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RESUMO 
 

As lectinas são proteínas ubíquas na natureza que se ligam reversívelmente a mono, oligo, 

polissacarídeos e glicoconjugados. Não apresentam atividade catalítica e ao contrário dos 

anticorpos, não são produtos de uma resposta imunológica. O objetivo do presente trabalho 

foi avaliar a extração e a reextração de uma lectina purificada por cromatografia de troca 

iônica (CrataBL) e do extrato bruto (EB) da entrecasca de Crataeva tapia utilizando o 

sistema de micelas invertidas, constituídas pelo surfactante dioctilsulfosuccinato de sódio 

(AOT) em isooctano. A entrecasca de Crataeva tapia foi coletada na região da cidade do 

Recife (Pernambuco, Brasil) e o extrato [10 % (p/v) em 150 mM NaCl] foi obtido por 

trituração e agitação durante 16 h a 4 oC, 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 extração da proteína tais como: tempo de contato de agitação (5 - 20 min), força 

iônica, incluindo o tipo de sal (NaCl, KCl e CaCl2) e concentração (30 – 300 mM), pH da 

fase aquosa (pH 3,0 –12,0) e concentração do surfactante (5 - 100 mM AOT), foram 

investigados. Os parâmetros avaliados para a reextração foram: pH da fase aquosa (pH 5,0 

– 7,0) e força iônica (50 - 1000 mM de KCl) tendo sido adicionado ao sistema 5% Butanol. 

Os parâmetros velocidade de agitação (900 rpm), temperatura (25oC) e concentração de 

proteína (0,374 mg/ml), foram mantidos constantes em todos os experimentos. Os melhores 

resultados  para extração foram obtidos com 5 min de tempo de contanto entre as duas 

fases, 30 mM de NaCl, tampão citrato/fostato pH 5,5 e 5 mM de AOT, onde foi possível 

obter extrações protéicas de 100 % e 70 % para CrataBL e EB, respectivamente. Para a 

reextração, as melhores condições foram, tampão citrato/fosfato 10 mM, pH 5,5 acrescido 

de 1000 mM de KCl, onde foi possível obter uma recuperação protéica de 45,25 % 

(CrataBL) e 80,65 % (EB) com 50 % da atividade hemaglutinante para ambas as amostras. 

As amostras obtidas com as melhores condições de extração e reextração aplicadas ao EB 

revelaram apenas uma banda na PAGE para proteínas básicas e duas bandas no SDS-

PAGE. A cromatografia de gel filtração (AKTA) indicou dois picos: um de 40 KDa e outro 

de 29 KDa. A natureza oligomérica da lectina foi detectada por cromatografia de filtração 

em gel e SDS-PAGE. A comparação dos perfis cromatográficos de filtração em gel do EB 

com o da lectina purificada, indicaram a eficiência do sistema de micelas invertidas na 

purificação 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 oC, 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, KCl e CaCl2) 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 KCl) being added 

to the system 5 % of Butanol. The parameters, agitation speed (900 rpm), temperature 

(25oC) 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 KCl, 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. INTRODUÇÃO 

 

Os processos de isolamento e purificação de biomoléculas consistem, geralmente, 

de uma primeira etapa de separação sólido-líquido, seguida de uma nova etapa de 

concentração e finalmente, a etapa de purificação em função do grau de pureza pretendido 

(Aires-Barros e Cabral, 2003). 

Em várias etapas independentes, as diversas propriedades físico-químicas da 

biomolécula, entre outras, de interesse são usadas para separá-la das demais. Assim, o 

tamanho, forma, afinidade de ligação e a carga elétrica são explorados durante o processo 

de purificação.  

Os principais métodos empregados na purificação de proteínas em diversas áreas 

como biotecnologia, saúde pública ou no estudo dos poluentes ambientais são: precipitação 

salina (Romero et al., 2001); cromatografia de afinidade (Alpuche et al., 2005), de troca 

iônica (Zhao et al., 2003) e de filtração em gel (Rojo et al., 2003); ultrafiltração de 

afinidade (Vedajnananda et al., 2001), extração líquido-líquido com duas fases aquosas 

(Porto et al., 2002) e com micelas invertidas (Nascimento et al., 2002); entre outros.  

A maioria das proteínas é inicialmente purificada por procedimentos de 

fracionamento a partir da adição de um sal. Esta técnica baseia-se no fato de que as 

proteínas em solução estão associadas a moléculas de água na sua superfície, camada de 

solvatação, que impedem as interações proteína-proteína. A adição de concentrações 

elevadas de sais remove a água adsorvida, permitindo interações hidrofóbicas proteína-

proteína e a sua precipitação. Em função das proteínas possuírem muitos grupos 

carregados, a sua solubilidade depende da concentração dos sais dissolvidos, aumentando à 

proporção que os sais são adicionados (salting in) voltando a diminuir à medida que mais 
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sais são adicionados (salting out). O sulfato de amônio, (NH4)2SO4, é o sal mais utilizado 

para precipitar proteínas, porque a sua alta solubilidade permite a precipitação protéica em 

soluções com elevada força iônica (Heu et al., 1995). 

A cromatografia é uma técnica de separação diferencial dos componentes de uma 

amostra entre uma fase móvel e uma fase estacionária (partículas esféricas empacotadas 

numa coluna). A mistura de proteínas ou outros produtos biológicos a separar é aplicada na 

fase móvel e migra através da coluna. A maior ou menor afinidade para a fase móvel ou 

estacionária afeta a sua separação. Geralmente a separação dos componentes da mistura é 

conseguida por eluição, em que as forças de ligação à matriz são pertubadas através da 

alteração da composição da fase móvel de um modo contínuo (gradiente linear) ou de um 

modo descontínuo (gradiente em degrau). Os processos cromatográficos normalmente 

conduzem a seletividades elevadas. Os fatores que influenciam a eficiência deste processo 

são a qualidade do suporte cromatográfico, a dispersão axial e a dificuldade de 

estabelecimento de equilíbrio entre as fases móvel e estacionária. Os suportes mais 

utilizados em cromatografia são polissacarídeos (dextrana, agarose e celulose), polímeros 

sintéticos (como poliacrilamida, poliestireno) materiais inorgânicos (sílica porosa, 

hidroxiapatita e vidro poroso) e materiais compósitos (poliacrilamida-agarose, dextrano-

bisacrilamida, sílica porosa-dextrana). Dependendo do tipo de interações envolvidas os 

processos cromatográficos podem ser classificados em adsorção, filtração em gel, troca 

iônica, interação hidrofóbica, fase reversa e afinidade (Aires-Barros e Cabral, 2003). 

A cromatografia de afinidade, técnica mais amplamente utilizada, tem como 

princípio de separação das proteínas por se ligarem especificamente a suportes 

polissacarídicos através de ligações não covalentes. Normalmente a proteína desejada é 

obtida com alto grau de pureza (Bhowal et al., 2005), por alteração das condições de pH 
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(Datta et al., 2001), da força iônica (Freire et al., 2002) ou pela eluição com uma solução 

contendo um competidor (Oliveira et al., 2002).  

Na cromatografia de troca iônica a ligação da proteína ocorre com os grupos de 

carga de sinal contrário, imobilizados na matriz. Uma das matrizes mais utilizadas neste 

tipo de cromatografia é a celulose. Como exemplo temos a carboximetil (CM) celulose, um 

trocador catiônico carregado negativamente e a dietilaminoetil (DEAE) celulose, um 

trocador aniônico (Datta et al., 2001). 

Na cromatografia de filtração em gel, a separação ocorre de acordo com o tamanho 

da proteína. A fase estacionária consiste de esferas de gel contendo poros cujos intervalos 

de tamanho são relativamente estreitos. Quando uma solução aquosa contendo moléculas 

de vários tamanhos passa através da coluna, as moléculas maiores permanecem na solução 

que contorna as esferas e, portanto, atravessam a coluna mais rapidamente do que as 

moléculas pequenas, que atravessam os poros. Este tipo de cromatografia é utilizado tanto 

para obter preparações protéicas homogêneas (Freire et al., 2002) como para a definição da 

massa molecular da proteína (Kawagishi et al., 2001). 

A ultrafiltração de afinidade é um outro processo de separação que se baseia na 

imobilização covalente de um ligante de afinidade a uma membrana visando a exclusão de 

biomoléculas fixadas ao ligante, promovendo a permeação de outras impurezas de baixo 

peso molecular dos poros da membrana. Isto é, a ultrafiltração de afinidade é a combinação 

de dois processos de separação, Adsorção de afinidade e Ultrafiltração (Vedajenananda et 

al., 2001). 

A extração líquido-líquido é um processo de separação em que se estabelece o 

contato entre duas fases líquidas, total ou parcialmente imiscíveis, havendo a transferência 

de um ou mais componentes de uma fase para a outra. A extração líquido-líquido pode 

3 
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ocorrer através do contato de duas fases aquosas ou de uma fase aquosa e uma fase 

orgânica. Solventes orgânicos contendo micelas invertidas têm um grande potencial como 

um novo meio de bioseparação e biocatálise (Lu et al., 1998; Nagayama et al., 1998). Em 

particular, a extração de proteínas usando micelas invertidas tem ganhado uma grande 

atenção porque a extração líquido-líquido pode ser realizada em larga escala, em processos 

contínuos (Nishiki et al., 1998). 

O modelo experimental abordado neste trabalho foi a extração líquido-líquido com 

sistema de micelas invertidas utilizando o tensioativo aniônico Bis(2-etilhexil) 

sulfosuccinato de sódico (AOT), visando a purificação da lectina da entrecasca de Crataeva 

tapia (C. tapia). 

 

1.1. EXTRAÇÃO LÍQUIDO-LÍQUIDO 

 

A separação de produtos envolvendo o contato de duas fases líquidas imiscíveis é 

conhecida como extração líquido-líquido, ou ainda, como extração com solventes. Esta 

técnica baseia-se na distribuição ou partição de um ou mais solutos entre duas fases líquidas 

(Sebastião, 1996). A sua aplicação em larga escala começou a partir do início da década de 

30, na remoção de hidrocarbonetos aromáticos do querosene (Seader et al.,1998). 

As contribuições de Luisi et al. (1977,1979) e Martinek et al. (1978), com as 

primeiras descobertas de que proteínas com atividade biológica poderiam ser isoladas no 

interior de agregados de tensioativos em solventes orgânicos, deram início à aplicação de 

isolamento e purificação de biomoléculas em sistemas micelares. 

Nos últimos anos a extração líquido-líquido utilizando sistemas de micelas 

invertidas tem sido demonstrada como um método para a separação de produtos biológicos 
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tais como aminoácidos (Dövyap et al., 2006), proteases alcalinas do meio de fermentação 

(Porto et al., 2005, Monteiro et al., 2005), antibióticos (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 binária água-óleo a tensão superficial entre as fases rica em água e 

rica em óleo é bastante elevada. Esta tensão superficial é consideravelmente reduzida 

quando à mistura binária é adicionado um componente anfifílico (surfactante), que se vai 

organizar na interface plana água-óleo formando uma monocamada. As moléculas 

anfifílicas são constituídas por duas regiões com comportamentos químicos muito 

diferentes, a “cabeça” hidrofílica (polar) que possui grande afinidade com a água e a 

“cauda” hidrofóbica (apolar), possuindo, no entanto, grande afinidade com compostos 

apolares como o óleo. Assim, estes tipos de moléculas têm tendência a serem adsorvidas na 

interface com as “cabeças” voltadas para a fase aquosa e as “caudas” a apontar para a fase 

apolar (Kuhn and Rehage, 1999). Este processo de alinhamento e organização molecular 

interfacial é responsável por uma redução efetiva da tensão superficial (Figura 1). 

Interfaces modificadas por moléculas de anfifílicos são de grande relevância nas 

áreas fundamental e tecnológica, incluindo o aumento na recuperação de óleos, liberação de 

drogas, bio-sensores, formação de nanopartículas, lubrificação e produção de materiais bio-

sintéticos (Rocha et al., 2002)  

Para baixas concentrações de anfifílico, a água e o óleo não se misturam ocorrendo 

uma separação de fases. Neste regime, as moléculas anfifílicas são adsorvidas na interface 

5 
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água/óleo. À medida que a concentração do componente anfifílico aumenta há a formação 

de uma única fase isotrópica estável, fase microemulsão, que possui quantidades 

consideráveis de água e óleo (Laaksonen e Rosenholm, 1993).  

 

  

 

 

 

 

 

 

Figura 1. Alinhamento das moléculas do anfifílico (surfactante) na interface água/óleo. 

 

As Micelas invertidas são agregados esféricos formados por surfactantes em 

solventes orgânicos, sendo que as cadeias alifáticas dos surfactantes estão dirigidas para 

fora (em direção ao solvente orgânico) e as cabeças polares estão 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 

vários compostos altamente hidrofílicos de moléculas grandes como as proteínas (Lazarova 

& Tonova, 1999). 
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Cauda 
apolar 

Cabeça polar

Piscina 
aquosa 

b) a) 

Figura 2. Diferentes formas de micelas: a) micela invertida (em solução orgânica) e b) 

micela normal (em solução aquosa). 

 

A concentração micelar crítica (CMC) é a concentração mínima de surfactante, 

necessária para a formação das micelas (Carvalho & Cabral, 2000). 

A técnica de extração líquido-líquido, utilizando sistemas de micelas invertidas, 

envolve duas etapas: a primeira baseia-se na capacidade das micelas invertidas em 

solubilizar proteínas contidas em uma solução aquosa, no interior da “piscina aquosa” do 

agregado do surfactante, protegendo-as do solvente orgânico, normalmente em volumes 

iguais de fases, sob agitação; a segunda, as proteínas solubilizadas no interior da micela são 

reextraídas para uma nova fase aquosa pela mudança das interações entre as proteínas e as 

micelas invertidas (Ferreira et al., 2005).  

A solubilização seletiva de proteínas pode ser obtida pela manipulação dos 

parâmetros dos sistemas tanto da fase aquosa como da fase micelar, nomeadamente, o pH e 

a força iônica da fase aquosa, o tipo e a concentração do tensioativo e a temperatura do 

sistema (Carneiro-da-Cunha et al., 1996; Nascimento et al., 2002). Através destas 
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condições favoráveis, uma proteína pode ser transferida para a fase micelar devido às 

interações eletrostáticas entre a proteína carregada e o grupo polar do tensioativo (Pessoa 

Jr, 1998) ou, por interações hidrófobicas, com a cadeia alquil do tensioativo, especialmente, 

proteínas que possuem regiões hidrofóbicas na sua superfície, tal como as lipases (Vicente 

et al., 1990; Aires-Barros e Cabral, 1991, Carneiro-da-Cunha, et al. 1994). As proteínas 

extraídas por este método, podem ser posteriormente recuperadas da fase micelar, pelo 

contato da fase orgânica com uma nova solução aquosa, conduzindo à reextração do 

produto purificado (Lu et al., 2005). 

A reextração da proteína para uma nova fase aquosa é alcançada pela escolha de um 

novo conjunto de condições, para esta etapa, tais como a força iônica, o pH e a temperatura, 

o qual desestabiliza as interações responsáveis pela transferência da proteína para fase 

micelar levando-a para a nova fase aquosa (Carneiro-da-Cunha et al., 1994). 

Mais recentemente, sistemas micelares foram aplicados na extração de uma glicose 

oxidase comercial (Ferreira et al., 2005), de uma protease extracelular do meio de 

fermentação (Monteiro et al., 2005; Porto et al., 2005) de uma natoquinase do meio de 

fermentação (Liu et al., 2004), de uma penicilinase (Alves et al., 2003) e na extração de 

uma lectina de sementes de Cratylia mollis (Nascimento et al., 2002).  

Em particular, a extração de proteínas utilizando micelas invertidas tem sido alvo de 

muita atenção por ser uma metodologia atrativa de utilização em larga escala, em processos 

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

 

1.1.1.1. Efeito do Tipo e da Concentração do Surfactante 
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Agentes ativo de superfície, comumente denominados de surfactantes ou de 

tensioativos, são compostos anfipáticos contendo uma parte hidrofílica, cabeça polar, e 

parte hidrofóbica, cauda apolar ((Kilikian et al., 2000; Carvalho & Cabral, 2000). 

Um tensioativo típico possui a estrutura R-X, onde R é uma cadeia de 

hidrocarbonetos variando de 8-18 átomos (normalmente linear) e X é o grupo cabeça, polar 

(ou iônico). Dependendo de X, os tensioativos podem ser classificados como não-iônicos, 

catiônicos, aniônicos ou anfóteros. Um tensioativo catiônico possui em geral a fórmula 

RnX+Y-, onde R representa uma ou mais cadeias hidrofóbicas, X é um elemento capaz de 

formar uma estrutura catiônica e Y é um contra íon. Em princípio, X pode ser N, P, S, As, 

Te, Sb, Bi ou halogênios. Dentre os tensioativos aniônicos mais freqüentemente utilizados 

estão aqueles que possuem sais de ácidos carboxílicos (graxos) monopróticos ou 

polipróticos com metais alcalinos ou alcalinos terrosos, ácidos como sulfúrico, sulfônico e 

fosfórico contendo um substituinte de hidrocarboneto saturado ou insaturado. Os 

tensioativos  anfóteros são aqueles que possuem ambos os grupos aniônicos e catiônicos, e 

dependendo do pH da solução e da estrutura, pode prevalecer a espécie aniônica, catiônica 

ou neutra. Os tensioativos não-iônicos são derivados do polioxietileno e polioxipropileno 

de compostos como alquil fenol e álcool, ésteres de ácidos graxos, alquilaminas, amidas de 

álcoois graxos e óxidos 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 

analíticos. 
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Tabela 1. Agentes tensioativos de uso comum em química analítica. 

TIPO AGENTE 

TENSIOATIVO 

FÓRMÚLA 

Brometo de 

cetiltrimetil amônio 

(CTAB) 

CH3(CH2)15N+(CH3)3Br-

Brometo de 

dodeciltrimetil 

amônio (DTAB) 

CH3(CH2)11N+(CH3)3Br-

CATIÔNICOS 

Cloreto de 

cetilpiridino (CICP)  

Dodecil sulfato 

sódico (SDS) 

CH3(CH2)11SO4
-Na+

Bis (2-etilhexil) 

sulfosuccinato sódico 

(AOT) 

[CH3(CH2)3CH(C2H5)CH2OCO]2CHSO3
-Na+

ANIÔNICOS 

Dihexadecil fosfato 

(DHF) 

[CH3(CH2)15]2PO2
-

Polioxietileno(9-10) 

p-tercotil fenol 

(Triton X-100) 

 

(CH3)3C(CH2)C(CH3)2 
---  ---(OCH2 CH2)23OH

 

NÃO-

IÔNICOS 

Polioxietileno(23) 

dodecanol (brij 35) 

CH3(CH2)11(OCH2CH2)23OH 

3-(dodecildimetil 

amônio) proprano 1-

sulfato (SB-12) 

CH3(CH2)11N+(CH3) 2(CH2)3OSO3
-ANFÓTEROS 

4-(dodecildimetil 

amônio) butirato 

(DAB) 

CH3(CH2)11N+(CH3) 2(CH2)3COO-
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Em relação à origem, os tensioativos são classificados em naturais ou sintéticos. Os 

tensioativos naturais incluem lipídeos simples (p. ex. ésteres de ácidos carboxílicos), 

lipídeos complexos (ésteres de ácidos graxos contendo fósforo, bases nitrogenadas, e/ou 

açúcar) e ácidos bílicos tais como ácido cólico e deoxicólico. Embora a maioria dos 

tensioativos sintéticos sejam quimicamente bastante resistentes, eles apresentam uma certa 

toxicidade, e por este motivo a utilização dos tensioativos naturais apresentam vantagens, 

principalmente por serem biodegradáveis. Porém, devido aos elevados custos de produção, 

apesar destes tensioativos serem obtidos a partir de recursos renováveis, não torna 

economicamente viável a sua utilização (Maniasso, 2001). 

 O tipo de tensioativo utilizado para formar micelas invertidas pode influenciar 

fortemente a solubilização de biomoléculas, principalmente proteínas com atividades 

biológicas. A solubilização de proteínas em micelas invertidas é geralmente expressa como 

função do grau de hidratação da micela, representada pelo parâmetro Wo (Luisi et al., 

1988). Este parâmetro é definido como a razão entre a concentração molar da água e do 

surfactante. 

 

Wo = [Água] / [Surfactante] 

   

Dentre os tensioativos mais utilizados no processo de extração líquido-líquido com 

sistemas de micelas invertidas são o AOT/isooctano e o CTAB / vários solventes, aniônico 

e catiônico, respectivamente. O AOT permite micelas maiores (20 < Wo < 115), enquanto 

que o CTAB forma micelas menores (Wo < 3), e para aumentar o seu tamanho é adicionado 

um co-surfactante ao sistema, geralmente um álcool alifático como hexanol (Kadam, 1986). 
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A concentração do surfactante na fase micelar em equilíbrio com a fase aquosa 

influencia no tamanho da micela, uma vez que aumenta a quantidade de água solubilizada. 

Por outro lado, como os pesos moleculares dos surfactantes são diferentes, a quantidade de 

água necessária para se obter um mesmo valor de Wo varia com cada surfactante utilizado, 

de modo que a quantidade e o diâmetro de cada “piscina aquosa” é diferente para cada 

surfactante, em um mesmo Wo (Yang & Russell, 1994). 

O aumento da concentração do surfactante favorece a solubilização de proteínas na 

fase micelar, também denominada de fase orgânica (Kuwahara et al., 2001), assim como na 

recuperação durante a reextração (Jurudilokkul et al., 1998). Por outro lado, uma alta 

concentração de surfactante pode dificultar a reextração de uma proteína (Carneiro-da-

Cunha et al., 1994). Segundo Goklen & Hatton (1986), este comportamento é explicado 

pelo aumento da quantidade de micelas formadas, que leva a um aumento do complexo 

proteína-micela. Entretanto, para Leodidis & Hatton (1989), o aumento da concentração de 

AOT provoca o aumento da razão Na+ / K+ no sistema, levando à formação de micelas 

maiores, onde as proteínas são normalmente menos excluídas devido a limitações de 

tamanho. Portanto, uma concentração ótima de surfactante corresponde a um limite mínimo 

que possibilita a melhor combinação nas duas etapas de extração e reextração (Pires et al., 

1996). 

Estudos recentes reportam que o aumento da concentração de AOT favoreceu a 

extração de uma notaquinase (Liu et al., 2004) e de uma protease (Monteiro et al., 2005) 

ambas de meio de fermentação, quando a concentração de AOT foi elevada de 50 para 200 

mM. 
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1.1.1.2. Efeito do pH da Fase Aquosa 

 

 O pH da fase aquosa afeta a característica de solubilização da proteína porque ele 

modifica a distribuição das cargas sobre a superfície da proteína. Uma proteína é 

caracterizada pelo ponto isoelétrico (pI), que é o valor de pH em que ela apresenta uma 

carga líquida igual a zero. A valores de pH abaixo deste pI, uma proteína tem carga 

positiva, enquanto que acima deste pI encontra-se carregada negativamente. Em geral, a 

obtenção da extração da proteína ocorre por interações eletrostáticas entre a carga da 

superfície protéica e o grupo de moléculas da cabeça do surfactante (Goklen, 1987; Dekker, 

1989). 

As proteínas pequenas são solubilizadas em micelas invertidas a um pH próximo do 

seu pI, ao passo que nas proteínas de peso molecular mais elevado, a diferença entre o pI e 

o pH ótimo para a solubilização aumenta, não sendo possível, muitas vezes, obter 100% de 

solubilização da proteína (Pessoa Jr. & Vitolo, 1998). 

As atrações eletrostáticas entre a proteína e a cabeça polar do surfactante 

favoreceram a transferência 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 proteínas apresentaram cargas opostas às do surfactante. 

Contudo, em alguns casos, a solubilização da proteína na fase micelar pode ocorrer, mesmo 

quando a proteína apresenta a mesma carga da cabeça polar do surfactante favorecendo as 

interações hidrofóbicas entre as regiões apolares do surfactante e da proteína (Lazarova & 

Tonova, 1999). 
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1.1.1.3. Efeito da Força Iônica e Tipos de Íons 

 

A força iônica e o tipo dos íons da solução aquosa apresentam grande influência no 

processo de extração/reextração de proteínas, sugerindo uma interação específica dos íons 

com a proteína e/ou grupo polar do surfactante. 

A força iônica da fase aquosa determina o grau de proteção do potencial 

eletrostático imposto pela superfície carregada. O aumento da força iônica pode causar dois 

efeitos importantes na extração em sistemas micelares: 1) induzir a um decréscimo da 

interação eletrostática entre a carga da proteína e a interface carregada do surfactante 

(Ichikawa et al., 2000); 2) reduzir a repulsão eletrostática entre os grupos polares do 

surfactante, conduzindo a um decréscimo do tamanho das micelas (Kilikian et al., 2000). 

O tamanho do íon é uma outra variável neste processo. Estudos utilizando íons de 

diferentes tamanhos (Na+, K+, Mg +2, Ca+2) foram realizados para a extração de diferentes 

proteínas. Foi verificado que os íons de raios atômicos maiores, como o potássio, causaram 

uma “blindagem” eletrostática maior e, conseqüentemente, menor solubilização da proteína 

do que quando utilizados íons de raios menores, como o sódio (Nishiki et al.,1993; 

Andrews & Haywood, 1994).  

Os sistemas de micelas invertidas com AOT não são afetados pelos ânions presentes 

nos sais, portanto apenas os cátions e suas concentrações influenciam a transferência da 

proteína na extração e na reextração (Robie & Vera, 1996).  

 

1.2. LECTINAS 
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As lectinas pertencem a uma classe de proteínas ubíqua na natureza que se ligam 

reversivelmente a mono e oligossacarídeos de glicoconjugados eucarióticos, não 

apresentam atividade catalítica e ao contrário dos anticorpos, não são 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 eritrócitos porém, o estudo sobre 

estas proteínas só começou a ganhar ímpeto em 1960 (Sharon & Lis, 1998), abrindo uma 

vasta área de aplicação para as lectinas (Gabor et al., 2001). 

Estão amplamente distribuídas 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 simbiônticos como liquens (Molina & Vicente, 

2000). Um grande número 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 orgânica ocorre principalmente nas raízes, folhas, flores, frutos, sementes, 

tubérculos, bulbos, rizomas e na entrecasca (Rudiger, 1998). As lectinas são 

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), raízes (Naeem et al., 

2001), rizomas (Tateno et al., 2003), flores (Liu et al., 2002) e cotilédones (Oliveira et al., 

2002). 

As lectinas da entrecasca têm papel importante no metabolismo do nitrogênio de 

árvores da região temperada (Van Damme et al., 1995) e tem sido sugerida a sua 

participação no mecanismo de defesa das plantas (Rojo et al., 1997). Outras funções 
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propostas para estas proteínas incluem a participação no metabolismo dos carboidratos e 

estocagem de proteínas de reserva (Spilatro et al., 1996; Van Damme et al., 2002).  

A presença de lectinas numa amostra pode ser detectada a partir de ensaios nos 

quais estas interagem com as células, através dos seus sítios de ligação, resultando em 

aglutinação. Cada molécula de lectina possui um ou mais sítios de ligação para 

carboidratos. O ensaio de hemaglutinação é o mais comumente utilizado pela simplicidade 

e facilidade de visualização do fenômeno. Os eritrócitos de origem humana ou de outros 

animais, podem ser enzimaticamente utilizados (Sato et al., 2000). 

A confirmação de que a hemaglutinação é devida à presença da lectina na amostra 

se dá pela sua inibição com os carboidratos (Freire et al., 2002) ou glicoproteínas (Coelho e 

Silva, 2000). A especificidade de uma lectina é dada pelo monossacarídeo que em menor 

concentração, possui maior habilidade para inibir a sua atividade de hemaglutinação ou de 

precipitação de polissacarídeos e glicoproteínas. Assim, as lectinas são classificadas como 

específicas apresentando interação com um monossacarídeo, ou não-específicas, 

apresentando interação com oligossacarídeos (Sharon & Lis, 1990). 

Com base nas suas propriedades gerais e localização em diferentes tecidos vegetais, 

muitas funções fisiológicas para as lectinas já foram sugeridas, tais como proteínas de 

reserva, no mecanismo de defesa contra microrganismos fitopatogênicos, 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 aglutinação (Olafsen, 1992), a estimulação mitogênica (Maciel et al., 2004), a 

redistribuição de componentes de superfície celular, a modificação da atividade de enzimas 

de membrana, a inibição de crescimento fúngico e a toxicidade in vitro e in vivo (Rojo et 
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al., 1997). Mais recentemente as lectinas têm sido utilizadas para o reconhecimento da 

gonadotrofina coriônica de células de coriocarcinoma (Kelly et al., 2005). De acordo com 

alguns estudos, as lectinas de plantas são potentes inibidores in vitro de viroses. Algumas 

delas podem ter um papel antiviral indireto, por exemplo, a presença de lectinas inseticidas 

pode prevenir e/ou reduzir a difusão de doenças virais transmitidas por insetos (Peumans & 

Van Damme, 1995). 

As lectinas mostraram ser uma inestimável ferramenta para a investigação estrutural 

e funcional de carboidratos complexos, especialmente glicoproteínas, e para examinar 

mudanças que ocorrem na superfície celular durante os processos fisiológicos e 

patológicos, desde a diferenciação celular ao câncer (Sharon & Lis, 2001). 

 

1.3. Crataeva tapia L. 

 

Crataeva tapia L. é uma planta da família Capparaceae, conhecida popularmente 

como trapiá ou cabaceira (Figura 3). É uma árvore típica da Mata Atlântica, que se pode 

encontrar desde Pernambuco até São Paulo e Minas Gerais (Zona da Mata), na mata pluvial 

Atlântica e no Pantanal Matogrossense (Lorenzi, 1998). Em Pernambuco foi encontrada no 

litoral, na zona da mata e em vegetação de caatinga (Costa e Silva., 2002). É uma planta de 

5-12 m de altura, dotada de copa arredondada e densa. O seu tronco é geralmente tortuoso e 

mais ou menos cilíndrico, de 20-40 cm de diâmetro, com casca rugosa. As folhas são 

compostas trifolioladas, folíolos membranáceos, glabros em ambas as faces. As flores são 

apícolas e os frutos apresentam polpa carnosa, contendo muitas sementes. Na medicina 

popular as cascas são usadas como tônico, estomáquico, antidisentérico, febrífugo; o fruto é 
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usado no combate às infecções do trato respiratório e a entrecasca do caule é usada como 

hipoglicemiante (Guerrero e Rohledo, 1993). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
(a) (b) (c) 

 

 

 

 

 

 
(d) (e) 

 

Figura 3. Crataeva tapia: árvore (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 recuperação e purificação de produtos de extratos brutos são essenciais em muitos 

processos industriais, uma vez que a natureza química do extrato é muito complexa e o grau 

elevado de pureza é necessário para vários produtos. O uso de um elevado número de 

etapas de purificação, e o fato das proteínas serem biomoléculas muito sensíveis à 

temperatura, ao pH, aos solventes, etc., tem como conseqüência a obtenção de rendimentos 

globais baixos podendo os custos de purificação representar 40-90% dos custos totais do 

processamento das proteínas. Consequentemente, novas técnicas de separação e purificação 

têm sido objeto de vários estudos.  

O emprego de uma técnica alternativa de separação e purificação, como o sistema 

de extração líquido-líquido utilizando micelas invertidas, vem recebendo uma atenção 

especial por possibilitar a diminuição de algumas etapas do processo tradicional de 

purificação e possuir vantagens adicionais por ser um processo de fácil aplicação em larga 

escala, minimizando problemas encontrados em outras técnicas de separação quando 

industrializados, principalmente a perda da capacidade de resolução, utilização de 

equipamentos complexos, incapacidade de operação em sistemas contínuos e limitações 

econômicas.  

Pelo exposto, o presente trabalho visa a extração e purificação da lectinas da 

entrecasca de Crataeva tapia em sistemas micelares de modo a permitir uma utilização 

mais eficiente e competitiva desta tecnologia. 
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3. OBJETIVOS 

 

3.1.Objetivo geral 

 

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

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

invertidas, constituídas pelo surfactante dioctilsulfosuccinato de sódio (AOT) em isooctano.  

 

3.2 Objetivos específicos 

 

• Avaliar o efeito dos parâmetros: tempo de agitação, força iônica , pH da fase aquosa 

e concentração do surfactante, na extração da lectina CrataBL (previamente 

purificada por cromatografia) através do sistema de micelas invertidas constituídas 

de AOT / isooctano. 

 

• Aplicar as melhores condições de extração / reextração obtidas com a preparação de 

CrataBL no extrato bruto. 

 

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

invertidas. 

 

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

de purificação 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 NaCl, 

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 KCl 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 

et al., 2004). 

38 



Nascimento, C. O. Extração líquido-líquido da Lectina... 

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 (Yáskara 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 oC, 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. Araújo, 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, KCl or CaCl2) 

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 KCl 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 ºC) 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 µg/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 µg 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; α-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 oC 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-1. 

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 (KCl, 

NaCl and CaCl2) 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 pI 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 

KCl for all pH values, except for pH 7.0 which showed a recovery of 5 % at 200 mM of 

KCl. 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 KCl. 

Therefore, the higher hemagglutinating activity (50 %) was obtained at pH 5.5 containing 

1000 mM KCl 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 KCl concentration with a maximum of recovery (85.25 %) at pH 7.0 containing 

1000 mM KCl however, the higher purification factor (1.7), illustrated in the Figure 4b, 

was obtained at pH 5.5 containing 1000 mM KCl 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 (Äkta 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 (■) CE. 

 

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

pH 5.5. (♦) CrataBL and (■) 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 KCl 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 KCl 

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 ºC. (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 ºC. 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 

isooctane reversed micelles. (♦) CrataBL and (■) CE. 
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Figure 2. Effect of AOT concentration on extraction lectin preparations with 30 mM NaCl, 

pH 5.5. (♦) CrataBL and (■) CE. 
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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 KCl 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 KCl 

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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(a) (b) 

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 ºC. (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 NaCl 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 ºC. 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. CONCLUSÕES 

 

Os estudos desenvolvidos no presente trabalho mostraram que: 

1. É possível extrair lectina da entrecasca de Crataeva tapia, utilizando o sistema de 

micelas invertidas de AOT em isooctano e, que os melhores parâmetros foram:  fase 

aquosa tamponada com citrato fosfato 10 mM, pH 5,5 a 25ºC contendo  NaCl (30 mM) 

e fase orgânica constituída por AOT (5 mM) / isooctano e, tampão citrato fosfato 10 

mM, pH 5,5 com 1000 mM de KCl e 5 % de butanol a 25oC, para a extração e 

reextração, respectivamente. Estes parâmetro permitiram extrações de 100 % e 70 %, e  

reextrações de 45,25 % e 77,76 %, para a CrataBL e EB, respectivamente, com um fator 

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

 

2. A PAGE para proteínas básicas apresentou uma única banda e SDS-PAGE apresentou 

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

 

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

protéicas em SDS-PAGE e dois picos no perfil cromatográfico de filtração em gel. 

 

4. A PAGE para proteínas nativas e básicas apresentou uma única banda, revelando a 

eficiência do sistema de micelas invertidas para a purificação da lectina. 

 
 
 
 
 
 
 

60 



Nascimento, C. O. Extração líquido-líquido da Lectina... 

7. ANEXO 

 

 

61 



 



 



 



 




