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Ata da defesa de dissertacdo do Mestrando Cynthia de Oliveira Nascimento,
realizada em 20 de fevereiro de 2008, como requisito final para obtencao do titulo
de Mestre em Bioguimica.

As 9:00 horas, do dia 20 de fevereiro de 2006, foi aberto, no Auditério Prof.
Marcionilo Barros Lins, Depto. de Biogquimica/CCB/UFPE, o ato de defesa de
dissertacdo da mestranda Cynthia de Oliveira Nascimento, aluna do Curso de
Mestradc em Bioquimica/CCB/UFPE. Iniciando os trabalhos a Profa. Dra. Patricia
Maria Guedes Paiva, Vice-Coordenadora do Curso supra citado, em substituicdo a
Profa. Dra. Vera Lucia de Menezes Lima, fez a apresentacao da aluna, de sua
orientadora Profa. Dra. Maria das Gragas Carneiro da Cunha, da co-orientadora
Profa. Dra. Maria Tereza dos Santos Correia, e da Banca Examinadora composia
pelos professores doutores: Maria das Gragas Carneiro da Cunha, na qualidade
de Presidente, Patricia Maria Guedes Paiva, ambas do Depio. de
Bioguimica/CCB/UFPE, Ana Lucia Figueiredo Porto, do Depto. de Morfologia e
Fisiologia Animal/lUFRPE e Adriana Carla Cavalcante Malta Argélo, Pesquisadora
do Depto. de Bioguimica/CCB/UFPE. Apds as apresentacbes, A Profa. Patricia
passou a palavra para a Presidente da Banca que convidou a aluna para a
apresentacdo de sua dissertacéo intitulada: “Extragdo Liquido-liquido da Lectina da
Entrecasca de Crafaeva fapia L. Utilizando Micelas Invertidas”, e informou que de acordo
com o Regimento Interno do Curso, o candidato dispde de até 50 (cinglenta)

minutos para apresentagae do trabalho e o tempo de arglicao para cada
examinador, juntamente com o tempo gastc pelo aluno para responder as
perguntas serd de 30 (irinta) minutos. A aluna procedeu a explanagéo e
comentarios acerca do tema em 25 (vinte e cinco) minutos. Apds a apresentacéo
do trabalho, foi concedido um intervalo de 15 minutos. Reiniciando, a Sra.
Presidente convidou a Banca Examinadora para ocupar seus lugares € passou a
palavra ao primeiro examinador, Profa. Dra. Ana Lucia Figueiredo Porio, que
agradeceu o convite, fez alguns comentérios e deu algumas sugestdes e iniciou
sua arguicdo. Ao final, a referida professora deu-se por satisfeita. Em seguida, a
Sra. Presidente passou a palavra para a Profa. Dra. Adriana Carla Cavalcante
Malta Argolo, que agradeceu o convite, fez aiguns comentéarios e deu algumas
sugestdes e iniciou sua arglicao. Ao final, referida professora deu-se por
satisfeita. Em seguida, a palavra foi passada para a Profa. Dra. Patricia Maria
Guedes Paiva, que apés agradecer e fazer alguns comentéarios iniciou sua
arglicdo. Ao final, a referida professora deu-se por satisfeita. A Sra. Presidente
passou a palavra para a co-orientadora Profa. Dra. Maria Tereza dos Santos
Correia, que fez alguns comentarios sobre a candidata e seus trabaiho. Dai, a Sra.
Presidente usou da palavra para tecer alguns comentarios, agradecer a Banca
Examinadora e parabenizar a candidata. Finalmente, a sess&o foi suspensa para o
julgamento pela Banca Examinadora, que se reuniu na Secretaria do Curso. Apés
alguns comentarios, a Banca decidiu, por unanimidade, conceder a mengdo
“Aprovada com Distingdo”. Nada mais havendo a tratar, lavrei a presente ata
que vai assinada por mim, Secretario, e/demals membros da Banca Examinadora.
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RESUMO

As lectinas sdo proteinas ubiquas na natureza que se ligam reversivelmente a mono, oligo,
polissacarideos e glicoconjugados. N&o apresentam atividade catalitica e ao contrario dos
anticorpos, nao sdo produtos de uma resposta imunoldgica. O objetivo do presente trabalho
foi avaliar a extracdo e a reextracdo de uma lectina purificada por cromatografia de troca
ionica (CrataBL) e do extrato bruto (EB) da entrecasca de Crataeva tapia utilizando o
sistema de micelas invertidas, constituidas pelo surfactante dioctilsulfosuccinato de sodio
(AOT) em isooctano. A entrecasca de Crataeva tapia foi coletada na regido da cidade do
Recife (Pernambuco, Brasil) e o extrato [10 % (p/v) em 150 mM NaCl] foi obtido por
trituracdo e agitacdo durante 16 h a 4 °C, filtrado em gaze e centrifugado (4.000 x g durante
15 min). O sobrenadante obtido foi denominado de extrato bruto (EB). Os fatores que
afetam a extracdo da proteina tais como: tempo de contato de agitacdo (5 - 20 min), forca
i6nica, incluindo o tipo de sal (NaCl, KCI e CaCl,) e concentracdo (30 — 300 mM), pH da
fase aquosa (pH 3,0 —12,0) e concentragdo do surfactante (5 - 100 mM AQOT), foram
investigados. Os parametros avaliados para a reextragdo foram: pH da fase aquosa (pH 5,0
—7,0) e forca idnica (50 - 1000 mM de KCI) tendo sido adicionado ao sistema 5% Butanol.
Os parametros velocidade de agitagdo (900 rpm), temperatura (25°C) e concentragdo de
proteina (0,374 mg/ml), foram mantidos constantes em todos os experimentos. Os melhores
resultados para extragdo foram obtidos com 5 min de tempo de contanto entre as duas
fases, 30 mM de NaCl, tampéo citrato/fostato pH 5,5 e 5 mM de AOT, onde foi possivel
obter extracOes protéicas de 100 % e 70 % para CrataBL e EB, respectivamente. Para a
reextracdo, as melhores condigdes foram, tamp@o citrato/fosfato 10 mM, pH 5,5 acrescido
de 1000 mM de KCI, onde foi possivel obter uma recuperacdo protéica de 45,25 %
(CrataBL) e 80,65 % (EB) com 50 % da atividade hemaglutinante para ambas as amostras.
As amostras obtidas com as melhores condicGes de extracdo e reextracdo aplicadas ao EB
revelaram apenas uma banda na PAGE para proteinas basicas e duas bandas no SDS-
PAGE. A cromatografia de gel filtragdo (AKTA) indicou dois picos: um de 40 KDa e outro
de 29 KDa. A natureza oligomerica da lectina foi detectada por cromatografia de filtracéo
em gel e SDS-PAGE. A comparacdo dos perfis cromatograficos de filtracdo em gel do EB
com o da lectina purificada, indicaram a eficiéncia do sistema de micelas invertidas na

purificacdo da lectina.



ABSTRACT

The lectins are ubiquitous protein in the nature that reversibly bind to mono, oligo,
polysaccharides and glycoconjugates. They do not present catalytic activity and unlike
antibodies, are not products of immune reply. The aim of the present work was to evaluate
the extraction and back-extraction of a lectin purified by ionic exchange chromatography
(CrataBL) and of crude extract (CE) from Crataeva tapia bark using the reversed micelles
system of sodium di(2-ethylhexyl)sulfosuccinate (AOT) in isooctane. The Crataeva tapia
bark was collected in the region of Recife city (Pernambuco, Brazil) and the extract [10 %
(w/v) in 150 mM NaCl] was obtained by trituration and agitation for 16 h at 4 °C, filtered
on gaze and centrifuged (4.000 x g for 15 min). The supernantant obtained was called crude
extract (CE). The factors that affect the protein extraction, such as: agitation contact time (5
- 20 min), ionic strength, salt type (NaCl, KCI e CaCl,) and concentration (30 — 300 mM)
included, pH of aqueous phase (pH 3.0 —12.0) and surfactant concentration (5 - 100 mM
AOT), were investigated. For the back-extraction the following parameters were evaluated:
pH of aqueous phase (pH 5.0 — 7.0) and ionic strength (50 - 1000 mM of KCI) being added
to the system 5 % of Butanol. The parameters, agitation speed (900 rpm), temperature
(25°C) and protein concentration (0.374 mg/ml), were maintained constant in all
experiments. The best results for the extraction were obtained with 5 min of contact time
between the two phases, 30 mM of NaCl, citrate/phosphate buffer, pH 5.5 and 5 mM of
AOT, where it was possible to obtain 100% and 70% of protein extraction for CrataBL and
CE, respectively. For the back-extraction, the best condintions were; 10 mM
citrate/phosphate buffer, pH 5.5 added by 1000 mM of KCI, where it was possible to obtain
a protein recovery of 45.25% (CrataBL) and 80.65% (CE) with 50% of hemagglutinating
activity for both samples. Samples from the best conditions of extraction and back-
extraction applied to the CE revealed only one single PAGE band for basic protein and two
SDS-PAGE bands. The gel filtration chromatography (AKTA) showed two protein peaks:
one of 40 KDa and other of 29 KDa. The oligomeric nature of lectin was detected by SDS-
PAGE and gel filtration chromatography. The comparison of the chromatographyc profile
in gel filtration showed the efficiency of the reversed micelles system in the lectin

purification.
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I. INTRODUCAO

Os processos de isolamento e purificacdo de biomoléculas consistem, geralmente,
de uma primeira etapa de separacdo solido-liquido, seguida de uma nova etapa de
concentragdo e finalmente, a etapa de purificacdo em fungdo do grau de pureza pretendido
(Aires-Barros e Cabral, 2003).

Em varias etapas independentes, as diversas propriedades fisico-quimicas da
biomolécula, entre outras, de interesse sdo usadas para separa-la das demais. Assim, o
tamanho, forma, afinidade de ligagdo e a carga elétrica sdo explorados durante o processo
de purificacao.

Os principais métodos empregados na purificagdo de proteinas em diversas areas
como biotecnologia, saude publica ou no estudo dos poluentes ambientais sdo: precipitacao
salina (Romero et al., 2001); cromatografia de afinidade (Alpuche et al., 2005), de troca
ionica (Zhao et al., 2003) e de filtragado em gel (Rojo et al., 2003); ultrafiltracdo de
afinidade (Vedajnananda et al., 2001), extragdo liquido-liquido com duas fases aquosas
(Porto et al., 2002) e com micelas invertidas (Nascimento et al., 2002); entre outros.

A maioria das proteinas ¢ inicialmente purificada por procedimentos de
fracionamento a partir da adicdo de um sal. Esta técnica baseia-se no fato de que as
proteinas em solugdo estdo associadas a moléculas de agua na sua superficie, camada de
solvatacdo, que impedem as interagdes proteina-proteina. A adicdo de concentragdes
elevadas de sais remove a agua adsorvida, permitindo intera¢des hidrofobicas proteina-
proteina e a sua precipitacio. Em fun¢do das proteinas possuirem muitos grupos
carregados, a sua solubilidade depende da concentragdo dos sais dissolvidos, aumentando a

propor¢ao que os sais sdo adicionados (salting in) voltando a diminuir 2 medida que mais
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sais sdo adicionados (salting out). O sulfato de amonio, (NH4)>SO4, € o sal mais utilizado
para precipitar proteinas, porque a sua alta solubilidade permite a precipitagdo protéica em
solugdes com elevada forga idnica (Heu et al., 1995).

A cromatografia ¢ uma técnica de separagdo diferencial dos componentes de uma
amostra entre uma fase mével e uma fase estaciondria (particulas esféricas empacotadas
numa coluna). A mistura de proteinas ou outros produtos bioldgicos a separar ¢ aplicada na
fase movel e migra através da coluna. A maior ou menor afinidade para a fase movel ou
estacionaria afeta a sua separacdo. Geralmente a separagdo dos componentes da mistura ¢é
conseguida por elui¢do, em que as forgas de ligacdo a matriz sdo pertubadas através da
alteracdo da composi¢do da fase mével de um modo continuo (gradiente linear) ou de um
modo descontinuo (gradiente em degrau). Os processos cromatograficos normalmente
conduzem a seletividades elevadas. Os fatores que influenciam a eficiéncia deste processo
sdo a qualidade do suporte cromatografico, a dispersdo axial e a dificuldade de
estabelecimento de equilibrio entre as fases movel e estaciondria. Os suportes mais
utilizados em cromatografia sdo polissacarideos (dextrana, agarose e celulose), polimeros
sintéticos (como poliacrilamida, poliestireno) materiais inorganicos (silica porosa,
hidroxiapatita e vidro poroso) e materiais compositos (poliacrilamida-agarose, dextrano-
bisacrilamida, silica porosa-dextrana). Dependendo do tipo de interagdes envolvidas os
processos cromatograficos podem ser classificados em adsorcdo, filtragdo em gel, troca
i0nica, interagdo hidrofobica, fase reversa e afinidade (Aires-Barros e Cabral, 2003).

A cromatografia de afinidade, técnica mais amplamente utilizada, tem como
principio de separagdo das proteinas por se ligarem especificamente a suportes
polissacaridicos através de ligacdes ndo covalentes. Normalmente a proteina desejada ¢é

obtida com alto grau de pureza (Bhowal et al., 2005), por alteragdao das condi¢cdes de pH
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(Datta et al., 2001), da forca ionica (Freire et al., 2002) ou pela eluigdo com uma solugao
contendo um competidor (Oliveira et al., 2002).

Na cromatografia de troca idnica a ligagdo da proteina ocorre com os grupos de
carga de sinal contrario, imobilizados na matriz. Uma das matrizes mais utilizadas neste
tipo de cromatografia ¢ a celulose. Como exemplo temos a carboximetil (CM) celulose, um
trocador catidnico carregado negativamente e a dietilaminoetil (DEAE) celulose, um
trocador anidnico (Datta et al., 2001).

Na cromatografia de filtracdo em gel, a separagdo ocorre de acordo com o tamanho
da proteina. A fase estaciondaria consiste de esferas de gel contendo poros cujos intervalos
de tamanho sdo relativamente estreitos. Quando uma solu¢do aquosa contendo moléculas
de varios tamanhos passa através da coluna, as moléculas maiores permanecem na solucao
que contorna as esferas e, portanto, atravessam a coluna mais rapidamente do que as
moléculas pequenas, que atravessam os poros. Este tipo de cromatografia ¢ utilizado tanto
para obter preparacdes protéicas homogéneas (Freire et al., 2002) como para a defini¢do da
massa molecular da proteina (Kawagishi et al., 2001).

A ultrafiltracdo de afinidade ¢ um outro processo de separacdo que se baseia na
imobilizagdo covalente de um ligante de afinidade a uma membrana visando a exclusao de
biomoléculas fixadas ao ligante, promovendo a permeagdo de outras impurezas de baixo
peso molecular dos poros da membrana. Isto ¢, a ultrafiltracdo de afinidade ¢ a combinagdo
de dois processos de separacdo, Adsorcdo de afinidade e Ultrafiltragdo (Vedajenananda et
al., 2001).

A extragdo liquido-liquido ¢ um processo de separacdo em que se estabelece o
contato entre duas fases liquidas, total ou parcialmente imisciveis, havendo a transferéncia

de um ou mais componentes de uma fase para a outra. A extragdo liquido-liquido pode
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ocorrer através do contato de duas fases aquosas ou de uma fase aquosa e uma fase
organica. Solventes organicos contendo micelas invertidas tém um grande potencial como
um novo meio de bioseparacdo e biocatalise (Lu et al., 1998; Nagayama et al., 1998). Em
particular, a extragdo de proteinas usando micelas invertidas tem ganhado uma grande
aten¢do porque a extragdo liquido-liquido pode ser realizada em larga escala, em processos
continuos (Nishiki et al., 1998).

O modelo experimental abordado neste trabalho foi a extragdo liquido-liquido com
sistema de micelas invertidas utilizando o tensioativo anidnico Bis(2-etilhexil)
sulfosuccinato de sédico (AOT), visando a purificacdo da lectina da entrecasca de Crataeva

tapia (C. tapia).

1.1. EXTRACAO LIQUIDO-LIQUIDO

A separagdo de produtos envolvendo o contato de duas fases liquidas imisciveis ¢
conhecida como extracdo liquido-liquido, ou ainda, como extragdo com solventes. Esta
técnica baseia-se na distribui¢do ou particdo de um ou mais solutos entre duas fases liquidas
(Sebastido, 1996). A sua aplicagdo em larga escala comegou a partir do inicio da década de
30, na remogao de hidrocarbonetos aromaticos do querosene (Seader et al.,1998).

As contribuigdes de Luisi et al. (1977,1979) e Martinek et al. (1978), com as
primeiras descobertas de que proteinas com atividade bioldgica poderiam ser isoladas no
interior de agregados de tensioativos em solventes organicos, deram inicio a aplicacdo de
isolamento e purificacdo de biomoléculas em sistemas micelares.

Nos ultimos anos a extragdo liquido-liquido utilizando sistemas de micelas

invertidas tem sido demonstrada como um método para a separacdo de produtos biologicos
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tais como aminoacidos (Dovyap et al., 2006), proteases alcalinas do meio de fermentagdo
(Porto et al., 2005, Monteiro et al., 2005), antibidticos (Alves et al., 2003), lectina de
sementes de Crathylia mollis (Nascimento et al., 2002), mantendo as suas propriedades

funcionais.

1.1.1. Sistemas Micelares

Numa mistura bindria agua-6leo a tensdo superficial entre as fases rica em agua e
rica em Oleo ¢ bastante elevada. Esta tensdo superficial ¢ consideravelmente reduzida
quando a mistura bindria ¢ adicionado um componente anfifilico (surfactante), que se vai
organizar na interface plana 4agua-6leo formando uma monocamada. As moléculas
anfifilicas sdo constituidas por duas regides com comportamentos quimicos muito
diferentes, a “cabeca” hidrofilica (polar) que possui grande afinidade com a 4gua e a
“cauda” hidrofébica (apolar), possuindo, no entanto, grande afinidade com compostos
apolares como o 6leo. Assim, estes tipos de moléculas tém tendéncia a serem adsorvidas na
interface com as “cabecgas” voltadas para a fase aquosa e as “caudas” a apontar para a fase
apolar (Kuhn and Rehage, 1999). Este processo de alinhamento e organizacdo molecular
interfacial € responsavel por uma reducao efetiva da tensao superficial (Figura 1).

Interfaces modificadas por moléculas de anfifilicos sdo de grande relevancia nas
areas fundamental e tecnologica, incluindo o aumento na recuperagao de 6leos, liberagao de
drogas, bio-sensores, formacao de nanoparticulas, lubrifica¢do e producdo de materiais bio-
sintéticos (Rocha et al., 2002)

Para baixas concentragdes de anfifilico, a 4gua e o 6leo ndo se misturam ocorrendo

uma separagdo de fases. Neste regime, as moléculas anfifilicas sdo adsorvidas na interface
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agua/oleo. A medida que a concentragdo do componente anfifilico aumenta ha a formacao
de uma unica fase isotropica estavel, fase microemulsdo, que possui quantidades

consideraveis de agua e 6leo (Laaksonen e Rosenholm, 1993).

Figura 1. Alinhamento das moléculas do anfifilico (surfactante) na interface agua/oleo.

As Micelas invertidas sdo agregados esféricos formados por surfactantes em
solventes orgénicos, sendo que as cadeias alifaticas dos surfactantes estdo dirigidas para
fora (em dire¢do ao solvente organico) e as cabegas polares estdo dirigidas para o interior,
formando um centro polar, que contém uma microfase aquosa, também denominada
“piscina aquosa” (Figura 2). Assim, o sistema de micelas pode ser utilizado para solubilizar
varios compostos altamente hidrofilicos de moléculas grandes como as proteinas (Lazarova

& Tonova, 1999).
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Cauda
apolar

Piscina
aquosa

“abeca nolar
a) b)
Figura 2. Diferentes formas de micelas: a) micela invertida (em solugdo organica) e¢ b)

micela normal (em solugdo aquosa).

A concentracdo micelar critica (CMC) ¢ a concentracdo minima de surfactante,
necessaria para a formacao das micelas (Carvalho & Cabral, 2000).

A técnica de extragdo liquido-liquido, utilizando sistemas de micelas invertidas,
envolve duas etapas: a primeira baseia-se na capacidade das micelas invertidas em
solubilizar proteinas contidas em uma solugdo aquosa, no interior da “piscina aquosa” do
agregado do surfactante, protegendo-as do solvente organico, normalmente em volumes
iguais de fases, sob agitacdo; a segunda, as proteinas solubilizadas no interior da micela sdo
reextraidas para uma nova fase aquosa pela mudanga das interagdes entre as proteinas e as
micelas invertidas (Ferreira et al., 2005).

A solubilizacdo seletiva de proteinas pode ser obtida pela manipulacdo dos
parametros dos sistemas tanto da fase aquosa como da fase micelar, nomeadamente, o pH e
a forca i6nica da fase aquosa, o tipo e a concentragdo do tensioativo e a temperatura do

sistema (Carneiro-da-Cunha et al., 1996; Nascimento et al., 2002). Através destas
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condi¢des favoraveis, uma proteina pode ser transferida para a fase micelar devido as
interagdes eletrostaticas entre a proteina carregada e o grupo polar do tensioativo (Pessoa
Jr, 1998) ou, por interagdes hidréfobicas, com a cadeia alquil do tensioativo, especialmente,
proteinas que possuem regides hidrofobicas na sua superficie, tal como as lipases (Vicente
et al., 1990; Aires-Barros e Cabral, 1991, Carneiro-da-Cunha, et al. 1994). As proteinas
extraidas por este método, podem ser posteriormente recuperadas da fase micelar, pelo
contato da fase organica com uma nova solu¢do aquosa, conduzindo a reextragdo do
produto purificado (Lu et al., 2005).

A reextracdo da proteina para uma nova fase aquosa ¢ alcancada pela escolha de um
novo conjunto de condi¢des, para esta etapa, tais como a forca idnica, o pH e a temperatura,
o qual desestabiliza as interagdes responsaveis pela transferéncia da proteina para fase
micelar levando-a para a nova fase aquosa (Carneiro-da-Cunha et al., 1994).

Mais recentemente, sistemas micelares foram aplicados na extracdo de uma glicose
oxidase comercial (Ferreira et al., 2005), de uma protease extracelular do meio de
fermentacdo (Monteiro et al., 2005; Porto et al., 2005) de uma natoquinase do meio de
fermentacdo (Liu et al., 2004), de uma penicilinase (Alves et al., 2003) e na extragdo de
uma lectina de sementes de Cratylia mollis (Nascimento et al., 2002).

Em particular, a extragdo de proteinas utilizando micelas invertidas tem sido alvo de
muita atenc¢do por ser uma metodologia atrativa de utilizacdo em larga escala, em processos

continuos (Carneiro-da-Cunha et al., 1997).

1.1.1.1. Efeito do Tipo e da Concentracéo do Surfactante
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Agentes ativo de superficie, comumente denominados de surfactantes ou de
tensioativos, sdo compostos anfipaticos contendo uma parte hidrofilica, cabeca polar, e
parte hidrofobica, cauda apolar ((Kilikian et al., 2000; Carvalho & Cabral, 2000).

Um tensioativo tipico possui a estrutura R-X, onde R ¢é uma cadeia de
hidrocarbonetos variando de 8-18 atomos (normalmente linear) e X € o grupo cabeca, polar
(ou i6nico). Dependendo de X, os tensioativos podem ser classificados como nao-ionicos,
cationicos, anidnicos ou anfoteros. Um tensioativo cationico possui em geral a férmula
RnX"Y", onde R representa uma ou mais cadeias hidrofobicas, X é um elemento capaz de
formar uma estrutura cationica ¢ Y € um contra ion. Em principio, X pode ser N, P, S, As,
Te, Sb, Bi ou halogénios. Dentre os tensioativos anidnicos mais freqiientemente utilizados
estdo aqueles que possuem sais de &cidos carboxilicos (graxos) monoproticos ou
polipréticos com metais alcalinos ou alcalinos terrosos, acidos como sulfurico, sulfonico e
fosforico contendo um substituinte de hidrocarboneto saturado ou insaturado. Os
tensioativos anfoteros sdo aqueles que possuem ambos os grupos anidnicos e cationicos, e
dependendo do pH da solucdo e da estrutura, pode prevalecer a espécie anidnica, cationica
ou neutra. Os tensioativos ndo-idnicos sao derivados do polioxietileno e polioxipropileno
de compostos como alquil fenol e alcool, ésteres de acidos graxos, alquilaminas, amidas de
alcoois graxos e 6xidos de amidas graxas (Maniasso, 2001).

A tabela 1 indica os principais agentes tensioativos empregados para o
estabelecimento de ambientes organizados visando a melhoria de desempenho em métodos

analiticos.



Nascimento, C. O.

Extracdo liquido-liquido da Lectina...

Tabela 1. Agentes tensioativos de uso comum em quimica analitica.

TIPO AGENTE FORMULA
TENSIOATIVO
CATIONICOS | Brometo de CH;(CH,),sN"(CH3);Br’
cetiltrimetil amodnio
(CTAB)
Brometo de CH3(CH,); N (CH3);Br
dodeciltrimetil
amonio (DTAB)
Cloreto de )
o CH3(CHy)ys N+ JCI
cetilpiridino (CICP)
ANIONICOS | Dodecil sulfato CH;3(CH,);;SO4Na"
sodico (SDS)
Bis (2-etilhexil) [CH3(CH,);CH(C,H5)CH,OCO],CHSO3'Na"
sulfosuccinato sdédico
(AOT)
Dihexadecil fosfato [CH3(CH3);5],POy
(DHF)
NAO- Polioxietileno(9-10)
IONICOS p-tercotil fenol | (CH3);C(CH;)C(CHj3), @ “(OCH; CH;),;0H
(Triton X-100)
Polioxietileno(23) CHj3(CH3);1(OCH,CH,),30H
dodecanol (brij 35)
ANFOTEROS |3-(dodecildimetil CH3(CH,) 1N (CH3) »(CH;);0S05

amonio) proprano 1-
sulfato (SB-12)
4-(dodecildimetil
amonio) butirato

(DAB)

CH3(CH,); N (CH3) 2(CH,)3:CO0O

10
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Em relagdo a origem, os tensioativos sao classificados em naturais ou sintéticos. Os
tensioativos naturais incluem lipideos simples (p. ex. ésteres de acidos carboxilicos),
lipideos complexos (ésteres de acidos graxos contendo fésforo, bases nitrogenadas, e/ou
acucar) e acidos bilicos tais como acido cdlico e deoxicolico. Embora a maioria dos
tensioativos sintéticos sejam quimicamente bastante resistentes, eles apresentam uma certa
toxicidade, e por este motivo a utilizagdo dos tensioativos naturais apresentam vantagens,
principalmente por serem biodegradaveis. Porém, devido aos elevados custos de produgao,
apesar destes tensioativos serem obtidos a partir de recursos renovaveis, ndo torna
economicamente vidvel a sua utilizagdo (Maniasso, 2001).

O tipo de tensioativo utilizado para formar micelas invertidas pode influenciar
fortemente a solubilizacdo de biomoléculas, principalmente proteinas com atividades
bioldgicas. A solubilizagdo de proteinas em micelas invertidas ¢ geralmente expressa como
fun¢do do grau de hidratacdo da micela, representada pelo parametro Wo (Luisi et al.,
1988). Este parametro ¢ definido como a razdo entre a concentracdo molar da agua e do

surfactante.

Wo = [Agua] / [Surfactante]

Dentre os tensioativos mais utilizados no processo de extragdo liquido-liquido com
sistemas de micelas invertidas sdo o AOT/isooctano € o CTAB / varios solventes, anidnico
e catidnico, respectivamente. O AOT permite micelas maiores (20 < W, < 115), enquanto
que o CTAB forma micelas menores (W, < 3), e para aumentar o seu tamanho ¢ adicionado

um co-surfactante ao sistema, geralmente um alcool alifatico como hexanol (Kadam, 1986).

11
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A concentragdo do surfactante na fase micelar em equilibrio com a fase aquosa
influencia no tamanho da micela, uma vez que aumenta a quantidade de dgua solubilizada.
Por outro lado, como os pesos moleculares dos surfactantes sao diferentes, a quantidade de
agua necessaria para se obter um mesmo valor de Wo varia com cada surfactante utilizado,
de modo que a quantidade ¢ o diametro de cada “piscina aquosa” ¢ diferente para cada
surfactante, em um mesmo Wo (Yang & Russell, 1994).

O aumento da concentragdo do surfactante favorece a solubilizacdo de proteinas na
fase micelar, também denominada de fase organica (Kuwahara et al., 2001), assim como na
recuperagdo durante a reextragdo (Jurudilokkul et al., 1998). Por outro lado, uma alta
concentragdo de surfactante pode dificultar a reextracdo de uma proteina (Carneiro-da-
Cunha et al., 1994). Segundo Goklen & Hatton (1986), este comportamento ¢ explicado
pelo aumento da quantidade de micelas formadas, que leva a um aumento do complexo
proteina-micela. Entretanto, para Leodidis & Hatton (1989), o aumento da concentracdo de
AOT provoca o aumento da razio Na' / K™ no sistema, levando a formagdo de micelas
maiores, onde as proteinas sdo normalmente menos excluidas devido a limitagdes de
tamanho. Portanto, uma concentra¢do 6tima de surfactante corresponde a um limite minimo
que possibilita a melhor combinagdo nas duas etapas de extra¢do e reextragao (Pires et al.,
1996).

Estudos recentes reportam que o aumento da concentragcdo de AOT favoreceu a
extracdo de uma notaquinase (Liu et al., 2004) e de uma protease (Monteiro et al., 2005)
ambas de meio de fermentagdo, quando a concentracdo de AOT foi elevada de 50 para 200

mM.

12
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1.1.1.2. Efeito do pH da Fase Aquosa

O pH da fase aquosa afeta a caracteristica de solubiliza¢do da proteina porque ele
modifica a distribuicdo das cargas sobre a superficie da proteina. Uma proteina ¢
caracterizada pelo ponto isoelétrico (pl), que é o valor de pH em que ela apresenta uma
carga liquida igual a zero. A valores de pH abaixo deste pl, uma proteina tem carga
positiva, enquanto que acima deste pl encontra-se carregada negativamente. Em geral, a
obtencdo da extracdo da proteina ocorre por interagdes eletrostaticas entre a carga da
superficie protéica e o grupo de moléculas da cabeca do surfactante (Goklen, 1987; Dekker,
1989).

As proteinas pequenas sdo solubilizadas em micelas invertidas a um pH préximo do
seu pl, ao passo que nas proteinas de peso molecular mais elevado, a diferen¢a entre o pl e
o pH 6timo para a solubilizagdo aumenta, ndo sendo possivel, muitas vezes, obter 100% de
solubilizacdo da proteina (Pessoa Jr. & Vitolo, 1998).

As atracOes eletrostaticas entre a proteina e a cabega polar do surfactante
favoreceram a transferéncia de uma cutinase (Carneiro-da-Cunha et al.,1996), de uma
inulinase (Pessoa Jr & Vitolo, 1998), de uma lectina (Nascimento et al., 2002) de uma
penicilina acilase (Alves et al., 2003), e de uma lisozima (Nishii et al., 2004) para a fase
micelar, uma vez que estas proteinas apresentaram cargas opostas as do surfactante.
Contudo, em alguns casos, a solubiliza¢do da proteina na fase micelar pode ocorrer, mesmo
quando a proteina apresenta a mesma carga da cabega polar do surfactante favorecendo as
interacdes hidrofobicas entre as regides apolares do surfactante e da proteina (Lazarova &

Tonova, 1999).

13
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1.1.1.3. Efeito da Forca l6nica e Tipos de fons

A forga id6nica e o tipo dos ions da solugdo aquosa apresentam grande influéncia no
processo de extragdo/reextracdo de proteinas, sugerindo uma interacao especifica dos ions
com a proteina e/ou grupo polar do surfactante.

A for¢a i6nica da fase aquosa determina o grau de prote¢do do potencial
eletrostatico imposto pela superficie carregada. O aumento da forca idnica pode causar dois
efeitos importantes na extracdo em sistemas micelares: 1) induzir a um decréscimo da
interagdo eletrostatica entre a carga da proteina e a interface carregada do surfactante
(Ichikawa et al., 2000); 2) reduzir a repulsdo eletrostatica entre os grupos polares do
surfactante, conduzindo a um decréscimo do tamanho das micelas (Kilikian et al., 2000).

O tamanho do ion é uma outra varidvel neste processo. Estudos utilizando ions de
diferentes tamanhos (Na', K', Mg 2 Ca"™) foram realizados para a extracdo de diferentes
proteinas. Foi verificado que os ions de raios atdmicos maiores, como o potassio, causaram
uma “blindagem” eletrostatica maior e, conseqiientemente, menor solubiliza¢do da proteina
do que quando utilizados ions de raios menores, como o sddio (Nishiki et al.,1993;
Andrews & Haywood, 1994).

Os sistemas de micelas invertidas com AOT nio sdo afetados pelos anions presentes
nos sais, portanto apenas os cations e suas concentragdes influenciam a transferéncia da

proteina na extragdo e na reextracdo (Robie & Vera, 1996).

1.2. LECTINAS

14
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As lectinas pertencem a uma classe de proteinas ubiqua na natureza que se ligam
reversivelmente a mono e oligossacarideos de glicoconjugados eucaridticos, nao
apresentam atividade catalitica e ao contrario dos anticorpos, ndo sdo produtos de uma
resposta imune (Sharon & Lis, 2001).

A pesquisa por lectinas iniciou-se em 1888 quando Stilmark observou que extratos
de mamona (Ricinus communis — ricina) aglutinavam eritrocitos porém, o estudo sobre
estas proteinas s6 comegou a ganhar impeto em 1960 (Sharon & Lis, 1998), abrindo uma
vasta area de aplicagdo para as lectinas (Gabor et al., 2001).

Estdo amplamente distribuidas na natureza, sendo isoladas a partir de plantas
(Correia & Coelho, 1995), animais (Dunphy et al., 2002), microrganismos (Candy et al.,
2003; Wang et al., 2003) e organismos simbidnticos como liquens (Molina & Vicente,
2000). Um grande nimero delas tem sido purificada de sementes de leguminosas (Ozeki et
al., 1996; Nascimento et al., 2002). As plantas constituem ricas fontes de lectinas e a sua
estocagem organica ocorre principalmente nas raizes, folhas, flores, frutos, sementes,
tubérculos, bulbos, rizomas e na entrecasca (Rudiger, 1998). As lectinas sdo
particularmente abundantes em sementes de leguminosas (Konozy et al., 2003). Porém, tem
crescido o interesse por lectinas presentes em tecidos como folhas (Moriyama et al., 2003),
tubérculos (Van Damme et al., 2004), entrecascas (Rojo et al., 2003), raizes (Nacem et al.,
2001), rizomas (Tateno et al., 2003), flores (Liu et al., 2002) e cotilédones (Oliveira et al.,
2002).

As lectinas da entrecasca tém papel importante no metabolismo do nitrogénio de
arvores da regido temperada (Van Damme et al.,, 1995) e tem sido sugerida a sua

participacdo no mecanismo de defesa das plantas (Rojo et al., 1997). Outras fungdes

15
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propostas para estas proteinas incluem a participagdo no metabolismo dos carboidratos e
estocagem de proteinas de reserva (Spilatro et al., 1996; Van Damme et al., 2002).

A presenca de lectinas numa amostra pode ser detectada a partir de ensaios nos
quais estas interagem com as células, através dos seus sitios de ligagdo, resultando em
aglutinacdo. Cada molécula de lectina possui um ou mais sitios de ligacdo para
carboidratos. O ensaio de hemaglutinacdo é o mais comumente utilizado pela simplicidade
e facilidade de visualizacdo do fendmeno. Os eritrécitos de origem humana ou de outros
animais, podem ser enzimaticamente utilizados (Sato et al., 2000).

A confirmacdo de que a hemaglutinagdo ¢ devida a presen¢a da lectina na amostra
se da pela sua inibigdo com os carboidratos (Freire et al., 2002) ou glicoproteinas (Coelho ¢
Silva, 2000). A especificidade de uma lectina ¢ dada pelo monossacarideo que em menor
concentragdo, possui maior habilidade para inibir a sua atividade de hemaglutina¢do ou de
precipitacdo de polissacarideos e glicoproteinas. Assim, as lectinas sdo classificadas como
especificas apresentando interagdo com um monossacarideo, ou ndo-especificas,
apresentando interacdo com oligossacarideos (Sharon & Lis, 1990).

Com base nas suas propriedades gerais e localizagdo em diferentes tecidos vegetais,
muitas funcdes fisioldgicas para as lectinas ja foram sugeridas, tais como proteinas de
reserva, no mecanismo de defesa contra microrganismos fitopatogénicos, insetos e animais
predadores (Panchel & Irache, 1998; Machuka et al., 1999; Wang & Ng. 2003), assim
como mediadores da simbiose planta-microrganismo (Limpens & Bisseling, 2003).

As lectinas desempenham os mais variados efeitos sobre as células, dentre os quais
a aglutinacao (Olafsen, 1992), a estimulagdo mitogénica (Maciel et al., 2004), a
redistribuicdo de componentes de superficie celular, a modificacdo da atividade de enzimas

de membrana, a inibi¢do de crescimento fungico ¢ a toxicidade in vitro e in vivo (Rojo et
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al., 1997). Mais recentemente as lectinas t€m sido utilizadas para o reconhecimento da
gonadotrofina coridnica de células de coriocarcinoma (Kelly et al., 2005). De acordo com
alguns estudos, as lectinas de plantas sdo potentes inibidores in vitro de viroses. Algumas
delas podem ter um papel antiviral indireto, por exemplo, a presenca de lectinas inseticidas
pode prevenir e/ou reduzir a difusdo de doencas virais transmitidas por insetos (Peumans &
Van Damme, 1995).

As lectinas mostraram ser uma inestimavel ferramenta para a investigagdo estrutural
e funcional de carboidratos complexos, especialmente glicoproteinas, e para examinar
mudangas que ocorrem na superficie celular durante os processos fisiologicos e

patologicos, desde a diferenciagao celular ao cancer (Sharon & Lis, 2001).

1.3. Crataeva tapia L.

Crataeva tapia L. é uma planta da familia Capparaceae, conhecida popularmente
como trapia ou cabaceira (Figura 3). E uma arvore tipica da Mata Atlantica, que se pode
encontrar desde Pernambuco até Sao Paulo e Minas Gerais (Zona da Mata), na mata pluvial
Atlantica e no Pantanal Matogrossense (Lorenzi, 1998). Em Pernambuco foi encontrada no
litoral, na zona da mata e em vegetacio de caatinga (Costa e Silva., 2002). E uma planta de
5-12 m de altura, dotada de copa arredondada e densa. O seu tronco ¢ geralmente tortuoso e
mais ou menos cilindrico, de 20-40 cm de diametro, com casca rugosa. As folhas sdo
compostas trifolioladas, foliolos membranaceos, glabros em ambas as faces. As flores sdo
apicolas e os frutos apresentam polpa carnosa, contendo muitas sementes. Na medicina

popular as cascas sdo usadas como ténico, estomaquico, antidisentérico, febrifugo; o fruto é
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usado no combate as infecgdes do trato respiratério e a entrecasca do caule ¢ usada como

hipoglicemiante (Guerrero ¢ Rohledo, 1993).

Figura 3. Crataeva tapia: arvore (a), folhas e flores (b), fruto (c), sementes (d) e

entrecasca (e). Figuras reproduzidas de Costa e Silva (2002).
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2. JUSTIFICATIVA

A recuperagdo e purificacao de produtos de extratos brutos sdo essenciais em muitos
processos industriais, uma vez que a natureza quimica do extrato ¢ muito complexa e o grau
elevado de pureza ¢ necessario para varios produtos. O uso de um elevado nimero de
etapas de purificacdo, e o fato das proteinas serem biomoléculas muito sensiveis a
temperatura, ao pH, aos solventes, etc., tem como conseqiiéncia a obten¢ao de rendimentos
globais baixos podendo os custos de purificacdo representar 40-90% dos custos totais do
processamento das proteinas. Consequentemente, novas técnicas de separagao e purificagdo
tém sido objeto de varios estudos.

O emprego de uma técnica alternativa de separagdo e purificacdo, como o sistema
de extra¢do liquido-liquido utilizando micelas invertidas, vem recebendo uma atencio
especial por possibilitar a diminuigdo de algumas etapas do processo tradicional de
purificagdo e possuir vantagens adicionais por ser um processo de facil aplicacdo em larga
escala, minimizando problemas encontrados em outras técnicas de separacdo quando
industrializados, principalmente a perda da capacidade de resolucdo, utilizacdo de
equipamentos complexos, incapacidade de operacdo em sistemas continuos e limita¢des
econdmicas.

Pelo exposto, o presente trabalho visa a extracdo e purificacdo da lectinas da
entrecasca de Crataeva tapia em sistemas micelares de modo a permitir uma utilizagao

mais eficiente e competitiva desta tecnologia.
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3. OBJETIVOS

3.1.0bjetivo geral

Extrair e reextrair a lectina purificada por cromatografia de troca ionica (CrataBL) e

do extrato bruto (EB) da entrecasca de Crataeva tapia L. utilizando o sistema de micelas

invertidas, constituidas pelo surfactante dioctilsulfosuccinato de sédio (AOT) em isooctano.

3.2 Objetivos especificos

e Avaliar o efeito dos parametros: tempo de agitagdo, forga ionica , pH da fase aquosa

e concentragdo do surfactante, na extracdo da lectina CrataBL (previamente

purificada por cromatografia) através do sistema de micelas invertidas constituidas

de AOT / isooctano.

e Aplicar as melhores condi¢des de extragdo / reextragao obtidas com a preparagdo de

CrataBL no extrato bruto.

e Caracterizar parcialmente a estrutura da lectina purificada pelo sistema de micelas

invertidas.

e Determinar o rendimento do sistema em proteina e em atividade, assim como o fator

de purificacdo da lectina.
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Abstract

A lectin from Crataeva tapia bark was purified using reversed micelles of sodium di(2-
ethylhexyl)sulfosuccinate (AOT) in isooctane. The effect of pH, ionic strength, AOT
concentration and agitation time was investigated. High extraction (70%) of the protein was
achieved at pH 5.5 with 10 mM citrate phosphate buffer solution containing 30 mM NacCl,
with 5 min of agitation. Protein was recovered (80%) from a reversed micellar phase (5
mM AOT/isooctane) into a 10 mM sodium citrate buffered solution at pH 5.5 containing
1000 mM KCI and 5% (v/v) butanol, with 5 min of agitation. The optimal conditions for
direct extraction of lectin from crude extract led to a yield of protein and activity of 56%
and 53%, respectively. Crude extract and purified lectin by reversed micelles system were
applied on Sephacryl S-300 column. Comparison of gel filtration chromatographic profiles
indicates the efficiency of reversed micellar system to lectin isolation. The oligomeric

native of lectin was detected by SDS-PAGE and gel filtration chromatography

Keywords: Liquid-liquid extraction; Reversed micelles; AOT, Purification; Lectin;

Crataeva tapia.
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1. Introduction

The liquid-liquid extraction using reversed micelles has demonstrated to be a
potential method to separate biological products, among them proteins which are
solubilized in organic solvents with surfactants, while mantaining their functional
properties; proteins can be transferred between an aqueous solution and a reversed micellar
organic phase (Monteiro et al., 2005).

Reversed micellar extraction is a separation process which can be applied in
downstream processing for recovery and purification of valuable biological products. The
process can be performed by a forward extraction of the target protein or contaminants,
from an aqueous solution to a reversed micellar organic phase, and a back-extraction, by
which the biomolecules are released from micelles and transferred to a fresh aqueous phase
(Carneiro-da-Cunha et al., 1996).

The major factors determining protein solubilization in reversed micellar systems
are electrostatic interactions between the solutes and heads as well as aggregation
properties of surfactant. The protein extraction process from the aqueous phase by reversed
micelles and its back extraction to an aqueous solution is critical by dependent on several
interrelated parameters. Selective solubilization of proteins can be achieved by
manipulating parameters of the system both in micellar and aqueous phase nature of
organic solvent, type and concentration of surfactant and temperature (Pires et al., 1996). In
recent years, the extraction and purification of protein using reversed micellar systems have
been reported, such as extraction of an extracellular protease (Monteiro et al., 2005),
glucose oxidase (Ferreira et al., 2005), chitanases (Chen et al., 2005) and nattokinase (Liu

etal., 2004).
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Lectins are ubiquitous proteins in nature that can reversibly bind to mono, oligo,
polysaccharides and glycoconjugates; they do not present catalytic activity and, unlike
antibodies, are not products of immune reply. These proteins are used in the studies of
biochemistry, cell biology, immunology, glycobiology and have widespread applications in
biomedical researches, such as in structural and functional investigations of complex
carbohydrates, to analyze changes at cellular surface during physiological and pathological
processes (Sharon and Lis, 2001), treatment of pre-cancerous conditions (Wroblewski et
al., 2001), biological insecticide (Yaskara et al., 2005).

Seeds, mainly, tuber and bark have been sources of plant lectins which showed
biological activity. In Northeast Brazil Crataeva tapia bark infusions have been used to
control blood glycemic level (Costa e Silva, 2002).

This work describes the extraction and back-extraction of a lectin from Crataeva
tapia bark, CrataBL, using a reversed micellar system of an anionic surfactant sodium di(2-
ethylhexyl) sulfosuccinate (AOT) in isooctane. The pH, ionic strength, surfactant
concentration and agitation time, factors that affect the performance of the reversed micelar

system, were investigated in this study.

2. Materials and methods

2.1. Chemicals

Sodium di(2-ethylhexyl) sulfosuccinate (AOT) was from Sigma (USA); isooctane,

butanol, glutaraldehyde, analytical grade was obtained from Merck (Germany);
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bicichoninic acid (BCA) was obtained from Pierce. All other chemicals were of analytical

grade.

2.2. Lectin preparation

Crataeva tapia bark was collected in the region of Recife city (Pernambuco, Brazil)
and the extract [10% (w/v) in 150 mM NaCl] was obtained by trituration, agitation
overnight at 4 °C, filtration on gaze and centrifugation (4,000 x g for 15 min); supernatant
was denominated crude extract (CE). The lectin purified by ionic exchange

chromatography (CrataBL) was a kind gift of Regina M. S. Aratjo, M.Sc.

2.3. Protein extraction and back-extraction with reversed micelles

The reversed micellar system was constituted by anionic surfactant, sodium di(2-
ethylhexyl) sulfosuccinate (AOT) in isooctane. Extraction and back-extraction procedures
were performed as follows: 1) to buffered lectin preparations (3 ml; NaCl, KCI or CaCl,)
was added to a final concentration ranging from 30 to 300 mM) an equal volume of
micellar phase (3 ml; AOT in isooctane at a concentration range of 5-100 mM) was added
and both phases were stirred for 5 - 20 min for protein extraction; mixture was then
centrifuged for 5 min at 3,000 x g, for phase separation; 2) after extraction, separated
micellar phase (2 ml), containing solubilized protein, was added to an equivalent volume of
buffered aqueous solution at different pH (citrate phosphate 10 mM, pH 5.0 - 6.0 and
sodium phosphate 10 mM, pH 7.0) containing 50 - 1000 mM KCI and to the system was

added 5% (v/v) of butanol. Mixture was stirred for 5 min, centrifuged for 5 min at 3,000 x g
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for phase separation and the lectin was recovered in new aqueous phase. The parameters
agitation speed (900 rpm), temperature (25 °C) and protein concentration (0.374 mg/ml)

were maintained constant in all experiments.

2.4. Protein assays

The protein content in the aqueous and organic phases was spectrophotometrically
determined using the bicinchoninic acid according to Smith et al. (1985), with bovine

serum albumin as standard, at a range of 0 — 600 pg/ml.

2.5. Determination of hemagglutinating activity

The determination of hemagglutinating activity (HA) in aqueous phase was
performed in microtitre plates, using a rabbit erythrocyte suspension (2.5%, v/v) treated
with glutaraldehyde (Correia and Coelho, 1995). The determination of protein activity in
back-extraction aqueous phase was carried out after dialysis due to interference of salt

concentration and butanol used. HA was determinated by the function log.

2.6. Polyacrylamide gel electrophoresis (PAGE)

Electrophoresis in the presence of sodium dodecyl sulphate (SDS-PAGE) was

performed on 10 % (w/v) gel according to Laemmli (1970). Polypeptide bands of lectin

(150 pg of protein) and standards (bovine serum albumin, 66 KDa; ovalbumin, 45 KDa,;
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glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase, 36 KDa; carbonic anhydrase, 29 KDa;
trypsinogen, 24 KDa; trypsin inhibitor, 20 KDa; a-lactalbumin, 14.2 KDa from Sigma,
USA) were stained with Coomassie Brilliant Blue. PAGE for native basic [7.5 % (w/v) gel]
and acidic [12 % (w/v) gel] proteins were made according to Reisfeld et al. (1962) and

Davis (1964), respectively.

2.7. Gel filtration chromatography

Lectin extracted by reversed micelles was chromatographed on gel filtration Hiprep
16/60 Sephacryl S-300 column (16 mm x 60 cm); Akta FPLC system (Amersham
Pharmacia Biotech, Sweden) pre-equilibrated at 24 °C with 0.5 M NaCl. Samples (2.0 ml; 1
mg of protein) were injected and eluted with same solution at a flow rate of 1.0 ml min™.
The standards (Sigma, USA) similarly chromatographed were bovine serum albumin (66
KDa), fetuin (64 KDa), ovalbumin (45 KDa) and trypsin inhibitor type III-O chicken (28

KDa).

3. Results and discussion

3.1. Effect of contact time on the extraction of CrataBL

The effect of contact time during forward extraction of CrataBL (10 mM citrate
phosphate buffer, pH 5.5, containing 30 mM NaCl) in reversed micelles of AOT (5 mM)
was firstly investigated at a time ranging from 5 to 20 min. Protein extraction remained

constant (100 %) in the whole range of tested contact time. The equilibrium seems to be
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established at a short contact time of 5 min after the initiation of extraction, making easy
total protein transfer to organic phase. Similar result was reported for the extraction of a
nattokinase from fermentation broth, when contact time was prolonged from 8 to 12 min
(Liu et al., 2004). In general, too long extraction time increases the chance for the protein to
contact the solvent, leading to protein denaturation and affecting performance. Therefore,

the extraction time was fixed at 5 min for subsequent experiments.

3.2. Effect of ionic strength on the extraction of CrataBL

The influence of ionic strength on the extraction of CrataBL (aqueous phase), at pH
5.5 in reversed micelles of AOT (5 mM) in isooctane was evaluated. Different salts (KCI,
NaCl and CaCl,) were used with a concentration range from 30 to 300 mM. The percentage
of protein transferred (100 %) remained constant in the whole range of tested
concentrations. The main effect of ionic strength is that it reduces electrostatic repulsion
among surfactant head groups, resulting in size decrease of reverse micelles at higher ionic
strength (Monteiro et al., 2005). The size of protein molecule also influences its uptake by
reversed micelles. In this case, CrataBL (40 KDa) probably was solubilized inside micelle
independently of salt type and concentration used. The 30 mM NaCl was selected for

further experiments since lectin preparation (item 2.1) was performed with NaCl.

3.3. Effect of pH on the extraction of CrataBL and CE

The major factors determining protein solubilization in reversed micellar systems

are electrostatic interactions among biomolecules and charged surfactant heads as well as
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the aggregation properties of surfactant. The influence of pH on lectin extraction in
reversed micelles of AOT (5 mM) was studied. The pH of aqueous phase (CrataBL and
CE) was varied at pH 3.0 — 12.0, using different types of buffer systems according to their
pKa value (Fig. 1). The results for CrataBL showed that protein transferred to micellar
phase was found to be stable (100 %) within the pH range of 3.0 — 5.5 and decreased
gradually up to pH 12.0, whereas for CE a discrete increase on the extraction occurred
within the same pH range, with a maximum of 70 % at pH 5.5 and decreased for higher pH
values. Similar situation was reported to Cratylia mollis seed lectin by Nascimento et al.
(2002), where the maximum extraction was obtained at pH 5.0. This behaviour suggests
that pH 5.5 was more selective, since it was possible to transfer ca. 100 % and 70 % of
CrataBL and lectin of CE, respectively, probably due to favorable attractive electrostatic
interactions between positively charged lectin at pH 5.5 (basic protein) and negatively
charged surfactant heads. For smaller proteins, using anionic surfactants at pH conditions
below the protein pl their transfer from aqueous to micellar solution is favoured (Pessoa Jr

& Vitolo, 1998). Therefore, the selected pH used in further studies was pH 5.5.

3.4. Effect of AOT concentration on the extraction CrataBL and CE

The size of micelles relative to the size of protein is critical to the ability of micelles
to solubilize proteins. The influence of AOT concentration on lectin extraction (CrataBL
and CE) under 30 mM of NaCl and pH 5.5 conditions, was evaluated over an AOT
concentration range of 5 — 100 mM (figure 2). The results showed that CrataBL was totally
transferred (100%) in all studied concentrations, whereas for CE extraction remained at the

level of 70% over the AOT concentration range of 5 — 50 mM with a slight decrease of 5 %
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in AOT concentration of 100 mM. It is well known that increase in the amount of surfactant
in organic phase leads to an increase of protein solubilization due to the increase of the
amount of surfactant aggregation and/ or the increase of size of reverse micelles (Nishiki et
al., 2000). Nevertheless, no significant differences were found on extraction over AOT
concentration range of 5 — 50 mM. These results could be explained by the size of lectin
associated to a strong interaction between protein and surfactant. Similar situation was
reported on extraction of a lipase from Penicillium citrinum under an AOT concentration
range of 100 — 350 mM (Krieger et al., 1997). The 5 mM AOT concentration was selected

for the following experiments.

3.5. Effect of pH and ionic strength on the back-extraction of CrataBL and CE

In reverse micellar extraction processes, particularly in the back-extraction step, the
micellar interaction has to be considered one important factor and more difficult to
accomplish (Dungan et al., 1991). Initially, the study on lectin back-extraction using
differents pH and ionic strength values did not allow any recuperation, probably due to
strong electrostatic interactions between positive lectin charges and negative charges of
AOT. Similar behavior was reported for back-extraction of a nattokinase from fermentation
broth (Liu et al., 2004). The presence of alcohol molecule (propanol, butanol, pentanol,
hexanol and octanol) can affect micellar system modifying whole interactions (Hong and
Kuboi, 1999). A small amount of alcohol added to an organic solution improves the back-
extraction behavior of proteins depending on the concentration and alcohol species (Lee et
al., 2005). Also, the presence of butanol in the system may change the water properties

inside reversed micelles (Porto et al., 2005). In all experiments of back-extraction step of
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this study was then added 5 % of butanol. Figure 3a illustrates influence of ionic strength
and pH on back-extraction of CrataBL, where was observed that it was possible to get
recuperations of protein to a new aqueous phase only with concentrations above 200 mM
KClI for all pH values, except for pH 7.0 which showed a recovery of 5 % at 200 mM of
KCI. The back-extraction increased with the increase of pH from 5.0 to 7.0, with a
maximum of back-extraction (47.5 %) for pH 6.0 and 7.0 containing 1000 mM KCI.
Therefore, the higher hemagglutinating activity (50 %) was obtained at pH 5.5 containing
1000 mM KCI with 45.25 % of protein recovery (Figure 3b). This results suggest that the
pH 5.5 was more selective for the back transfer of lectin.

Similar behavior was observed for the CE lectin. Figure 4a illustrates that the
amount of protein back-extracted to new aqueous phase increased with the increase of pH
value and KCI concentration with a maximum of recovery (85.25 %) at pH 7.0 containing
1000 mM KCI however, the higher purification factor (1.7), illustrated in the Figure 4b,
was obtained at pH 5.5 containing 1000 mM KCI which only yielded 77.76 % of back-
extraction. These results suggest that the increase of percentage of transferred protein to a
new aqueous phase when pH was increased from 5.5 to 7 was not lectin content but other
contaminant proteins. Similar purification factors of protein, 1.8 and 1.5, using micellar
systems, were reported for an extracellular alkaline protease from fermentation broth (Porto
et al., 2005) and xylanase from fermentation broth (Rodrigues et al., 1999), respectively.
The presence of alcohol (butanol) in the system permitted the back-extraction of lectin from
a reversed micellar phase to an aqueous phase, probably for some structural factor change
of the micelles, corroborated with Liu et al. (2004) and Lee et al. (2005). The optimal
conditions for direct extraction of lectin from crude extract led to a yield of protein and

activity of 56 % and 53 %, respectively.
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3.6.Partial characterization of Structura of purified lectin by reversed micellar system

The purified lectin by reversed micellar system was electrophoresed. PAGE for
native basic protein revealed only a single lectin band (Fig. 6b); no band was detected for
acidic proteins. SDS-PAGE showed two polypeptide bands of molecular mass 21 KDa and
40 KDa (Fig. 6a).

Evaluation of purified lectin by reversed micelles system by gel filtration
chromatography (Fig. 5b) revealed two peak protein leaves of 40 KDa and 29 KDa. When
the crude extract was chromatographic (Fig 5a) one main peak of 40 KDa and additional
peaks of 26, 19 and 7.6 KDa were detected. Minimal protein of 29 KDa was also observed.
The chromatographic profile indicates lectin isolation by reversed micelles system. The
crude extract contains multiple protein contaminants was not detected after purification
process.

The two peaks of purified lectin by reversed micelles reflect dissociation of subunits
already observed in SDS-PAGE (Fig. 6a). The difference in molecular mass obtained by
SDS-PAGE (21 KDa) and gel filtration (29 KDa) is probably due to glycoprotein native of

subunit (Puri & Surolia, 1994).

4. Conclusion

The present work indicates that parameters, such as, pH, ionic strength and
concentration of AOT affect the lectin partition in the reversed micellar systems constituted
of anionic surfactant AOT/isooctane and the agitation time range studied (5 — 20 min) do

not make any influence. The best obtained conditions for the extraction (10 mM citrate
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phosphate buffer solution, pH 5.5 containing 30 mM NaCl; 5 mM AOT; 5 min agitation)
and back-extraction (10 mM citrate phosphate buffer solution, pH 5.5 containing 1000 mM
KCl, 5 min agitation) allowed an yield of protein and activity of 56% and 53%,
respectively. The lectin obtained revealed only one band on native PAGE and two peaks of
40 and 29 KDa by gel filtration chromatography (Akta FPLC system). Comparison of gel
filtration chromatographic profiles indicates the efficiency of reversed micellar system to

lectin isolation;
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FIGURE CAPTIONS

Figure 1. Effect of pH on extraction lectin preparations with 30 mM NaCl, AOT (5 mM) in

isooctane reversed micelles. (#) CrataBL and (m) CE.

Figure 2. Effect of AOT concentration on extraction lectin preparations with 30 mM NaCl,

pH 5.5. (#) CrataBL and (m) CE.

Figure 3. Effect of pH and ionic strength on back-extraction CrataBL at pH 5.5 added by 30
mM NaCl, with AOT (5 mM) in isooctane reversed micelles to a new 10 mM buffered
aqueous phase at pH 5.0, 5.5 and 6.0 (citrate phosphate) and pH 7.0 (sodium phosphate)
with addition of KCIl concentrations (50-1000 mM). Initial concentration of protein in
micellar phase 0.374 mg; ml, initial activity = 1.5. HA = hemagglutinating activity. (a) %

Back-extraction protein to aqueous phase, (b) HA in back-extraction aqueous phase.

Figure 4. Effect of pH and ionic strength on back-extraction CE at pH 5.5, with AOT (5
mM) in isooctane reversed micelles to a new 10 mM buffered aqueous phase at pH 5.0, 5.5
and 6.0 (citrate phosphate) and pH 7.0 (sodium phosphate) with addition of KCI
concentrations (50-1000 mM). Initial concentration of protein in micellar phase 0.374
mg/ml, initial activity = 1.5. HA = hemagglutinating activity. (a) % Back-extraction protein

to aqueous phase, (b) Purification factor in back-extraction aqueous phase.
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Figure 5. Gel filtration chromatography on Sephacryl S-300 of sample back-extraction pH
5.5 containing 1000 mM KCl and added of 5 % (v / v) butanol at 25 °C. (a) Crude extract (2
ml; 4 mg) and (b) purified lectin (2ml; 0.3 mg) were applied on column (16 mm x 60 cm)

equilibrated with 500 mM NaCl fractions (3 ml) were collected at 1.0 ml / min.

Figure 6. PAGE of the sample back-extraction pH 5.5 containing 1000 mM KCl and added

of 5 % (v/v) butanol at 25 °C. A) SDS — PAGE: (1) Molecular weight and (2) Purified

lectin; B) PAGE to native basic protein: (1) purified lectin and (2) citocromo c.
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Figure 1. Effect of pH on extraction lectin preparations with 30 mM NaCl, AOT (5 mM) in
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Figure 3. Effect of pH and ionic strength on back-extraction CrataBL at pH 5.5 added by 30
mM NaCl, with AOT (5 mM) in isooctane reversed micelles to a new 10 mM buffered
aqueous phase at pH 5.0, 5.5 and 6.0 (citrate phosphate) and pH 7.0 (sodium phosphate)
with addition of KCIl concentrations (50-1000 mM). Initial concentration of protein in
micellar phase 0.374 mg; ml, initial activity = 1.5. HA = hemagglutinating activity. (a) %

Back-extraction protein to aqueous phase, (b) Log HA in back-extraction aqueous phase.
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Figure 4. Effect of pH and ionic strength on back-extraction CE at pH 5.5, with AOT (5
mM) in isooctane reversed micelles to a new 10 mM buffered aqueous phase at pH 5.0, 5.5
and 6.0 (citrate phosphate) and pH 7.0 (sodium phosphate) with addition of KCI
concentrations (50-1000 mM). Initial concentration of protein in micellar phase 0.374
mg/ml, initial activity = 1.5. HA = hemagglutinating activity. (a) % Back-extraction protein

to aqueous phase, (b) Purification factor in back-extraction aqueous phase.
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Figure 5. Gel filtration chromatography on Sephacryl S-300 of sample back-extraction pH
5.5 containing 1000 mM KCl and added of 5 % (v / v) butanol at 25 °C. (a) Crude extract (2
ml; 4 mg) and (b) purified lectin by reversed micelles (2ml; 0.3 mg) were applied on
column (16 mm x 60 cm) equilibrated with 500 mM NacCl fractions (3 ml) were collected at

1.0 ml / min.
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Figure 6. PAGE of the sample back-extraction pH 5.5 containing 1000 mM KCl and added
of 5 % (v/v) butanol at 25 °C. A) SDS — PAGE: (1) Molecular weight and (2) Purified
lectin by reversed micelles; B) PAGE to native basic protein: (1) purified lectin by reversed

micelles and (2) citocromo c.
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6. CONCLUSOES

Os estudos desenvolvidos no presente trabalho mostraram que:

1. E possivel extrair lectina da entrecasca de Crataeva tapia, utilizando o sistema de
micelas invertidas de AOT em isooctano e, que os melhores parametros foram: fase
aquosa tamponada com citrato fosfato 10 mM, pH 5,5 a 25°C contendo NaCl (30 mM)
e fase organica constituida por AOT (5 mM) / isooctano e, tampao citrato fosfato 10
mM, pH 5,5 com 1000 mM de KCI e 5 % de butanol a 25°C, para a extra¢do e
reextracdo, respectivamente. Estes parametro permitiram extragcoes de 100 % e 70 %, e
reextragdes de 45,25 % e 77,76 %, para a CrataBL e EB, respectivamente, com um fator

de purificacdo de 1,7 para a lectina do EB.

2. A PAGE para proteinas basicas apresentou uma unica banda e SDS-PAGE apresentou

duas bandas peptidicas de 21 KDa (banda principal) e de 40 KDa.

3. A natureza oligomérica da lectina foi demonstrada pela deteccdo de duas bandas

protéicas em SDS-PAGE e dois picos no perfil cromatografico de filtragdo em gel.

4. A PAGE para proteinas nativas e basicas apresentou uma Unica banda, revelando a

eficiéncia do sistema de micelas invertidas para a purificacdo da lectina.
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7. ANEXO
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presenting information of a multi-disciplinary nature, that
would not be suitable for publication in a journal devoted to a
single discipline, are particularly welcome. The following areas are
covered by the Journal: Nucleic Acids / Molecular Biology; Physiology /
Biochemistry; Biochemical Engineering / Bioprocess Engineering;
Industrial Processes / New Products; Medical Biotechnology.

Submission of manuscripts

Submission of a paper to the Journal of Biotechnology implies: (1) that
it is not being submitted for publication elsewhere; (2) the transfer of
the copyright from the author to the Publisher.

Authors are requested to submit their manuscripts electronically, by
using the EES online submission tool at
http://ees.elsevier.com/jbiotec/. After registration, authors will be
asked to upload their article, an extra copy of the abstract, and
associated artwork. The submission tool will generate a PDF file to be
used for the reviewing process. The submission tool generates an
automatic reply and a manuscript number will be generated for future
correspondence.

Types of papers

(1) Full-length papers, generally not exceeding 20 typewritten pages.
Full-length papers should:

(a) be divided into sections (Abstract, Introduction, Materials and
methods, Results, Discussion);

(b) contain an Abstract, not exceeding 200 words, at the beginning of
the paper, followed by 3-6 keywords;

(c) not exceed 12-15 printed pages (approximately 20 typewritten
pages) including the space required for figures. Longer papers will be
considered, but may be subject to delayed publication.

(2) Short Communications, not exceeding 1500 words or equivalent
space including figures and tables. These must be brief definitive
reports and not preliminary findings. Short communications may not
be devided into Materials and Methods, Results and Discussion,
instead, Materials and Methods may be described in the text or, if
apropriate, in figure legends or table footnotes.

(3) Reviews will be published following invitation from Review Editor or
by the suggestion of authors.

(4) Special Issues on highlighted aspects of biotechnology are also
published. Special Issues may contain selected contributions from
international meetings, or a collection of papers on a specific topic, and
may be composed of review articles, research papers, and short notes.
Guest Editors responsible for the organisation of Special Issues will be
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invited by the Editors of the Journal, but may also be suggested by
scientists who are willing to organize a special issue on a topic that
deserves publication.

(5) Letters to the Editor and announcements of meetings and courses
will be included at the discretion of the Editors and the Publisher.

(6) Supplements will be published at the discretion of the Publisher in
consultation with the Chief Editor. Please contact the Publishing Editor
direct for further information: Floris de Hon, Journal of Biotechnology,
Elsevier, Radarweg 29, 1043 NX Amsterdam, The Netherlands, E-mail:

f.hon@elsevier.com
Manuscripts

The manuscript should be typed with double spacing and wide
margins, and should be accompanied by a separate title page giving
the authors' names and affiliations, as well as an address for
correspondence including fax number and e-mail address. If it is a
resubmission this has to be indicated and the former J. Biotechnol. MS
No. has to be given. All pages have to be numbered consecutively,
including the abstract, figure legends, and tables. Place the last two
items after the References section. Copies of in-press and submitted
manuscripts that are important for judgement of the present
manuscript should be enclosed to facilitate reviewing.

For the title, avoid numbered series titles.

In the Abstract, avoid abbreviations and references. The Abstract
should be followed by up to six Keywords.

The Material and Methods section should include sufficient technical
information to allow the experiments to be repeated. When
experimental conditions are critical, give enough information to enable
another investigator to repeat the procedure. For commonly used
methods a simple reference is sufficient. If several alternative methods
are described in the paper cited, please identify the method briefly in
addition to the reference. Describe new methods completely.

Present the Results as concise as possible in either table(s) or figure
(s). Avoid extensive use of graphs to present data that might be more
concisely presented in the text or tables. The Results and Discussion
sections may be combined.

References should be assembled on a separate sheet. In the text they
should be referred to by name and year (Harvard System). More than
one paper from the same author in the same year must be identified
by the letters a, b, c, etc., placed after the year of publication. In the
text, when referring to a work by more than two authors, the name of
the first author should be given followed by et al. and year in brackets.
Literature references must consist of names and initials of all authors,
year, title of paper referred to, abbreviated title of periodical, volume
number and first and last page numbers of the paper. Periodicals,
books and multi-author books should follow the examples below:

Ponti, C., Sonnleitner, B. and Fiechter, A. (1995) Aerobic thermophilic
treatment of sewage sludge at pilot plant scale. 1. Operating
conditions. J. Biotechnol. 38, 173-182. Walter, H., Brooks, D.E. and
Fisher, D. (1985) Partitioning in aqueous two-phase systems.
Academic Press, Inc., Orlando, FL. Hamer, G. ( 1989) Fundamental
aspects of aerobic thermophilic digestion. In: Bruce, A.M., Colin, F. and
Newman, P.J. (Eds.), Treatment of Sewage Sludge: Thermophilic
Aerobic Digestion and Processing Requirements for Landfilling. Elsevier
Applied Science, London, pp. 2-19.

Abbreviations of journal titles should conform to those adopted by List
of Serial Title Word Abbreviations, International Serials Data System,
20 rue Bachaumont, 75002 Paris, France. ISBN 2- 904938-02-8.

Tables should be typed double-spaced on separate sheets, numbered
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consecutively with Arabic numerals, and only contain horizontal lines. A
short descriptive title should appear above each table, with possible
legend and footnotes (identified with a, b, c, etc.) below.

Figures should be line drawings in black ink. Figures should be
completely labeled, the size of the lettering being appropriate to that of
the drawing, taking into account the necessary reduction in size. All
legends should be typed double-spaced on separate sheets. If figures
are not to be reduced their format should not exceed 16.0 x 20.2 cm.
Colour reproduction is possible. Authors wishing to publish colour
figures will be expected to pay for their production costs. Figure
legends have to be submitted on separate sheets.

Equations have to be numbered consecutively.

Nomenclature. A list of symbols and abbreviations (e.g., of enzymes)
should be provided. 'Fermentation' and 'fermenter' have become very
ambiguous expressions and, therefore, should be avoided in this
Journal. Preferably use other expressions such as cultivation or
bioreactor, respectively. Units and Dimensions should be expressed
according to IUPAC nomenclature, e.g.

Time, s, min, h, d, a; Mass, ng, mg, mg, g, kg, t;

Length, nm, mm, mm, cm, m, km; Volume, |, ml, ml; Dalton, Da, for
molecular mass.

Molecular weight has no dimension.

Negative powers should be used instead of fractions, e.g., g I-1 h-1,
nmol ml-1, etc.

Dimensions should not be mixed with specifications, e.g., protein per
biomass (g g-1) instead of g protein/g biomass.

Scientific and Engineering Symbols. Growth kinetics and cultivation: As
recommended by the International Commission at the 2nd Int.
Symposium on Cont. Cultivation of Microorganisms, Prague 1962
(Proceedings published by Academic Press, New York, p. 379, 1962).
Other symbols: as per 'Perry's Chemical Engineering Handbook'.

Instructions regarding GenBank/DNA Sequence Linking:

DNA sequences and GenBank Accesion numbers: Many Elsevier
journals cite "gene accession numbers" in their running text and
footnotes. Gene accession numbers refer to genes or DNA sequences
about which further information can be found in the database at the
National Center for Biotechnical Information (NCBI) at the National
Library of Medicine. Elsevier authors wishing to enable other scientists
to use the accession numbers cited in their papers via links to these
sources, should type this information in the following manner:

For each and every accession number cited in an article, authors
should type the accession number in bold, underlined text . Letters
in the accession number should always be capitalised. (See Example 1
below). This combination of letters and format will enable Elsevier's
typesetters to recognize the relevant texts as accession numbers and
add the required link to GenBank's sequences.

Example 1: "GenBank accession nos. AI631510, AI631511,
AI632198, and BF223228 , a B-cell tumor from a chronic lymphatic
leukemia (GenBank accession no. BE675048 ), and a T-cell lymphoma
(GenBank accession no. AA361117 )".

Authors are encouraged to check accession numbers used very
carefully. An error in a letter or number can result in a dead link. In
the final version of the printed article , the accession number text will
not appear bold or underlined (see Example 2 below).

Example 2: "GenBank accession nos. AI631510, AI631511, AI632198,
and BF223228, a B-cell tumor from a chronic lymphatic leukemia
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(GenBank accession no. BE675048), and a T-cell lymphoma (GenBank
accession no. AA361117)".

In the final version of the electronic copy , the accession number text
will be linked to the appropriate source in the NCBI databases enabling
readers to go directly to that source from the article.

All questions arising after acceptance of the manuscript, especially
those relating to proofs, should be directed to: Elsevier Ireland Ltd.,
Issue Manager Journal of Biotechnology, Elsevier House, Brookvale
Plaza, East Park, Shannon, Co. Clare, Ireland, E-

mail.g.

1ggan@elsevier.com.

Proofs will be sent to the first-named author of an article, unless an
alternative is requested on the title page of the manuscript. They
should be checked carefully and returned within 2 days of receipt. Only
printer's errors may be corrected: no changes in or additions to the
edited manuscript will be allowed at this stage.

Page charges will not be made.
Reprints may be ordered by filling in and returning to the Publishers

the order form sent to the author with the proofs. Twenty-five free
offprints per contribution will be made available.

= Printer-friendly version
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