta estabilização de energia no campo 

cristalino, enquanto os átomos de ferro trivalentes ocupam ambos os sítios citados 

anteriormente obtendo estabilização de energia igual a zero (CORNELL; 

SCHWERTMANN, 2003). Este material tem sido utilizado na síntese de nanopartículas, 

sendo empregado para a formação do núcleo magnético e devido à sua biocompatibilidade, 

vem sendo aplicado na área biomédica (HUBER et al., 2005;TUCEK et al., 2006). 

 

2.5.1.1 Síntese de nanopartículas de óxido de ferro por co-precipitação 

 

Vários métodos podem ser utilizados para a síntese de nanopartículas de óxido de ferro, 

como método sol-gel, técnica de micro-emulsão, técnica de injeção em fluxo, método 

aerosol/vapor, técnica sonoquímica, método hidrotermal e o método de co-precipitação. 

Todos estes enfrentam os mesmos desafios: otimização das condições de reação para 

obtenção de um material em nanoescala; que as nanopartículas produzidas sejam 

monodispersas e que o processo de síntese utilizado possa ser reprodutível permitindo 

aplicação em escala industrial (RAMIMOGHADAM et al., 2014). 

O método de co-precipitação é o mais indicado e a via química líquida mais eficiente 

para a síntese de MNPs de óxido de ferro. Este método é descrito na literatura como o mais 

simples, barato e ecologicamente correto e envolve a precipitação de óxidos de ferro em 

solução aquosa alcalina de sais contendo íons Fe
2+

 e Fe
3+

. A reação é principalmente regida 

pelo ajuste de pH e o processo pode ser dividido em duas fases: a primeira envolve a 

formação de nucleações pequenas e a segunda  envolve o aumento dos núcleos pela difusão 

de solutos para a superfície do cristal formado (KANG et al., 1996; QU et al., 1999; 

MORALES et al., 1999). Neste processo, o controle do tamanho das MNPs monodispersas 

criadas é realizado no primeiro passo e em adição a isto, sabe-se que o tamanho e a forma 
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das nanopartículas de óxido de ferro pode ser personalizado pelo tipo de sal utilizado (como 

cloretos, sulfatos, nitratos, percloratos, etc), pH, força iônica, temperatura e pela proporção 

entre os íons férrico e ferroso utilizados na reação (BABES et al., 1999; TARJAT et al., 

2005). 

 

2.5.1.2 Estabilidade e bio-funcionalização de nanopartículas magnéticas 

 

As propriedades das nanopartículas magnéticas são determinadas por vários fatores 

que incluem a composição química, a forma, tamanho, a interação destas com outras 

partículas vizinhas ou com os componentes do meio, entre outros (EASO; MOHANAN, 

2013). Sabe-se que um dos principais problemas relacionados às MNPs é que devido à 

ampla área de superfície em relação ao volume, esses materiais tendem a agregação, 

diminuindo a energia de superfície pela formação de atrações dipolo entre as MNPs, por 

estas terem superfícies hidrofóbicas (EASO; MOHANAN, 2013; LU et al., 2007). Devido a 

isso, vários materiais têm sido utilizados como revestimento a fim de melhorar a 

estabilidade desses sólidos magnéticos possibilitando maior dispersividade no meio 

(SHUBAYEV et al., 2009). 

As nanopartículas podem ser revestidas com silanos, organosilanos, sílica, ácido 

oleico, proteínas e polímeros, dentre outros compostos, a fim de alcançar melhores 

propriedades físicas e químicas. Estes revestimentos possibilitam a formação da estrutura 

core/shell, na qual o núcleo é composto por material magnético e o revestimento por um dos 

compostos anteriormente citados. Estas MNPs de estrutura core/shell têm vantagens como 

boa dispersão,  alta estabilidade contra oxidação e ainda grande quantidade de drogas podem 

ser ligadas e carregadas em revestimentos como polímeros (HU et al., 2006; SKAAT e 

MARGEL, 2009;CHEN et al., 2008; CAI et al., 2007; HUANG et al., 2009). 

Particularmente o uso de polímeros como revestimento de MNPs tem atraído 

bastante atenção devido às suas propriedades únicas, como o melhoramento das forças 

atrativas das nanopartículas; por dar às MNPs a possibilidade de serem aplicadas em várias 

áreas, inclusive na liberação de drogas; e por darem a estas características físicas e químicas 

flexíveis exclusivas (RAMIMOGHADAM et al., 2014; CHOMOUCKA et al., 2010). A 

camada de proteção ou matriz protetora que pode ser formada por polímeros, não só protege 

as MNPs de agregação e degradação, mas também pode dar a estas nanopartículas grupos 

funcionais como -NH2 e –COOH, que possibilitam a ligação de proteínas e enzimas, 
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processo chamado de bio-funcionalização. Proteínas, por exemplo, podem se ligar ou serem 

adsorvidas à superfície hidrofóbica formada através do polímero que reveste a MNP (LI et 

al., 2013). 

 Além disso, MNPs já estabilizadas com algum tipo de revestimento podem ainda ter 

suas superfícies modificadas pela adição de materiais funcionais que dão hidrofobicidade ou 

afinidade a estes materiais magnéticos. Por exemplo, a histidina e a biotina são exemplos de 

ligantes de afinidade incluídos na superfície de esferas magnéticas a fim de atuarem num 

biorreconhecimento específico. A bio-funcionalização pode ser realizada não só pela adição 

de grupamentos químicos funcionais, mas pela adição de anticorpos a fim de isolar células 

que expressam algum antígeno específico; ou adição de oligonucleotídeos a fim de separar e 

purificar ácidos nucléicos, como pode ser observado na figura 5 (HE et al, 2014; 

VLˇCKOVÁ et al., 2014; COLOMBO et al., 2012). 

 

 

 

 

 

2.6 Levana como polímero de revestimento de nanopartículas magnéticas 

 

 A levana é um biopolímero formado por resíduos de D-frutose unidos por ligações β-

(2→6), com ramificações ocasionais β-(2→1) que pode ser encontrado em muitas plantas e 

produtos microbianos. Elas são levorrotatórias, amorfas ou microcristalinas, de solubilidade 

Figura 5. Procedimento geral de separação magnética com partículas magnéticas 

estabilizadas e bio-funcionalizadas. Reproduzido e adaptado de He et al., 2014 

Composto bioativo 

Oligonucleotídeo 
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variada em água fria, muito solúvel em água quente e insolúvel em álcool etílico absoluto 

(HAN, 1990). 

A levana é um dos poucos polímeros naturais que existem na forma de furanose, 

característica esta que dá maior flexibilidade à molécula, influenciando a conformação final 

destas em solução (MARCHESSAULT et al., 1980). 

Particularmente, levanas isoladas de microorganismos tem ganhado grande 

importância comercial devido às suas aplicações no ramo industrial, tanto na área 

alimentícia em adoçantes; na área cosmética; como na área farmacêutica, como agente 

antitumoral e hipocolesterolêmico (LEIBOVICI; STARK, 1985; YAMAMOTO et al., 

2000). 

 Levanas microbianas são produzidas por reação de transfrutosilação pela ação da 

enzima levansacarose (β-2,6 frutano: D-glicose-frutosiltransferase, EC 2.4.1.10) em 

substratos de sacarose, podendo ser produzidas por vários microorganismos, incluindo 

Zymomonas mobilis, Bacillus subtilis e Erwinia herbicola (CORRIGAN; ROBYT, 1979; 

DEDONDER, 1966; OLIVEIRA et al., 2007;  SHIH et al., 2010; BLAKE et al., 1982).  

Na literatura é descrita a utilização destes polímeros isolados a partir de cepas de 

Zymomonas mobilis em revestimento de partículas magnéticas. Em trabalhos prévios, o 

revestimento dos compósitos magnéticos por levana foi crucial para a imobilização de 

tripsina e também para a purificação de lectinas como a Cramoll e Con A. Isto sugere a 

possibilidade de emprego destes polímeros como revestimento de nanopartículas 

magnéticas, envolvendo a aplicação de levanas em trabalhos de fins biotecnológicos, que 

dizem respeito tanto à imobilização de enzimas importantes comercialmente, como na 

purificação de biomoléculas aplicáveis na área da saúde (MACIEL et al, 2012; ANGELI et 

al., 2009). 
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4.  OBJETIVOS 

 

 

4.1 Objetivo geral 

Purificar lectinas a partir dos extratos brutos de sementes Cratylia mollis e Canavalia 

ensiformis através do emprego de nanopartículas magnéticas revestidas com levana como 

matriz de ligação. 

4.2 Objetivos específicos 

a) Sintetizar nanopartículas magnéticas (MNPs) e MNPs em presença do polímero levana de 

Erwinia herbicola; 

b) Caracterizar as nanopartículas obtidas através das técnicas: Microscopia eletrônica de 

varredura, Microscopia eletrônica de transmissão e Análise de energia dispersiva de raios-X; 

c) Comparar as diferenças de superfície, tamanho e composição elementar obtidos entre 

nanopartículas magnéticas (MNPs), nanopartículas magnéticas revestidas por levana 

(MNPs-levana), e MNPs-levana após a incubação com extratos brutos; 

d) Utilizar MNPs-levana como suporte para ligação de lectinas a partir do extrato bruto de 

sementes de C. mollis e C. ensiformis; 

e) Comparar as lectinas isoladas através do emprego de MNPs-levana com lectinas 

convencionalmente purificadas a partir desses extratos, através das técnicas: atividade 

hemaglutinante, inibição da atividade hemaglutinante, dosagem de proteínas e SDS-PAGE; 

f) Avaliar a capacidade de reutilização das MNPs-levana através da observação do padrão de 

eluição de lectinas a partir desses suportes. 
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Abstract 

This work describes the use of magnetic nanoparticles (MNPs) coated by levan (MNPs-

levan) synthesized as purification matrix of lectins from Cratylia mollis (Cramoll) and 

Canavalia ensiformis (Con A) seeds crude extracts (CE). Both magnetic nanoparticles were 

synthesized by the co-precipitation method and were analyzed by SEM/EDX and TEM 

analyses. The MNPs showed smooth surfaces whereas MNPs-levan presented rough 

surfaces and MNPs-levan after incubation with the CE showed some spots on the surface 

suggesting the presence of anchored lectins. TEM analysis showed differences between the 

MNPs (15 nm  3nm x 12 nm  3nm) and MNPs-levan (23 nm  5 nm x 18 nm  4 nm) and 

homogeneous profile of aggregation and spherical shape. MNPs-levan also presented a core-

shell structure due to the levan presence.  EDX analysis performed showed higher peaks of 

C and O as follows: MNPs-levan-lectins > MNPs-levan> MNPs. The MNPs-levan after 

incubation with the crude extracts followed by washings with 0.15 M NaCl and 0.3M 

glucose yielded fractions containing lectins according to hemagglutinating activity and 

lectin hemagglutinating inhibition. The results of the fractions analyzed by SDS-PAGE 

suggest that monomers and dimers of Cramoll 1,4 and monomers, dimmers and tetramers of 

Con A were purified. The same MNPs-levan preparation fourfold reused provides the same 

purification profiles. These magnetic nanoparticles for lectin purification presented the 

following advantages: simple and inexpensive synthesis, an efficient purification procedure 

based on magnetic field application in one only step, reuse and using seeds crude extracts.  

 

Key words: magnetic nanoparticles; levan; purification matrix; lectins. 
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1. Introduction 

The magnetic separation as solid phase extraction technique has been widely studied 

over the years and has advantages over other methods of biomolecules separation by 

engaging a gentle and non-destructive separation. The magnetic material used in those 

techniques has good compatibility, a large surface area for binding and is easily 

manipulated for their functionalization and may also be used in large scaleand require 

less time for biomolecules purification/isolation [1,2,3,4]. The dimensions of magnetic 

nanoparticles (MNPs) give to these solids a larger surface area to be applied as a support 

for biomolecules binding such as peptides, enzymes, nucleic acids and antibodies. 

Moreover, these supports exhibit low toxicity and can be easily separated from a 

complex mixture due to its magnetic properties, and then reused [5,6,7]. 

The surface area of MNPs allowing greater loading molecules per particle have been 

involved in biomolecules binding studies as far as immobilization is concerned. This 

process leads improving stability, modulation of catalytic properties, increased activity, 

selectivity and reuse of enzymes and proteins [8,9,10]. They also can be used in bio-

separation process in order to purify molecules as is already described by studies 

involving MNPs used for the purification of the His-tag protein (poly-histidine tag) and 

immunoglobulin G, with binding capacity of 74 mg/mg nanoparticles and average 

recovery of 98% /mg of MNPs, respectively [11, 12]. 

Lectins have been proposed in many applications: anti-proliferative activity of cancer 

cells; as histological tool for diagnosis; biosensors; controlled release of drugs etc. Their 

purification usually involves several procedures such as ammonium sulfate fractionation, 

affinity chromatography, ion exchange chromatography, size exclusion 

chromatography/gel filtration, reverse micellar extraction and aqueous two-phase system 

[13,14,15,16]. 

Seeds of species Cratylia mollis and Canavalia ensiformis are known to produce the 

lectins abbreviated as Cramoll and Con A, respectively. They are lectins binding 

glucose/mannose specifically and have been of great importance in biomedical and 

biotechnological areas [17,18,19]. 

Here it was investigated magnetic nanoparticles coated by levan (MNPs-levan) as 

lectin purification matrix. Crude extracts of Canavalia ensiformis and Cratylia 
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mollis were used for extraction of lectins (Cramoll and Con A, respectively) using only 

one step for purification.  The MNPs-levan were analyzed by SEM/EDX and TEM in 

order to show differences in structure in comparison to MNPs (without levan) as well as 

their reuses. 

2. Experimental 

      2.1 Materials 

Cratylia mollis and Canavalia ensiformis mature seeds were kindly provided by 

Laboratório de Glicoproteínas (Departamento de Bioquímica-UFPE) and Instituto 

Agronômico de Pernambuco, respectively. Levan purified from Erwinia herbicola, ferric 

chloride hexahydrate and ferrous chloride tetrahydrate were purchased from Sigma-Aldrich 

(USA). Ammonium hydroxide was supplied from Fmaia (Brazil) whereas BCA protein 

assay kit was from Thermo Scientific (USA). The full range rainbow recombinant protein 

molecular weight marker was purchased from GE Healthcare (UK). All other reagents were 

of analytical grade. 

2.2 Synthesis of magnetic nanoparticles(MNPs)and magnetic nanoparticles coated with 

levan (MNPs-levan) 

The synthesis of MNPs with or without the presence of levan was performed according 

to method of co-precipitation presented by Maciel et al. [20], with the following 

modifications: ions Fe
3 + 

and Fe
2 + 

that were present in solutions of FeCl3・6H2O 1.1M (5 

ml) e FeCl2・4H2O 0.6 M (5 ml) were co-precipitated in 50 ml of 0.2% w/v levan(MNPs-

levan) or in 50 ml of distilled water (MNPs). The mixture was maintained in constant 

magnetic stirring for 10 min, then ammonium hydroxide was added to achieve a pH of 10 

and this new mixture was heated in ultrasonic bath at 50°C/30 min. The magnetic materials 

obtained were washed fifteen times with distilled water and recovered applying a magnetic 

field, then MNPs and MNPs-levan were dried at 50°C/12 hours and kept at 25 ºC. 

2.3 Matrix characterization 

2.3.1 Electron microscopy 

Scanning electron microscopy (SEM, EVO SL15-ZEISS) and transmission electron 

microscopy (TEM, TECHNAI G2 SPIRIT- 80 kV, USA), were used to examine the 
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morphology and size of magnetic materials. For image analysis by SEM, MNPs, MNPs-

levan and MNPs-levan incubated with crude extracts were previously metalized with Au in a 

sputter coater (Q150T ES).TEM samples were prepared by dispersion in sodium acetate 

0,1M, heating in a water bath at 50 °C/5 hours and ultrasonic bath at 50°C/15 min. The 

samples were placed in grids and dried at 25 
o
C. 

 

2.3.2 Energy Dispersive X-Ray Analysis 

 

EDX analysis was used to identify the elemental composition of MNPs, MNPs-levan, 

MNPs-levan after incubation with crude extracts, and levan from Erwinia herbicola. The 

EDX was performed by system INCA (Oxford Instruments)attached to SEM. 

 

2.4 Lectin binding from crude extract of C. mollis and C. ensiformis seeds by MNPs-

levan’s utilization 

2.4.1 Crude extract obtention 

The crude extract (CE) of C. mollis or C. ensiformis mature seeds was obtained as 

follows: the seeds were crushed in presence of 0.15 M NaCl (10%w/v) and this mixture was 

kept under agitation for 16 h at 4 °C and then the mixture was filtered at 25 
o
 C. The filtrate 

was subjected to centrifugation at 12.000-x g for 15 min at 4 °C and the supernatant (crude 

extract) used throughout this work [21]. 

2.4.2 Incubation of MNPs-levan with crude extract 

The crude extracts at 10% of seeds of C. mollis and C. ensiformis were twofold diluted 

and 4 ml of this was incubated with MNPs-levan (100 mg) for 2 h at 5ºC, under constant 

agitation. After incubation, the MNPs-levan were attracted during 1 min by a magnetic field 

(0.8 T) and the supernatant was recovered. Around 10 washes of MNPs-levan were 

performed (1 ml each) with 0.15 M NaCl to elute unspecific proteins, 15 washes with 1 ml 

of 0.3M glucose in order to elute the lectins attached to the MNPs-levan, and 5 washes with 

1 ml of 1 M NaCl to detach any glycoprotein that has been trapped on nanocomposite. After 

each wash, the MNPs-levan were attracted by magnetic field, and the supernatant was 

collected, submitted to centrifugation (12.000 x g for 15 min at 4 ° C) to subsequent 

analysis, including their absorbance at 280 nm. The MNPs recovered were reused three 
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times more with the same conditions described above. This procedure was performed 

according to Angeli et al. [22], except by MNPs-levan amount, number of washes, 

incubation temperature (5ºC), and use of 1 M NaCl. The fractions 10-24 were pooled and 

subjected to dialysis in cut-off 3 kD membrane, after the pool was lyophilized for further 

analysis of Hemagglutinating activity (HA), hemagglutinating activity inhibition (HAI), 

SDS-PAGE and protein determination. 

2.5 Hemagglutinating Activity and Lectin Hemagglutinating Inhibition 

The determination of HA was performed in microtiter plates as follows: The lectin 

sample solutions (50 μl) were serially 2-fold diluted in 0.15 M NaCl, followed by the 

addition of a 50 μl suspension of New Zealand white rabbit erythrocytes treated with 2.5% 

(v/v) glutaraldehyde. After resting for 45 min, HA was expressed as inverse of the last 

dilution exhibiting hemagglutination [21]. HA inhibition was determined by twofold serial 

dilution of lectin preparations (50 μl) in 50 μl of 200 mM fructose or glucose solutions, 

followed by 15 minutes incubation and addition of erythrocyte suspension. The HAI titer 

was obtained by the HA establishment after 45 minutes [22]. 

 

2.6 Protein Determination 

The protein content of crude extracts was carried out by Lowry et al. [23] using bovine 

serum albumin (BSA) as standard, at a range of 100–600 μg/ml  and absorbance reading at 

720 nm. Recovered protein content of washes 10-24 from MNPs-levan was performed as 

determined by the BCA (bicinchoninic acid) method of Smith et al. [24], using absorbance 

reading at 570 nm and BSA as standard, at a range of 5–200 μg/ml, according to the 

protocol established in the BCA Protein Assay KIT (Thermo Scientific).  Absorbance at 280 

nm was used to determine the relative concentration of eluted fractions. 

 

2.7 SDS–PAGE 

Polyacrylamide gel electrophoresis in the presence of sodium dodecyl sulphate (SDS–

PAGE) was performed in β-mercaptoethanol presence, on 4% (w/v) stacking gel and 12.5% 

(w/v) separating gel. This method was done according to Laemmli [25]. Polypeptide bands 

of lectin and standards formed by mixture of individually colored proteins of defined size 

from GE Healthcare (UK) (ranging 12 kDa - 225 kDa) were stained with Coomassie 
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Brilliant Blue and when necessary silver staining was used according to Shevchenko et 

al.[26]. 

 

2.8 Statistical analysis 

Software Microsoft Office Excel (Microsoft Corporation, USA) was used for the 

statistical analysis and data were expressed as mean  standard deviation (SD). 

 

3. Results 

3.1 Preparation, size, morphology and composition of the magnetic nanoparticles 

The MNPs and MNPs-levan obtained by the co-precipitation process in alkaline aqueous 

medium showed dense aspect, black color and magnetic power regardless of the variation in 

composition.SEM images (Fig 1) reveal that there are differences between nanoparticles 

surfaces.  MNPs formed only by magnetite presented themselves in form of large 

conglomerates with smooth surface and some small aggregates in their surfaces with aspects 

of irregular spheres as shown in Fig 1 (A, B). Conglomerates of MNPs-levan however, 

presented in your major part wide distribution of irregular spheres, with aspect of rough 

surface, what can be observed in Fig 1(C, D). The MNPs-levan after incubation with crude 

extracts show rough surfaces too, but some spots with flat aspects are present (Fig 1 (E, F). 

All nanoparticles showed no porosity by SEM analysis. 
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The images obtained by TEM showed that the MNPs composed only by magnetite 

exhibited similar characteristics to MNPs-levan with homogeneous spherical morphology 

and heterogeneous size distribution of each sample (Fig 2). The size of MNPs were 15 nm  

3nm x 12 nm  3nm, whereas MNPs-levan were 23 nm  5 nm x 18 nm  4 nm. MNPs 

showed only the core, while the MNPs-levan presented a core surrounded by a shell (Fig 2B 

Fig 1. Scanning electron microscopy images of MNPs (A,B), MNPs-levan (B,C) and 

MNPs-levan incubated with crude extracts (E,F). 
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and 2D, respectively). The aggregation patterns of all nanoparticles were presented in TEM 

images as well as in SEM images. 

 

 

 

 

 

EDX analysis of levan and MNPs in their varying compositions showed differences in 

intensity of certain chemical elements. Spectrum profile of MNPs (Fig 3A) showed the 

presence of C, Au, Fe and O elements, and quantitative (% of weight; Fig 3B): C = 13,61  

1,03; O = 56,11  0,89; Fe = 149,16  0,99 and Au= 30,48  0,97. Spectrum of MNPs-levan 

(Fig 3C) presented the same composition of elements but higher peaks of C, Fe, O (Fig 3D), 

namely, C = 98,14  2,33; O = 305,47   2.03; Fe = 506,95  1,86 and Au= 47,77  1,44 (% 

weight). MNPs-levan after incubation with CE showed a spectrum very similar (Fig 3E) to 

that for MNPs-levan, except for the presence of Na and Cl elements, and carbon higher 

Fig 2.Transmission electron microscopy images of MNPs (A, B) and MNPs-levan (C,D) 

regarding to homogeneous morphology and size distribution. MNPs-levan show core-shell 

structure (D)  
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peaks. The quantitative (% weight) depicted in Fig 3F) were C= 111.15  2.59; O = 348.42 

 2.13; Fe = 445.05  76.0 Na= 6.95  0.57, Cl= 5.40  0.27 and Au= 31,97  1,37. The 

spectrum of levan (Fig 3G) showed C, O high peaks and small Au peaks. The weight% of 

elements (Fig 3H) were C= 144.33  1.51; O = 143.92   1.58; Au = 89.42  3.11. 

3.2 Affinity binding of lectins from crude extracts on MNPs-levan and reutilization 

profile 

It is possible to observe that after incubation of magnetite-levan nanocomposite (MNPs-

levan) with the crude extract from C. mollis (Fig 4A) and C. ensiformis seeds (Fig 4B), the 

reading of the nanocomposite washes with 0.15 M NaCl tend to decrease next to zero and 

that right after the exposure of nanocomposite to solutions of 0,3 M D-glucose, the 

absorbance profile changes dramatically with a gradual increase of values during the washes 

and a release peak probably of lectins eluted from MNPs-levan is evident. After these 

washes there was also a gradual decrease of absorbance. The release peaks of lectins from C. 

mollis seeds crude extract in first utilization of MNPs-levan, show a high release peak of 

mean= 0,487  0,17, while the higher peak mean of C. ensiformis seeds crude extract was 

0,214  0,08. Concerning the reutilizations of MNPs-levan, these nanoparticles were reused 

other three times presenting a similar profile of protein elution in washes (Fig 5). 
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 Fig 3. EDX analysis. Spectrum and quantitative weight estimation of chemical elements 

(%) in MNPs (A, B), MNPs-levan (C,D), MNPs-levan with bonded lectin (E,F), Levan 

(G,H).  
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Fig 4. Affinity binding of lectins from crude extracts on MNPs-levan. Fractions (1 ml) were 

collected and their absorbance at 280nm measured. Each bar represents the mean ± SD of 

MNPs-levan washes (first utilization). Each experiment was performed in triplicates 

incubating 100mg of MNPs-levan with crude extract of Cratylia mollis seeds (A) and 

Canavalia ensiformis seeds (B). 

 

B A 

A B 

Fig 5. Reutilization profile of MNPs-levan. MNPs-levan were fourfold used and lectins from 

crude extracts bonded on MNPs-levan were eluted using 0,3 M glucose. Fractions (1 ml) were 

collected and their absorbance at 280nm measured.  Each bar represents the mean ± SD of 

each wash. Four experiments were performed in triplicate using 100 mg of MNPs-levan 

incubated with crude extract of Cratylia mollis seeds (A) and Canavalia ensiformis seeds (B). 
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3.3 HA and HAI, protein determination and SDS-PAGE of lectins eluted from MNPs-

levan 

HA and HAI of lectins isolated from crude extracts of C. mollis and C. ensiformis seeds 

are described in Table 1.  Lectins (70 μg) from C. mollis presented HA= 4 and 

correspondent HA inhibition by exposition to fructose and glucose, while lectins from C. 

ensiformis (600 μg) presented HA= 64 and HAI to same carbohydrates. The 100 mg of 

MNPs-levan utilization to lectins purification resulted in isolation of 1,24 mg of lectins from 

of C. mollis seeds crude extract containing 23, 71 mg of proteins/ml and from C. ensiformis 

seeds crude extract containing 24,17 mg of proteins/ml,were isolated 4,94 mg of lectins. 

 

 

Carbohydrate (200 mM) Reciprocal titers (HA) 

 

 
C. mollisseeds 

(Cramoll) 

C. ensiformis seeds 

(Con A) 

Absence 4 64 

Fructose 0 4 

Glucose  0 4 

 

SDS-PAGE in Fig 6A show the pattern of bands (52 kDa, 28kDa, 26 kDa and 14 

kDa) found of lectins isolated from CE of C. mollis using the system of bond with MNPs-

levan (1, 2) compared to proteins from CE of C. mollis (3). Fig 6B show bands (range 199- 

13 kDa) found of lectins isolated from C. ensiformis CE using the system of bond with 

MNPs-levan (3, 4) compared to bands of their CE. 

 

 

 

 

 

 

Table 1.Hemagglutinating activity inhibition of lectins isolated from crude extracts of C. 

mollis and C. ensiformis seeds  
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4. Discussion 

The co-precipitation process to MNPs synthesis is a simple and economic method and 

involves a short burst of nucleation followed by slow growth of the nuclei by diffusion of 

the solutes to the surface of the crystal [27,28]. The characteristics obtained from 

preparations of MNPs and MNPs-levan of this work come to indicate the composition of 

magnetic core composed probably by magnetite, an iron oxide of black color composed by 

both Fe
2 + 

and Fe
3 + 

[29]. 

Furthermore, the pattern of aggregation nanoparticles visualized by SEM and TEM 

images in all samples allow to characterize them as nanomaterials, which naturally exhibit 

agglomerates form due to inter-particle interaction of hydrophobic surfaces and mainly due 

to the large surface area relative to volume that lead to decreasing the surface energy for the 

formation of dipole attractions between the MNPs [6,30]. The structure of MNPs-levan 

clearly demonstrates the formation of levan coating giving to nanoparticles a core/shell 

Fig 6.SDS–PAGE stained with Silver (A) and Coomassie Brilliant Blue (B).  (A) show pattern of bands 

(70μg) obtained from the 10
th
 to 24

th
 fractions of experiment using MNPs-levan incubated with 

C. mollis seeds CE (1, 2), bands of C. mollis seeds CE proteins (3) and standard (4). (B) show bands of 

standard proteins (1), C. ensiformis seeds CE proteins (2),and bands of lectins (600μg  from 

10
th
 to 24

th
 fractions) isolated from C. ensiformis CE using the system of bond with MNPs-

levan (3, 4). 

 

A B 1 2 3 4 1 2 3 4 
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structure. These types of structure in nanoparticles have been well described in previous 

studies including dextran, chitosan and polyethyleneimine [31,32,33]. The higher size 

obtained in MNPs-levan compared to MNPs by TEM images was clearly due to additional 

coating in its structure, the same increase can be seen in Fe3O4nanoparticles after 

polymerization in situ of heme proteins leading NPs diameter of 140-170 nm to 175-210 

nm[34]. The sphere shape of MNPs and MNPs-levan here synthesized were also found in 

another studies of NPs [33, 35]. 

Studies show that is possible the modification of NPs surface morphology by addition of 

proteins leading to a smooth aspect, for example Fe3O4 NPs with rough morphology, after 

addition of heme proteins showed smooth surfaces, and ATPES coated NPs clearly 

demonstrated albumin adsorbed to their surfaces, both observed by SEM analysis [34, 36], 

thereby the smooth/flat morphology presented in some surface of MNPs-levan after 

incubation with CE can be due to bonded lectins. 

The differences found in intensity of chemical elements between MNPs, MNPs-levan 

and MNPs with bonded lectins in this study, is also demonstrated in another EDX, and X-

ray photoelectron spectroscopy (XPS) analysis of MNPs. For example, XPS analysis of 

MNPs with immobilized lipase shows higher intensity of C, O and N elements upon enzyme 

immobilization, a phenomenon caused by presence of amino acid functional groups, what in 

the same way can be the cause of higher intensity of C and O in MNPs-levan with bonded 

lectins when these are compared with MNPs-levan [35,37]. EDX analysis performed for 

characterization of the surface elemental composition of chitosan-coated particles revealed 

that the composition of carbon and oxygen is much higher on the surface composed by 

chitosan than in the interior with iron oxide, results also obtained for MNPs-levan compared 

to MNPs only formed by magnetite [38]. The EDX analysis of only levan confirms this 

increase of C and O elements caused in MNP-levan, due to the composition of this polymer 

[39]. The Na and Cl peaks obtained in MNP-levan after incubation with crude extracts was 

due to presence of 0,15M NaCl in CE preparation, and Au peaks in all samples due to the 

process of metallization. 

The profile of protein elution obtained from MNPs-levan in this study was similar to that 

described by Angeli et al.[22] purifying Con A and using microparticles of magnetic 

composite of magnetite-Levan (produced by Zimomonas mobilis strain ZAG-12). Here 

crude extracts were used whereas Angeli et al. [22], employed preparation partial purified by 
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ammonium sulfate preparation. The nanoparticles or particles with levan have been also 

reported in studies involving trypsin immobilization [20], targeted breast cancer imaging 

[40], and improvement of thermal and mechanical properties that can lead levan to range of 

applications including edible packaging or accelerated biodegradability[41]. 

The presence of hemagglutinating activity and the inhibition activity demonstrated for 

the proteins eluted from the MNPs-Levan-lectins complex with glucose confirm the lectin 

property preservation of these molecules as showed in other studies [42,20].Particularly the 

inhibition presented when the lectins were exposed to fructose was important to confirm the 

capacity of binding from MNPs-levan, because levan is by definition a biopolymer 

composed of residues of D-fructose joined by linkages β- (2 → 6) with occasional branches 

β- (2 → 1) which can be found in many plants and microbial products [43]. The commercial 

E. herbicola levan used in this study as coating can be indicated as the responsible by the 

established binding between lectin and MNPs, because the fructan isolated from E. 

herbicola is described having the expected β- (2 → 6) structure and NMR analysis shows 

consistent signals with fructofuranosyl residues [39]. 

Correia and Coelho [21] have demonstrated purification of isoform 1 of Cramoll using 

affinity chromatography on Sephadex G-75 followed by ion-exchange chromatography on 

CM-cellulose. They identified the isoform 4 with the addition of a further step in the 

purification. F3 fractions (containing the isoforms1 and 4); F4 (isoform 1) and F5 resulted 

from this purification showed a similar pattern in the electrophoresis in the absence or 

presence of β-mercaptoethanol with a major band of 31 kDa, and two weak bands of 28 and 

16 kDa. In our study, the MNPs-levan show purification of lectins (molecular weight 

of28.07 kDa, 26.10 kDa and a14.45 kDa lower band) from C. mollis CE, suggesting the 

presence of isoform 1 of Cramoll (26 and 14 kDa), which despite being presented with a 

molecular weight of 31 kDa in the studies cited above, it was defined in 2010 by Varejão et 

al.[53], by mass spectrometry, having a molecular mass of 25.37 kDa, and moreover, by this 

method and SDS-PAGE, the isoform 1  have shown two additional fragments of 12.61 kDa 

and 12.76 kDa which are associated with the post-translational processing of lectins and 

correspond to the N- and C-terminal halves of protein [44,45]. The isoform 4 (28 kDa) 

seems to be present also in the purification fraction as a band immediately above isoform 1, 

that is presented in  previous studies having  a 31 kDa molecular weight [21,22]. 
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In our study using the nanocomposite consisting of levan and magnetite, is shown in Fig 

6A that all purifications (1,2 )present 52 kDa bands what is probably due to dimer 

formation, because studies reveal that Cramoll 1 extracted from plants forms dimers or 

tetramers composed of both intact and cleaved monomers containing tertiary structure, a 

process that happens during the post-translational processing of the molecule in the plant 

cell. Cramoll 1 dimer can be formed around pH 5.0 and tetramers at pH 7.0[46].  

Regarding the purification of lectins from Canavalia ensiformis seeds and the wide 

variety of protein bands obtained from purification using MNPs-levan matrix, previous 

studies reveal the possibility of purification of ConA (ConA) from the crude extract of this 

seeds [47]. In the work carried out by McKenzie et al. [48],, a study was conducted about 

stability and molecular weights of ConA and changes in the environment such as 

sedimentation conditions, turbidity and optical rotation were evaluated to determine their 

influence on the molecular weight of this lectin, and was related that at pH ranges of 4.5 to 

5.6,species of 53kDa  3kDa existed in solution, cooperating with the results obtained by 

Kalb and Lustig [49] which had a Con A molecular weight of 55 kDa. Above pH 5.6, Con A 

is dimerized and this reaction gets bigger with increasing pH. These results suggest a 

sequential mechanism of association of monomers to dimmers (100 kDa) and from that to 

formation of large aggregates. However, it is also possible to find Con A subunits of 27, 13 

and 10 kDa considered monomers, which may present themselves with different relative 

proportions of the types of monomers present in a given ConA, and may occur at least in 

part due to incomplete dimerisations [50]. These monomers, for example, were found in 

SDS-PAGE performed of purified Con A by ATPS system using PEG–citrate having similar 

molecular weights to Con A commercially obtained [51]. Thus, the bands obtained of 27.95; 

13.92 and 13.1 kDa by incubating MNPS-levan with the crude extract of C. ensiformis in 

our study, are probably monomers of ConA and the higher molecular weight bands in the 

gel are dimmers and tetramers of this lectin that were capable of bound in the matrix. 

The lectins purified here by MNPs-levan have been already described on literature 

due to various biotechnological applications, for example the Cramoll 1,4is already 

described in: induce the production of cytokines IL-6, IL-17A and IL-22, including IL-23 in 

mononuclear cells cultures; showing to have an important biotechnological applicability to 

the way Th17cytokine production [52]; a potential biomarker and an anthelmintic against 

Schistosomiasis mansoni [53].The application of this isoforms in treatment of wounds and 
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burns, also shows these lectins as potential compound healing and suggest an association 

with bioproducts as hydrogel to treatments of thermal burns, respectively[54,55]; the 

Cramoll 1,4 conjugated to horseradish peroxidase also showed bind differently normal and 

tumor cells, detecting neoplastic subtle histological changes related to pathologies due to the 

variation of expressed glicocode on cells [56]. While ConA is described in application 

including: anti-tumor and anti-proliferative activity of cancer cells, and may be also 

employed as histological tool for prostate cancer [57, 58];associated in selective biosensors 

for detection of norovirus, bacterial toxins, carcinoembryonic antigen, dengue virus 

[59,60,61,62]. ConA is also applied to microhydrogels and hydrogels aimed for controlled 

release of insulin [63,64];and has been employed in purification/isolation systems like 

magnetic beads-Con Afor isolation of plasma membrane proteins; and magnetic particles-

ConA to identify and isolate membrane glycoproteins of living cells [65,66]. 

The results obtained in this study revealed that the preparation of Cramoll1,4  and Con A 

can be efficiently separated from other proteins presents in crude extract of seeds from C. 

mollis and C. ensiformis by employing MNPS-levan as purification matrix. The profile of 

reutilization of this MNPs-levan demonstrated an advantages of this method of lectin 

purification to higher scale not only by the possibility of reuse, but also by low cost of 

matrix synthesis and method simplicity of purification in only one step instead of three-step 

protocol previously established[21]. However, also in our study there was a necessity of 

centrifugation of washes obtained, even after the exposition of matrix to magnetic field (0.8 

T) due to nanoparticles presence. This seems be resulted of agglomerates easily formed due 

to inter-particle interaction of NPs that may lose/lower the properties associated with their 

nanostructures, such as lower magnetization values [30]. This observation indicate the 

necessity of magnetization measurements of these nanoparticles to discover the influence of 

levan on MNPs magnetism and the exposure test of this MNPs at stronger magnetic fields to 

improvement of purification facility. 
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6. CONCLUSÕES 

 

a) MNPs foram sintetizadas pelo método de co-precipitação e revestidas com levana 

proveniente de Erwinia herbicola resultando em partículas MNPs-levana com estrutura 

“core-shell”. 

b) Análises de MET evidenciaram: (1) estruturas esféricas das MNPs obtidas; (2) padrão 

uniforme de agregação; e (3) MNPs-levana apresentaram dimensões maiores que as MNPs, 

devido à estrutura core-shell formada. 

c) Análises de MEV demonstraram que as MNPs possuíam superfícies lisas e rugosas, 

diferentemente, as MNPs-levana apresentaram superfícies totalmente rugosas. Após 

incubação com extratos brutos, as MNPs-levana apresentaram mudanças do padrão 

totalmente rugoso para presença de pontos com aspectos planos/lisos. Esta alteração pode 

ser atribuída à ligação das lectinas à superfície das MNPs-levana. 

d) Análise da composição elementar de MNPs, MNPs-levana e MNPs-levana expostas ao 

extrato bruto, demonstrou aumento em intensidade dos elementos C e O nas nanopartículas 

após a adição do polímero levana e após contato com o extrato bruto, evidenciando a ligação 

das lectinas à matriz. 

e) Os resultados obtidos neste estudo revelaram que lectinas foram eficientemente separadas 

de outras proteínas dos extratos brutos das sementes de C. mollis e C. ensiformis por meio 

do emprego de MNPs-levana. 

f) Ensaios de atividade hemaglutinante e inibição da atividade hemaglutinante das 

biomoléculas purificadas indicam que estas têm perfil de lectinas. Eletroforese SDS-PAGE 

confirmou que as proteínas purificadas apresentam pesos moleculares correspondentes aos 

monômeros, dímeros e tetrâmeros das lectinas Cramoll 1,4 e Con A convencionalmente 

purificadas. 

g) O perfil de reutilização e o baixo custo da síntese das MNPs-levana, além da simplicidade 

do método de purificação de lectinas em apenas uma etapa são vantagens para o emprego 

em larga escala da matriz de purificação produzida. 

 

 

 

 


