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Resumo

Bioprodutos de aplicacao farmacéutica 1ém sido produzidos em sistemas
transgénicos diversos, incluinde células de animais, baciérias e leveduras. No
future, € esperado gque a demanda por novas proteinas ierapéuticas cresca
substancialmente, sendoc que ¢ uso de planitas comeo biorrealores iem se
mostrado como uma das allemativas economicamente mais atraenies para a
producdoe de proteinas recombinantes em larga escala. O objetivo desie
trabalhio fol estudar o processo de extracdoc da pré-insulina humana
recombinante produzida no endosperma de milho transgénico. Neste contexto,
avaliaram-se 0s exiratos aquosos de seis variedades de milhos comerciais
guanto as propriedades relacionadas & recuperagdo e purificacio de
bioprodutos {RPB} — conceniracdc de componentes natives do milho
{carboidratos, compostos fendlicos e proteinas), taxa de {illracdo e teor de
lipideos — e realizou-se a selecio e otimizacdo das varidaveis operacionais
relevantes na extracdo da pré-insulina em conjunto com a minimizacao dos
componentes nativos do milho. A andlise das superficies de resposta, geradas a
partir do planejamento experimental, e do teste de Tukey indicou que a
condicae 6titna para a extraci&o de pré-insulina, utilizando tampéace bicarbonato
de so6dio 530 mM pH 10,0 e DTT 5 mM, € aqguela na qual a razdo volume: massa
(vim) € de 10:1 ¢ a temperatura é de 25°C. Esta condicdo, em um tempo de
extracdo de 2h e agitacido a 500 rpm. ¢ a indicada como otima para a extragao
da pré-insulina humana recombinante do milho transgénico. Os valores
maximos de concentragdo de pré-insulina obtidos foram 20,72 ug/ml ou 0,45%
da proteina total soluvel. Como conclusdes gerais, constatou-se que a escolha
da variedade de milho comercial influenciou a complexidade do extrato; a
presenca do agente redutor no tampdo de extragao fol importante na
solubilizacao da pré-insulina; a extracdo de pro-insulina foi mais eficiente em
tampéo alcalino em relacdo ao tampao alcodlico e, finalmente, as variaveis de

processc que mais influenciaram a extracéo foram a temperalura € a razdo vin.
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Abstract

Biopharmaceutical products have been produced by different transgenic
systems such as animal cells, bacleria and yeasts. In the future, a substantial
increase in the demand for new therapeutic proteins is expectied and the use of
plants as bioreactors is arising as an alternative system for large-scale
production of recombinant proteins. The purpose of the present work was to
study the extraction of recombinant human proinsulin from transgenic maize
endosperm. Agqueous exiracts from six commercial maize varielies were
evaluated in terms of downstream processing paramelers — concentration of
native components {carpohydrales, phenoclic compounds and proteins,
filtration flux and lipids content — and a seclection and optimization of
operational variables was carried out in conjunction with minimization of the
exiraction of maize native components. Analysis of response surface plots and
Tukey test both indicated that the optimum condition for proinsulin extraction
fusing 50 mM sodium carbonate buffer at pH 10.0 and 5 mM DTT) was at
volume:mass (vim] ratio of 10:1 and temperature of 25°C. This condition, at an
extraction tme of 2h and 500 rpm of agitation, was the optimum condition for
proinsulin  extraction from transgenic maize. The maximum preinsulin
concentration value found was 20.72 uyg/ml or 0.45% of the total soluble
protein. As general conclusions, we noted that the choice of commercial maize
will have an influence on extract guality: the presence of the reducing agent
was crucial to proinsulin sclubilization; proinsulin extraction was more efficient
for an alkaline bulifer than for alccholic buffers, and the variables that had a
more important influence on the extraction were the temperature and the vim

ratio.
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Nomenclatura

u - forca idmica

AR - acucares redutores

ART - acticares redutores totais

bt Z - brittle 2

DDT- ditiotreitol

D — diametro médio de particula area-volume
DNS - acido dinitrosalicilico

ELISA - enzyme linked immunosorbent assay
ITM - inibidor de tripsinag de milho

ME -~ mercapiaetanc]

GPM - quality protein maize

RPB- recuperacéo e purilicacio de bioprodutos

8SDS - dodecil sulfato de sodio

SDS-PAGE - eletroforese em gel de poliacrilamida contendo o detergente dodecil

sulfato de sédio

sh2 - shrunken 2

sul ~sugary I

T ~{emperatura

TS8P - proteinas totais soluveis

vim ~ razdo volume:massa
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Introducao

Capitulo 1

Introducio

As recentes descobertas no campo da gendmica ém despertado interesse
na busca de noves sistemas de producgdo de proteinas terapfuticas e um
progresso significante neste sentido € o uso de plantas transgénicas como
biorreatores, também conhecido como molecular farming. A lsta de proteinas,
bastante complexas, produzidas com sucesso em plantas fem crescido
consideravelmente, sendo gue nos ultimos dez anos mais de 100 proteinas
recombinantes foram produzidas em diferentes espécies de plantas. Entre as
vantagens do uso de plantas como sistema de expressdo estao a praticidade e a
economia.

A primeira proteina de aplicacido farmacéutica produzida em planta foi o
horménio de crescimento humanc (hGH). expressado em tabaco transgénico em
1986 (Barta et al, 1986). A partir de entdqo, a expressdao de proteinas
recombinantes em plantas inclui desde enzimas de aplicacio indusirial até
anticorpos e vacinas contra o virus da hepatite B e do HIV (virus da
imunodeficiéncia humana}. Segundo Horn ef al. {2004), ndo restam davidas de
gue o uso de plantas como biorreatores estd se afirmando mundialmente como
um novo ramo industrial. Conforme a producao industrial se desenvolve, cresce
a demanda pela pesquisa relacionada ao desenvolvimento de processo,
complementando, assim, a pesquisa fundamental realizada pelos biclogistas
moleculares visando & otimizacfo da expressao de proteinas.

Ao contrario do uso de plantas para a preducao de vacinas comestiveis

[



Infroducac

ou enzimas industriais, nas quais a purificacdo nido ¢ um requerimento
essencial, as proteinas recombinantes para outras aplicacbes farmacéuticas
requerem a purificacdo. £ apesar de todos os avancos direcionados as
estratégias de expressao de proleinas em plantas, pouca informacio esta
disponivel sobre o processo de recuperacdo e purificacido destas biomoléculas
(RPB}. Os custos envolvidos na RPB sao fundamentais para avaliar se um novo
sistema de expressac é competitivo ou ndo com os sistemas tradicionais, tais
como culturas de células de mamiferos, bactérias e leveduras. Sendo a extracio
a primeira operacace do processo de RPB, ela € de suma importancia, pois € esta
operacac que define gual sera a composicio da alimentacio de todo o restante
do processo. A elapa de extracio deve proporcionar uma concentracio eficiente
da proteina recombinante, minimizando a presenca de impurezas (proteinas,
compostos fendlicos, carboidratos, 6leo, etc.) no restante do processo.

Estudos reiacionados aos custoes de produgdo de proteinas recombinantes
em plantas mostraram que a maior porcentagem dos custos totais de producdo
esta relacionada a etapa de RPB, uma vez que 84% dos custos anuais de
producao se devem as etapas de extracdo e purificagdo {Mison e Curling, 2000;
Evangelista el al., 1998}, Portanto, estudos visando o desenvolvimenio e a
otimizagao das etapas de RPB podem reduzir efetivamente os custos tolais
associados ao uso de plantas como biorreatores, sendo determinantes na
avaliacio da viabilidade comercial desta nova tecnclogia.

O milho se destaca como uma das espécies mais promissoras para a
producao de proteinas recombinantes em plantas, tendo ja sido veiculo para a
producdo de {rés produtos comerciais. Além disso, o milho € uma das espécies
de plantas mais estudada, tanto geneticamente como fisiologicamente. E apesar
dos estudos de expressic de proteinas recombinanies em milho estarem
avancados, nao se encontrou na literatura estudos de avaliacio de diferentes

variedades de milho {e nem de outra espécie de planta} quanto a RPB.



Infroducdao

1.1. Objetivo e etapas do trabalho

O objetivo deste trabalho foi estudar o processo de extracdo da pro-
insulina humana recombinante produzida no endosperma de sementes de
milho transgénico. Neste contexioc, avaliaram-se os extratos agquosos de seis
variedades de milhos comerciais quanto &s propriedades relacionadas 4 RPB —
concentracdo de componentes nativos do milho {carboidratos, compostos
fendlicos ¢ proteinas), taxa de filtracdo e teor de lipideos -— ¢ realizou-se a
selecdo e otimizagdo das variaveis operacionais relevantes na extracio da pro-
insulina humana do milho fransgénico.

Este trabalho € complemeniar a outros projetos de pesquisa envolvendo a
RPB de proteinas heterdlogas, produzidas em sementes de milho fransgénico,
realizados no Laboratorio de Engenharia de Bioprocessos (LEBp} da Faculdade
de Engenharia Quimnica da UNICAMP. Além disso, este projeto veio ao encontro
dos esforcos do grupo de pesquisa do Laboratéric de Plantas do Centro de
Biclogia Molecular e Engenharia Genética [CBMEG] da UNICAMP, até
recentemente, coordenado pelo Dr. Adilson Leite, que foi responsavel pela parte
relacionada & expressao do gene da proteina heterdloga nas sementes de mitho
e a obtencao das plantas transgénicas.

Os estudos realizados mneste trabalho envolveram cinco etapas,
detalhadas a seguir.

Na primeira etapa do trabalho estudaram-se algumas caracteristicas dos
compostos nativos presentes nos exiratos de endosperma de milho —
carboidratos, compostos fenolicos e proteinas — além da taxa de filtracio e teor
de oleo de seis variedades de milhos comerciais, objetivando verificar a
existéncia de diferengas gue permitissem classificar estas variedades guanto &
adequacao & RPB. Essas informacées poderiam auxiliar na selecéo da variedade
a ser utilizada como biorreator na sintese de proteinas heterdlogas em larga-
escala.

Na segunda etapa do trabalho, o mesmo estudo de extracdo aguosa,

realizado na primeira etapa. foi feilo com sementes de milho transgénico,
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Infroducdo

varicdade QPM BR451 transformada com o gene da pré-insulina humana.
Nestas duas etapas foram analisadas as influéncias do pH e da forca idnica na
extracao aquosa utilizande um planejamento experimental completo 22 do tipo
estrela ¢ a metodologia de superficie de resposta. Na segunda etapa. além das
variaveis relevanies a RPB que vinham sendo analisadas. avaliou-se também a
concentracac da proteina recombinante nos exiraios.

Comuo a eficiéncia da extragdo de pré-insulina foi baixa nas condicées que
vinham sendo utilizadas, em comparag¢io com os resultados obtidos por De
Lucca {2003}, na terceira etapa do trabalho, realizou-se um estudec para
selecionar um solvente mais adequado para extrair a pré-insulina humana.
Dois solventes foram escolhidos: o tampéo bicarbonato de sédic 50 mM pH
10,0 e DTT 5 mM e uma solucdo de etanol 70% em tampéo glicina-HCI pH 3,0 ¢
DTT 5 mb.

Na quarta etapa do trabalho foi realizada uma avaliacac das variaveis
operacionals de processo relevantes na extracdo de pré-insulina do milho
transgenico. A avaliacdo fol feita utilizando dois planejamentos fatoriais 24
completos envolvenido quatro variaveis independentes: ¢ tempo de extracao, a
temperatura, a velocidade de rotacao do impelidor e a razido volume:massa.

A guinta etapa consistiu na otimizacido da extracdo de pro-insulina da
farinha do endosperma do milho transgénico em tampéo bicarbonato de sédio
50 mM pH 10,0 e DTT 5 mM utilizando um planejamento fatorial completo 22
do tipo estrela e tendo come variaveis independentes a temperatura ¢ a razio
volumemassa.

A apresentacgdo dos resultados obtidos nas cinco etapas do trabalho foi
dividida em capitulos a fim de facilitar a leitura do texto. Assim, as etapas de 1
a 5 sao descritas nos Capitulos 4 a 8, respectivamente. O Capitulo 2 trata da
revisdo bibliografica pertinente, o Capitulo 3 contém uma descricdo dos
materiais e metodologia utilizados e, finalmente, no Capitule 9 sao

apresentadas as conclusées e sugestdes para trabalhos futuros.



Revisdo Bibliogrdfico

Capitulo 2

Revisdo Bibliografica

Neste capitulo s@o apresentadas informacdes obtidas na literatura sobre
alguns aspectos da producio de proteinas recombinantes em plantas, incluindo
dados atuals sobre 08 avangos desta tecnologia. Como este trabalho € focado na
etapa de extra¢ac do processc de RPB, procurcu-se detalhar as variaveis
envolvidas na exiracao solido-liquido, bem como apresentar estudos de
extracio de proteinas heterdlogas em plantas. Também foram abordadas
informacoes sobre os componentes estruturais da semente de milho, como por
exemplo, as proteinas nativas, os compostos fendlicos, os carboidratos ¢ os
lipideos, assim como algumas caracteristicas das variedades de milho
utilizadas neste trabalho. Os métodos atuais de producéo de insulina humana,

bemn como algumas caracteristicas desta molécula sao também descritos.

2.1. O uso de plantas transgénicas como biorreatores

Biomoleculas de interesse farmacéutico tém sido produzidas por diversas
técnicas de DNA recombinante, incluindo a cultura de células animais.
bactérias e fungoes. Entretanto, a necessidade de sistemas transgénicos mais
seguros e de baixo custo tem motivado a busca de novas alternativas. A
producac de proteinas recombinantes em plantas tem se mostrado como um
dos meios economicamente mais atraentes para producdo de farmacos em larga

escala. Como exemplo, podemos citar Harris {1999) que comparou diferentes
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RevisGo Bibliografica

metodos de expressdo para a producio de fragmentos de anticorpos. O custo de
producao por massa de fragmento utilizande-se células de mamiferos, leite de
animais transgenicos ¢ bactérias fol, respectivamente, 1000, 200 = 3.3 vezes
malor que ¢ custo para producio em plantas fransgénicas.

Em outros estudos relacionados aos custos do processo, Evangelista ef al.
(1998] e tambeém Mison e Curling (2000) mostraram. através de uma simulacao
detalhada do processo, que o custo da produgéo e purificacdo de uma proteina
recombinante em milho transgénico seria de aproximadamente US$43 por
grama. Para fins de comparacéo, Young et al. {1997a) estimaram que o custo de
producéo ¢ purificago de uma proteina recombinante produzida em leite de
cabra transgénica seria de USS105 por grama. Estes autores também
estimaram ¢ custo da proteina heterdloga utilizando cultura de células de
marniferos como sendo entre USS300 e US$3000 por grama.

A Tabela 2.1 apresenta algumas caracteristicas dos principais sistemas
de producdo de proteinas recombinantes. As principais vantagens do uso de
plantas como biorreatores incluem a capacidade de produzir proteinas com
estrutura e fungao idénticas as das proteinas nativas, pois plantas apresentam
sistemas de modificacdo e processamento poés-traducionais, baixo custo de
cultivo, facilidade de aumento de escala, presenca de orgdos naturais de
estoque {sementes] e praticas ja estabelecidas de colheita, armazenagem e
processamento (Daniell et al., 2001; Jilka ef al., 1999). Além dissc, o risco de
confaminacao associado a microrganismos patogénicos € minimizado em
relacdo a outros sistemas de producao de proteinas, pois as plantas nio atuam
como hospedeiras de agentes infecciosos aoc homem (Commandeur et al., 2003].

O fato da via de sintese de proteinas ser conservada entre animais e
plantas faz com que plantas possam processar corretamente proteinas
recombinantes humanas, sendo esta uma grande vantagem em relacdo aos
sistemas de expressiac em bactérias. Essa habilidade das plantas ¢
demonstrada pela capacidade de produzir profeinas complexas como os

anticorpos, que sao formades por quatro cadeias polipeptidicas covalentemente
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unidas por pontes de dissulfeto {Stoger ef al., 2002).

Nos tltimos vinte anos varias proteinas de aplicacfo farmacéutica tém
sido expressas em plantas. Entre estas proteinas se incluem proteinas do
plasma como a albumina humana {Sijmons et al., 1890; Goddiin e Pen. 1995),
aprotinina (Zhong ef al., 1999}, hemogicbina {Diervek ef al, 1893), fatores de
crescimento. horménics e citocinas {Goddjin e Pen, 1995; Maisumoto ef al,
19295; James et al., 2000; Leite et al., 2000). Seis tipos de anticorpos produzidos
ern plantas e também vacinas comestivels estdo na fase de iestes pré-clinicos,
sendo que o produto mais avangado esid na fase I dos testes clinicos (Ma et al,
2003}

Um dos fatores importanties na determinacio da viabilidade comercial do
uso de plantas como biorreaiores € a obtencdo de niveis de expressio
adequados. Hood {2004) comparou ¢ cusio de producic da proteina avidina em
milho transgénico com o custo da producio desta proteina a partir de sua fonte
natural. ovos de galinha. Segundo o autor, um bushel {aproximadamente 25 kg}
de milhe produzindo avidina recombinante a 20% da proteina total soluvel,
possul o mesmo rendimento de uma tonelada de ovos de galinha, mas a 0,5%
do custo. Ainda que poucas proteinas possam ser produzidas a esses niveis de
expressio, rendimentos na faixa de 0.1 a 1,0% da proteina total soliivel sao
tidos como suficientes para que o uso de plantas como biorreatores seja
economicamente viavel {Twyman et al., 2003].

A empresa ProdiGene Inc. (EUA) foi a responsavel pela producao das
proteinas avidina e B-glucuronidase em sementes de milho transgénico, as
primeiras proteinas recombinantes produzidas em  plantas a serem
comercializadas {pela empresa Sigma, EUA}. Atualmente, a ProdiGene Inc. ja
colocou no mercado a tripsina bovina recombinante produzida em milho
transgénico, que também estd sendo comercializada pela Sigma, pele nome
fantasia TrypZean™. A tripsina é uma protease que possui uma variedade de
aplicacoes, incluindo a producdo de biofarmacos, sendo esta proteina o

primeiro produte de molecular farming a ser produzido em larga-escala. com um
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mercado mundial estimado emn 120 milhdes de délares para 2004 (Horn et al.,
2004]). Ouira proteina produzida em milho pela ProdiGene prestes a ser
colocada no mercado € a aprotinina, uma sering protease utilizada como
reagente (Horn et al., 2004].

Dados de dezembro de 2003 sobre a producio comercial de proteinas
recombinantes revelam que aproximadamente 100 peguenas empresas formam
o mercado envolvide em molecudar farming (Twyvman et gl, 2003). Algumas
destas empresas possuem colaboracéo com grandes indistrias farmacéuticas,
inclusive com alguns produtos ja na fase Il dos testes clinicos, como a lipase
gastrica humana, resultade de uma colaboracic das empresas Meristem
Therapeutics {Franga) com a Solvay Pharmaceuticals (Francal.

Horn et al {2004} destacaram 11 empresas envolvidas em molecular
Sfarming, sendo gue 4 delas utilizam o milho como sistema de expressido. E
segundo o8 autores, alémm dos rés produlos gque ja estdo no mercado
atualmente {avidina, p-glucuronidase e tripsina), outros nove produtos
(aprotinina, colageno, lipase, lactoferrina, lisozima, brazzein, vacina contra o
virus da gastrenterite {(TGEV] , anticorpos monoclonais contra caries e herpes)
estdo bem perto de entrar para o mercado nos préximos cinco anos.

Em nosso grupo de pesquisa, no Laboraiério de Engenharia de
Bioprocessos (LEBp), estudou-se a recuperacdo e purificacdo da aprotinina
produzida em milho transgénico em um projete de colaboragao com o Dr. Zivko
Nikolov, enfac na lowa State University (EUA). A aprolinina foi inicialmente
obtida a um nivel de expressdo em torno de 0.1% da proteina total soluvel
(Zhong et al, 1999). No entanto, em 2002, niveis de expressdo de 8,9% da
proteina total soltvel foram obtidos com o usc de um promotor especifico de
sementes. Um processo de RPB de aprotinina recombinante baseado em
cromatografia de afinidade com tripsina imobilizada e cromatografia de
afinidade a ifons metalicos (IMAC) propiciou uma recuperacido de aprotinina de
71% e 80%, respectivamente. O sequienciamento de aminoacidos indicou uma

concordancia de 100% com a segliéncia da molécula de aprotinina, indicando
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também uma purificacac de aproximadamente 95% {(Azzoni et al., 2002).

Algumas limitagbes técnicas existemm no uso de plantas como
biorreatores. especialmente em relacdo aos niveis de expressio alcancados. As
diferencas na glicosilagfo também tém sido obieio de varios estudos,
principaimente na producdo de anticorpos. Além disso, ainda existem diversos
desafios a serem enirentados envolvendo questdes como o impacto ambiental ¢
a biosseguranca, gue influenciam a liberacéo e o cultivo em grande escala de
plantas transgénicas.

Essas guestées vém sendo debatidas e solucdes focando diferentes
estratégias 1€m sido investigadas, incluindo o uso de promotores especificos
gue fazem com que a proteina heterdloga se forne ativa apenas apds a
purificacdo, ou entde métodos de macho-esterilidade ou ainda a tecnologia
conhecida como terminator, utlizados para evitar o fluxo génico indesejavel para

a biodiversidade (Menkhaus ef ., 2004a).

2.2. Estratégias para a producdo de proteinas recombinantes em plantas

Duas estratégias tém sido utilizadas para a producdo de proteinas
recombinantes em plantas: a f{ransformacdo estavel da planta e a
transformacao transiente {(Leite, 200 1)

Na transformacdo estavel, o gene que codifica a proteina de interesse €
inserido no genoma e a expressiac da proteina depende dos sistemas de
transcricdo ¢ traduclo da planta. A integracéo estavel permite a expressao da
proteina e a transferéncia desta caracteristica & progénie da planta (Leite,
2001). Este método € o mais utilizado e tem sido atualmente utilizado na
producaoc de todas as proteinas recombinantes que estdo no mercado (Homn et
al., 2004). Esse sistema requer um método para a transferéncia do gene de
interesse, que pode ser feito tanto pelo uso do Agrobacterium tumefaciens ou
através da técnica de bombardeamento de particulas, por exemplo.

O emprego do patogenc de solo A. tumefaciens como vetor na

transformacao de plantas tem sido principalmente utilizado em dicotileddéneas
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como © tabaco, a alfafa, ervilha e batatas {Hormm et al, 2004]. Ji o
bombardeamento de particulas cobertas com o DNA de interesse, a biobalistica,
tem side o métode de malor sucesso para a producdo de milhie transgénico,
uma vez que as gramineas nao sao lacilmente transformadas por A. tumefaciens
{Cammeiro et al., 2000). Na biobalistica, partculas de ouro ou tungsténic sao
revestidas com o DNA de inferesse e, usando-se um eguipamenic chamado
particle gun, as microparticulas sioc propulsionadas sob alla presséo,
penetrando nas paredes celulares ¢ membranas sem matar as células {Klein el
al, 1987}

A transformacio transiente baseia-se na utilizacdo de virus gue ocorrem
naturalmente nas plantas. O fragmento de Acido nucléico que codifica a
proteina de interesse € inserido no genoma do virus e apos a infeccao da planta,
o virus promove sua auto-replicacdc e expressdo de seus genes, incluindo o
gene codificador da proteina de interesse {Leite, 2001). Como nao ocorre a
integracao estavel do gene, este tipo de expressao € apenas transitoria.

A vantagem deste tipo de transformacio em relagio a transformacao
estavel € a rapidez com que a planta transgénica pode ser obtida, podendo ser
utilizada para a verificacio da funcionalidade do produto antes de partir para a
producio em larga-escala e também para a producfo de proteinas de demanda

variavel e pequena {Fischer e Emans, 2000).

2.3. Extracio solido-liquids

A extracido sodlido-liguido € um processo de separagdo no qgual ocorre a
fransferéncia de solutos de uma matriz sélida para um solvente. Do ponto de
vista de engenharia, a extracdo solido-liquido € wuma operagac unitaria
multicomponente e multifisica que envolve transferéncia de massa em um
estado ndoc-estacionario, na qual uma série de {endmenos ocorre durante o
periodo de interagdo entre a particula que contém o soluto e o solvente que ira
efetuar a separacio, incluindo {Aguilera, 2003}:

1. A entrada do solvenie na matriz sélida.
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2. A sclubilizagfo dos componentes.
3. O transporte do solute para o exterior da matriz sélida.
4. A migracao do soluto extraido da superficie externa do solido para ¢

seio da solucio.

QT

O movimento do extirato com respeito ao sélido (isto €, deslocamento
do extrato}.

6. A separacdo do exirato do sélido.

As etapas que envolvem transferéricia de massa sao afetadas pelo
tamanho da particula e sua microestrutura, bem como pelas condicbes de
extracdo. O fendmenoc 2 acima é influenciado principalmente pela temperatura
e pelas propriedades fisicas do solvente ¢ pode ser a etapa limitante para
alguns solutos {Russel e Tsao, 1982]. O fendmeno 3, que ocorre por difusao, é
considerado a etapa limitante na maioria dos casos (Schwartzberg ¢ Chao,
1882). A taxa de difusdao pode ser descrita pela segunda lei de Fick {equacio
2.1}

oC _ ¢

o - Dy Eguacao 2.1.
Onde C ¢ a concentragao do soluto, © € o tempo, D € o coeficiente de difusao ou
difusividade e x € o caminho difusional. A difusividade € uma propriedade
importante no processo de difusdo e seu valor pode ser determinado
experimentalmente ou predito teoricamente [Aguilera, 2003). A influéncia da
temperatura na difusividade pode ser descrita pela eguacdo de Einstein

{equagdo 2.2}

T
D o< (_ Fquacio 2.2.
\ 77
N
Onde T € a temperatura abscluta e 1 € o coeficiente de viscosidade dinamica.
Pela eguacdo acima se pode perceber que um aumento na temperatura leva a
um aumento na difusividade (Cacace e Mazza, 2003].

A resisténcia a transferéncia de massa interfacial ¢ a mais simples de se
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conirolar e quando esta € a etapa limitante da transferéncia, o aumento da
intensidade de agitacdo contribui para o aumento da conveccdo na superficie,
aumentando a taxa de transferfncia e, conseqUentemente, a eficiéncia da
extracao {Dickey ef gl.. 1998).

Durante a preparacdo do solido para a exiracioc, este deve ser reduzido a
particulas pequenas, pois, teoricamente, o tempo de exiracdo varia
inversamente com o guadrado da dimensdo caracteristica do solido. Entretanto
essa reducao no tamanho de particulas € limitada devido ao aumento na queda
de pressdo do extrator, instabilidade do fluxo e possiveis entupimentos nas
etapas de processoc posteriores. Deve ser lembrado gque a extracio € somente
uma das operacdes unitdrias do processo de RPE ¢ as eiapas restantes de
purificacac dependem forfemente de quio limpo € obtido o extrato {Aguilera,
2003}

Um dos fatores que afefa diretamente a eficiéncia da extracio é a selecao
do solvente. Entre as propriedades gue devem ser avaliadas se incluem:

1. A solubilidade do composto de interesse no solvente.

2. A viabilidade de recuperacio do solvente.

3. A sua tensao interfacial e viscosidade. O solvente deve ser capaz de
penetrar a matriz solida e sua viscosidade deve ser relativamente
baixa.

4. Ideaimenie, o solvente deve ser nio-iéxico, estdvel, nioco-Inilamavel,
nac danosc ao meio ambiente e de baixoe custo.

Além do tipo de solvente selecionade, outros fatores irdo influenciar o
processo de extracao de proteinas de plantas, tais como a razdo massa/volume,
pH. forca ibnica, tempo, temperatura, velocidade de agitacdo e ¢ numero de
estagios de extracao (Rosenthal ef al., 1996].

Segundo Xu e Diosady (2003}, a malioria dos processos de extracao de
proteinas de plantas sao baseados em extracdes aquosas realizadas em
operacbes em batelada de um tnicc estagio ou em multi-estagios, sendo que os

mais recentes avangos nos métodos utilizados para extracio de proteinas
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envolvern a combinacio de solventes e otimizacdo dos parametros de extracio

com ¢ uso de tecnologias avancadas de separacio, tais como membranas.

Z.4. Extracéo de proteinas heterdlogas de plantas transgénicas

As etapas de processo gque envolvem a recuperacfo e purificacdo sio
efetivamente as responsaveis pela malor parte dos custos de producao de
proteinas terapéuticas a partfir de plantas fransgénicas, uma vez que a
obtencao da biomassa vegetal 86 depende da existéncia de uma infra-estrutura
agrondmica. Na fase atual, em que os produtos originados de plantas
transgénicas caminham em direcdo a producgio comercial ¢ testes clinicos, ha
uma grande necessidade de se desenvolver métodos de extracio das proieinas
da biomassa vegetal efelivos e economicamente viaveis (Brandle et ol 20011

Na maloria dos trabalhos publicados, as proteinas recombinantes sao
extraidas juniamente com ocutras proteinas presentes nos tecidos vegetais a fim
de determinar ¢ nivel de actimulo alcancado, para estabelecer a funcionalidade
da proteina, ou para a confirmacéo da seqUéncia de aminoacidos. Dependendo
da planta transgénica e da natureza da proteina recombinante, diferentes
solugdes de exiracdo sdo utilizadas. Além do controle do pH e da forga idnica,
diferentes aditivos tém sido wutilizados, tais como: detergentes. agentes
redutores e inibidores de proieases (Kusnadi et al.,, 1997]. Entretanto, a maioria
dos procedimentos desenvolvidos em escala de bancada nfc pode ser
diretamente escalonada devide ao alto custo dos reagentes utilizados.

Larrick et al. {2001} avaliaram o uso de agua na extracdo de fragmentos
de anticorpos de tabaco transgénico em compara¢io com o uso de um tampéao
a um pH especifico, contendo seis aditivos responsaveis por diferentes acoes
bioguimnicas. Nesse estudo, constatou-se que a quantidade de IgG extraida em
agua fol 70% desta proteina exiraida em tampéo, sugerindo gue nem todos os
aditivos usualmente recomendados sio vitalmente importantes. Com isso, a
simplificacdo do tampéo de extracdo a dois componentes e um pH especifico

pode reduzir os custos, mantendo-se ainda uma alta eficiéncia de extracio.
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Estudos de extracido semelhantes foram realizados por Menkhaus ef al
(2004b). O pH e a sclugao extratora (dgua, tampéo fosfato de sodio ou solugio
de NalCl} foram avaliados na determinacio da condicdo dlima para a exiracio
de B-glucuronidase produzida em ervilhas fransgénicas. £ também neste
trabaiho, a extracac da proteina recombinante em agua, a um pH controlado,
foi tao eficienie quanio 3 exiracdo realizada utilizando ¢ tampac.

Kusnadi ef al. {1998b] avallaram a eficiéncia de diferenies tampdes na
exiracido das proteinas avidina e [-glucuronidase de sementes de milho
transgénico. Avaliou-se o uso de tampdes fosfato, borato e Tris a diferentes
valores de pH, com diferentes aditivos: ditiotreitol (DTT} ¢ B-mercaptoetanol
ME! como agentes redutores; EDTA como inibidor de proteases e sais de
cloreto de célcio e cloreto de sddic. Como Iol constatado que a avidina estava
acumulada na parede celular, utilizou-se uma alta concentracio de sal a fim de
enfraguecer a interacao desta proteina com a parede celular. A maior atividade
especifica de avidina foi obtida usando ¢ tampao Tris a pH 7.9 contendo 500
mM de NaCl e 1 mM de CaCls, sendo que na auséncia do NaCl, a atividade
especifica da avidina foi apenas 10% da atividade obtida na presenca do sal. Ja
para a enzima B-glucuronidase, gue se enconirava dispersa no citosecl, a
extracao completa foi obtida utilizando o tampao fosfato de sédio a pH 7.5 com
a adicao de 1% de SDS e 2% de ME. Entretanto, a presenca de 1% de SDS
causou a inativacdo da enzima e, portanto, a extracio da B-ghucuronidase foi
realizada com o tampao fosfato, com uma eficiéncia de extracio de 709%,
estimada em relacdo & quantidade da enzima remanescente na farinha.

A cinética da extracdc agquosa de p-glucuronidase recombinante
produzida em canola transgénica foi avaliada por Bai et al. {2002). Os autores
estudaram o efeito do tamanho da particula na microestrutura e cinética de
extracdo através da aplicacao de um modelo que descreve o efeito da
microestrutura por trés classes de soluto com diferentes resisiéncias a
transferéncia de massa. Os autores concluiram gque o aumento da area

superficial das particulas propiciou um aumento na eficiéncia de extragdo € que
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quando se processou as sementes para a obtencao de flocos antes da moagem,
minimizou-se a necessidade de particulas muito pequenas gque sao dificeis de
Se TEMOVET Na etapa seguinte, a separacdo sélido-liquido.

Segundo Menkhaus ef al {2004a), a moagem da semente de milho a seco
{rmétodo conhecido como dry milling) tem sido preferencialmente utilizada nos
processos de recuperacdo de proteinas heterdlogas de milho. A moagem serve
para quebrar a parede celular e disponibilizar os componentes intracelulares a
acac do solvente e, assim, reduzir o caminho difusional necessaric para a
extracdo da proteina na fase aguosa {Aguilera e Stanley. 1999).

Este fendomeno fol observado por Bailey ef al (2004) estudando a
recuperagio da enzima lacase produzida em milho transgénico. A solubilizacio
desta enzima em solucgfo aguosa fol avaliada em diferentes tampdes incluindo
detergentes, sais, inibidores de proteases e diferentes valores de pH, resultando
em um mesmo nivel de extracac da enzima. Somente a redugio, em
aproximadamente dez vezes, do tamanho de particula da farinha do embrido
possibilitou 0 aumento da quantidade de lacase extraida {cerca de duas vezes).

Azzoni (2002}, em nosso grupo de pesquisa no Laboratério de Engenharia
de Bioprocessos (LEBp), estudou o efeito das variaveis pH e forca idnica na
extracdo de aprotinina recombinante produzida em milho transgénico. O autor
concluiu que o pH e a forca idnica das solucdes utilizadas influenciaram
significativamente a exiragio tanto da proteina recombinante, como também
das impurezas que foram quantificadas: carboidratos, compostos fendlicos,
proteinas ¢ lipideos. Uma variagdo de pH de 3 a 10 aumentou a extracdoc de
proteinas totals do milho de 0,25 para 2% (w/w} da biomassa, com uma
consequente variacac no conteudo de impurezas a serem removidas durante o
processo de purificagéo.

Entre os trabalhos de producfo de proteinas recombinantes em plantas
que descrevem a etapa de exira¢do apenas como uma etapa essencial, sem
haver a preocupacao com a otimizacgédo do processo, podemos citar a extracio

da enzima lactato desidrogenase produzida em fabaco transgénico (Mejare et
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al,, 1998). As folhas de tabaco foram homogeneizadas em tampéo fosfato de
sédico 50 mM pH 7.2 contendo 0,3 M de NaCl. Fieldler et al. {1997} também
ulilizaram apenas una solucac tampio {tampao PBS pH 7.6) na exiracaoc de
fragmentos de anticorpos produzidos em tabaco. A exiracdo de anlicorpos
conira a Hepatite B, produzidos em tabaco, também fol realizada com tampéoc
PBS, agora em pH 8.0 e com a adicio de acido ascorbico a 4°C (Valdés ef al,
2003). Para o caso da enzima tripsina bovina recombinante expressa em milho
transgénico, o primeiro produto comercial de larga escala produzide em plantas
transgénicas, a extracdo da farinha do milho foi realizada com tampao acetaio
em pH 3,2 contendoe 100 mM de NaCl em uma relaciio massa-volume de 1:3. A
suspensao fol agitada durante 30 min e entfo centrifugada a 10.000 g para a

remocao do material insoluvel (Woodard et al., 2003).

2.5 O milho como sistema de expressdo de proteinas heterdlogas

Diversas espécies de plantas t8m sido utilizadas para a producdo de
proieinas recombinantes, tais como: tabaco, batata, milho, alfafa, canola e soja
(Daniell et al., 2001). O uso de sementes mostra-se mais vantajoso do que as
folhas verdes por apresentar um menor teor de compoesios fenolicos e uma
mistura de proteinas e lipideos menos complexa, o que facilita as etapas de
RPB. Além disso, a expressao de proteinas em sementes, que sao Orgaos
especificos para acumular e armazenar proteinas de reserva, possibilita um
tempo maior de estocagem, mesmo a temperatura ambiente, uma vez gque a
maturacio das sementes torna o ambiente bioguirnicamente apropriado para o
acumulo de proteinas {Twyman et al., 2003). Tem sido demonstrado, por
exemplo, que anticorpos produzidos em sementes permanecem estaveis por ate
3 anos, 4 temperatura ambiente, sem nenhuma perda detectavel de atividade
(Stoger et al., 2000).

Entre os varios critérios envolvidos na selecio da espécie de planta a ser
utilizada na producdo de uma proteina heterdloga inclui-se a {facilidade de

processamento inicial do material e subsegiiente RPB do produto de interesse.
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Varias companhias tém desenvolvido sistemas de expressac que direcionam a
producdc da proteina hetercloga para as sementes de cereais e. entre os
candidatos a biorreatores, o milho tem se destacado {Giddings et al.. 2000). Os
principais fatores desta escolha incluem o alto rendimento em termos de
biomassa, a relativa facilidade de transformacio e manipulacdo in vire e a
facilidade de aumento de escala {(Twyman ef al, 2003). Além disso, o milho &
uma planta de cultivo bastante versatil e que ja passou por diferentes
melhoramentos genéticos.

O grao de milho consiste de embrifo (12% da massa seca da semente):
endosperma (82%), uma estiutura de reserva; pericarpo (5%). 2 camada externa
do grio; e pedinculo (19%) (Figura 2.1}, Tais partes diferem significativamente
quante a estrutura de seus tecidos e composicio guimica. Por exemplo. o
endosperma € responsavel por 98% do amido, 80% da proteina e 15% dos
lipideos presentes no grao, enquanto o embrido contém 84% dos lipideos e 13%
da proteina (Wilson, 1987). A camada de células que envolvem o endosperma ¢
chamada de camada de aleurona e é formada por células ricas em proteinas e

minerais.

Figura 2.1. Estrutura do grao de milho. A - pericarpo, B - endosperma, C -
embrido e D - pedancule (Carneiro et al., 2000).

No processo de exiragdo de uma proteina recombinante produzida em

milho transgénico deve-se procurar minimizar a extracao dos componentes do
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grac que possam comprometer a eficiéncia da seqiigncia de operacdes unitarias
envolvidas na RPB. As proteinas, carboidratos, compostos fendlicos e lipideos
séo algumas das biomoléculas presentes no milho importantes neste contexto.
A Tabela 2.2 lista a composicido do grac de mitho em relacdo a estes

componentes.

Tabela 2.2. Proporcio de alguns componentes da semente de milho fadaptada
de Menkhaus ef al., 2004a).

Componente Composiciao massica em %
fumidade incluida)
Umidade 10
Proteina i1
Carboidratos 66
Lipideos 4
Fendis {mg/g Jbase seca 0,31

O conhecimento das propriedades fisico-quimicas das proteinas nativas é
de fundamental importincia na escolha dos métodos de separacao empregados
durante a purificacdo da proteina recombinante presente no extrato de planias
transgénicas. Os compostos fendlicos sie conhecidos por formarem compiexos
com proteinas do extrato, interferindo negativamente nos processos de
separacao. Os carboidratos e lipideos podem gerar entupimentos de resinas
cromatograficas e filtros, além do que, a presenca de carboidratos no extrato
também pode contribuir para o aumento da contaminacio bacteriana, uma vez
que, devido aoc volume de material ¢ invidvel que sejam mantidas condicdes

assepticas durante o processo de extracio (Menkhaus et al., 2004a).

2.5.1. Proteinas
A maior parte das proteinas em uma semente de milho madura esta
concentrada no endosperma e no embrido, sendo que as proteinas do embrido

sae superiores tanto em quantidade gquanto em diversidade (Prasanna et al.,
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2001].

As proteinas podem ser classificadas em quatro grupos de acordo com a
sua solubilidade: albuminas, globulinas, prolaminas e glutelinas {Osbome &
Mendel, 1914}, As albuminas sdo soliveis em dagua e as globulinas em solucoes
salinas diluidas. As albuminas e globulinas incluem proteinas biologicamente
Importantes como as enzimas, proteinas do nicleo, proteinas da membrana e
as glicoproteinas. No milho, as albuminas e globulinas estio presentes
principalmente no embrido, representando 28 e 249, respectivamente, e
apenas 3,5 e 2,5%, respectivamente, das proteinas do endosperma (Wall e
Paulis, 1978). As glutelinas sdo proteinas soliveis em solucgdes acidas ou
alcalinas diluidas enquanto as prolaminas sio soliveis em solucdes alcodlicas e
nao possuem atividade enzimatica, sendo fonte de aminoacidos e esqueletos
carbénicos para o desenvolvimento da planta durante a germinacao (Cameiro et
al., 2000}. A quantidade relativa destas classes de proteinas em cada parte do
miltho esta apresentada na Tabela 2.3.

As prolaminas do milho s3co conhecidas como zeinas e constifuem a
grande maioria das proteinas do endosperma (Cammneiro et al., 2000). As zeinas
sdo estocadas na forma de corpusculos protéicos de aproximadamente 1 wm de
didmetro, distribuidos uniformemente pelo citoplasma das células do
endosperma, enire granulos de amido de 5 a 35 pm (Figura 2.2} (lLopes ¢

Larkins, 1983

Tabela 2.3. Proporcao das principais classes de proteinas da semente de milho
{Johnson, 2000).

Classe de proteinas {%]

Localizacao Albuminas Globulinas Glutelinas  Prolaminas
Grao inteiro 8 S 40 39
Endosperma ‘ 4 4 39 47
Embriao 30 30 25 5
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As zeinas sao também classificadas em quatro tipos distintos com base
na sua estrutura primaria e solubilidade. As «-zeinas possuem massas
moleculares de 19 e 22 kDa e sdo as mais abundantes (60% das prolaminas),
sendo segulidas pelas vzeinas (25%) de massas moleculares de 18 ¢ 27 kDa. As
B-zeinas possuem massa molecular de 14 kDa e representam de 5 a 10% das

prolaminas, enquanto as é-zeinas [(5%) possuem massa molecular de 10 kDa.

el

Figura 2.2. Micrografia eletrénica de uma célula de endosperma do milho em
desenvolvimento, destacando os granulos de amidoe (S), os corpos protéicos (PB}
e a parede celular (C), barra de 5 um (Lopes e Larkins, 1993).

Lending e Larkins {1989} apresentaram estudos mostrando as diferencas
na distribuicao das zeinas no corpusculo protéico {Figura 2.3). Os corpusculos
protéicos nas cé€lulas mais novas, localizadas na periferia do endosperma ou
regiao sub-aleurdnica, contém principalmente [ e v-zeinas, distribuidas por
todo o corpusculo protéico. Passando para o interior do endosperma, ocorre um
aumento dos corpusculos protéicos, com pequenos nucleos contendo as a-
zeinas. Finalmente, nas células maduras do endosperma, esses nticleos se
unem para formar uma regifo central continua de o-zeinas, com as e y-zeinas

localizadas na periferia do corptsculo protéico.
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Figura 2.3. Esquema do desenvolvimento dos corpos protéicos no endosperma
do milho. O desenvolvimento ocorre da esquerda para a direita. As letras gregas
indicam a localizacdo das correspondentes classes de zeinas {Coleman ef al,
1999}

A alta proporcdo de residuos de aminocacidos apolares e a falta de

aminoacidos basicos e acidos sdo responsaveis pela baixa solubilidade das
zeinas em agua. O contetido helicoidal que as zeinas possuem sugere que a
molécula assume uma estrutura globular em solucdes nio aguosas com
propriedades conformacionais similares a proteinas globulares convencionais

tais como a insulina e a ribonuclease (Danzer et al., 1975).

2.5.2. Carboidratos

Os principais constituintes em massa da semente de milho sao os
carboidratos, sendo o amido o mais abundante. Em um endosperma maduro, o
amido representa 86% da massa seca e os agucares simples 1%. O amido ¢é
constituide basicamente de polimeros de glicose: a amilose, que €
essencialmente linear, e a amilopectina, altamente ramificada. As moléculas de
amido sao estocadas no interior do endosperma na forma de granulos
insoluveis envolvidos por uma matriz protéica, chegando a atingir diametros de
até 25 um (Bover € Shannon, 1987).

Os monossacarideos presentes no endosperma consistem basicamente de
D-glicose e D-frutose, em proporgdes aproximadamente iguais. A sacarose € o
principal dissacaridec da semente de miltho e a sua quantidade em um
endosperma em desenvolvimento chega a atingir 4 a 8% da massa seca. Entre

os milhos do tipo doce, aqueles que contém o gene sugary (su) possuem uma
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quantidade de sacarcse até duas vezes mailor que a do milho comum e
variedades com o gene shrunken 2 (sh2) chegam a ter de trés a quatro vezes
mais sacarose. Além da sacarose, o milho contém também peguena quantidade
de maltose {(Boyer e Shannon, 1987).

O endosperma do milho comum possul em média 2% de polissacarideos
soltveis em agua, entretanto, esse valor pode chegar a 35% nas variedades do
tipo doce contendo o gene su. Entre os polissacarideos do milho solaveis em
agua esta o fitoglicogénio, um polissacarideo ramificado, similar ac glicogénio
animal, composto de cadeias de até 30 unidades de glicose (Boyer e Shannon,

19871

2.5.3. Compostos fendlicos

Os compostos fendlicos presentes no milho sio gualitativamente
similares aos de oulros griaos de cereais ¢ podem ser classificados em irés
grupos: acidos fendlicos, flavondides e as aminas conjugadas. Entre os dcidos
fendlicos, ¢ mais abundante no milho € o acide ferrilico (Figura 2.4). Os
flavonoéides constituem um amplo grupo de compostos fendlicos encontrados
nas plantas, sendo que alguns deles estdo entre os principais pigmentos
presentes em vegetais. Os compostos fendlicos do milho se encontram
concentrados no pericarpo, na camada aleurénica e no embrifo, com apenas
tracos no endosperma {Sen et al.,1894).

{a) (b

, CHEZ= CH—CO o H

OMe {CysHy D)

Figura 2.4. Estrutura do acido ferrdlico (a) e da catequina (bj.
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Os compostos fendlicos mais simples. incluindo o catecol e a
hidroguinona estao geralmente presentes em pequenas quantidades nas
plantas. Em contraste, milhares de tipos de flavondides sio conhecidos,
diferindo apenas no estado de oxidagdo dos anéis heterociclicos e no tipo de
glicosilac@o. Mas séo os compostos fenélicos poliméricos, os taninos {polimeros
tanitc do acido galico, quanto dos flavonosides catequinas) cuja reatividade com
as proteinas € mais conhecida {Jervis e Pierpoint, 1989).

O principal problema que os compostos fendlicos geram € a complexaciao
com as proteinas, formando agregados. A natureza destas interacdes inclul
pontes de hidrogénio, interacéo hidrofébica ou mesmo medificacio covalente de
grupos tidis, hidroxilas e aminas primadrias [Gegenheimer, 1990]. Segundo
Jervis e Plerpoint {1988}, os compostos fendlicos presentes nas plantas podem
interferir e até mesmo impedir a extracdo de algumas proteinas.

Proteinas de alta massa molecular, de estrutura mais aberta e flexivel e
maior contetdo de prolina apresentam maior associacio com polifendis. Com
relacdo as caracteristicas dos polifendis que favorecem a interacio se incluem o
maior tamanho do composto, a conformacdo mais flexivel e a baixa solubilidade
{(Magalhaes et al., 2001).

Spencer et al (1988) propuseram um modelo para a interacdo dos
taninos com as proteinas. Em um primeiro estagio, a molécula de tanino €
atraida aos sitios da superficie da proteina onde os anéis aromaticos interagem
com as regides hidrofébicas. Esta interacdo € intensificada pela formacao de
pontes de hidrogénio entre os grupos fendlicos e os grupos polares da
superficie, tais como os grupos carboxilicos, guanidino e amidas. O produto
resultante € um complexo no qual a superficie da proteina se torna menos
hidrofilica e, portanto, mais susceptivel & agregacfo e precipitacdo em meio
aquoso.

Maa e Hsu {1996] estudaram a agregacio do hormoénio de crescimento
humano recombinante induzida por diferentes compostos fendlicos e

conclulram que a presenca desies compostos também causa mudancas
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conformacionals na estrutura do horménic. Essas mudancas se devern a
hidrofobicidade dos compostos fendlicos, aumentando as interacdes
hidrofébhicas entre a proteinas que passam a expor as porcoes hidrofdbicas da

estrutura, levando a mudancas conformacionais nestas moléculas.

2.5.4, Lipideos

O conteudo de lipideos presente na semente de mitho {aproximadamente
4%j] € relativamente baixo em comparagio com a soja, que possui 20%. A
maior parte dos lipideos estd concentrada no embrifo, com 76 a 83% do total
de lipideos da semente, ¢ o restante distribuido na seguinte proporcdo: 14 a
23% no endosperma, 1 a 2% no pericarpo e menos de 1% no pedinculo (Weber,
1987).

Os triacilglicerdis contituem a maior fracdo do oleo de milho refinado
{98,8%]), representando também os principais lipideos de reserva da semente de
milhe. Entre os outros tipos de lipideos encontrados no milho estdo os
fosfolipideos, os glicolipideos, hidrocarbonetos, acidos graxos, carotendides
{precursores da vitamina Aj e tocdis {vitamina E} (Weber, 1987).

O conteudo de dleo da semente de milho pode ser aumentado em
variedades que possuem um embrido maior, embrido com maior teor de lipideos
ou um endosperma menor. As variedades que carregam os genes briftle-2,
floury-2 e sugary-2 possuem um maior contetido de dleo por kilograma do que
03 milhos comuns, devido principalmente ao reduzido tamanho do endosperma

{Weber, 1987].

2.6. Variedades de milho

A escolha da variedade de milho comercial utilizada na producgaoc da
proteina heterdloga pode influenciar diretamente as etapas do processo de RPB.
Além dos componentes acima citados, gualidades agrondmicas como
produtividade e resisténcia a doencas sdo também importanies. A seguir

apresentam-se algumas caracteristicas das variedades comerciais utilizadas
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neste trabalho.

2.6.1. Mitho QPM (Quality Protein Maize)

Devido a deficiéncia em amincacidos essenciais como a lisina, o
triptofano e a metionina, o grac de milho normal possui uma méa qualidade
nutricional, A descoberta de mutantes de milho opaco-2, com elevado teor de
lisina. por Mertz et al {1964), estimulou as pesquisas para o desenvolvimento
de variedades mais nutritivas. Nao somente os teores de lisina siao maiores no
miltho opaco-2 como também os teores de triptofano, enguanto que os teores de
leucina e acido glutdmico sio reduzidos. Essa variacio no teor de aminoacidos
se deve a diferentes distribuictes das classes de proteinas e nao a mudancas
na composicao de aminodcidos de proteinas individuais. Nos mutantes opaco-2
a fracdo de zeinas € reduzida, enquanto gue a fracado de albuminas, globulinas
e glutelinas ¢ aumentada (Wall = Paulis, 1978 Conseglientemente, nos
mutantes de opaco-2 quase nao se observam corpusculos protéicos devido ao
baixo nivel de zeina destes cultivares (Lasztity, 1984).

O milbo QPM foi desenvolvido pelo CYMMYT (Centro Internacional de
Melhoramento de Milho e Trigo, México), e € um resultado do melhoramento
genetico do mutante opaco-2. O milho QPM supera algumas das deficiéncias
encontradas nos milhos opaco-2, principalmente em relacio ao seu baixo
desempenho agrondmico (baixo rendimento, endosperma fragil e baixa
resisténcia a doencas). Analises realizadas com as variedades QPM revelaram
que a quantidade de yzeinas (massa molecular de 16 e 27 kDa) nestas
variedades € de duas a quailro vezes superior a guantidade desta proteina de
reserva no mitho opaco-2 e em variedades de milho comum (Wallace ef al.,

19901

2.6.2. Milho Doce
Os diversos estudos relacionados a mutacées no endosperma do milho

levaram a identificar diferencas qualitativas e quantitativas no metabolismo dos
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carboidratos da semente. E entre estes mutantes existem aqueles que possuem
uma deficiéncia na sintese de amido e gue vém sendo usados para a producio
do milho doce (Young ef al., 19970

O milho doce € um dos vegetais mais populares nos Estados Unidos
(Boyer e Shanon, 1982). As variedades de milho doce sfo caracterizadas por
graos com altos teores de agiicar e pouco amido no endosperma. o que o8
torpam enrugados ¢ translicidos quando secos. Os mutantes de milho doce
mais conhecidos sdo o sugary (su), shyunken {sh) e briifle (bf}. O gene su néo
condiciona a semente a excepcionais teores de acicares, mas a altos teores de
fitoglicogénic ou polissacarideos soltiveis em Agua e a um baixo contetido de
amido. Os mutlantes bf e sh acumulam agicares as expensas de amido, e por
causa dos elevados leores de agucar, as variedades gue carregam esses genes
sio chamadas de superdoces {Teixeira ef al, 2001). O acticar predominante no
milhio tipo doce € a sacarose e, em menor extenso, a maltose, a glicose e a

frutose {Cobb e Hannah, 19811

2.7. Producéo de pré-insulina humana

A pro-insulina é uma proteina a-helicoidal de massa molecular 8500
Da, precursora do hormonic insulina. A estrutura molecular da pré-insulina é
formada por duas cadeias polipeptidicas, A (21 aminosdcidos} e B (30
aminoacidos] interligadas por duas pontes de dissulfeto e unidas pelo peptideo
C (35 aminoacidos] (Figura 2.5).

A insulina € um hormdnic que atua como regulador no metabolismeo de
carboidratos, proieinas e lipideos. No caso de uma deficiéncia na producéo de
insulina, ¢ nivel de glicose no sangue permanece elevado, caracterizando o
desenvolvimento da doenca conhecida como diabetes mellitus. Esta doenca
pode ser controlada pela administracic parenteral de preparacées de insulina
[Walsh e Headon, 1994}, A magnitude da demanda de insulina pode ser
estimada pelo fato de que aproximadamente 0,7% da populacic mundial sofre

de diabetes € que o consumo de insulina por paciente estd entre 0,5 e 1,0 g ao
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ano (Shimidt et gl., 1999} Isso implica em uma necessidade potencial de 20 ton
anuals, o equivalenite a uma receita anual de US8 2 bilhdes (para um preco de

US8 100.000/kg, segundso Ladisch, 2001).

C=Peptide

Derwsnatic
Choavagse

BNE,

Figura 2.5. Estrutura da pré-insulina humana. Fonte:
htip:/ /www.dpeweb.com/medical/diabefes/articles/ 99 _spring diabeles_propic.himl

Ao longo dos anos, alguns métodos foram desenvolvidos para a producio
de Insulina destinada aec tratamento de pacientes diabéticos, enire eles
destacam-se: a extracao de insulina do pancreas bovino ou sufno e a producas
através da tecnologia de DNA recombinante.

Atraves da lecnologia de DNA recombinante, o gene da pré-insulina
humana pode ser expresso em células de Escherichia coli e posteriormente pode
ser convertide a insulina pela remocao enzimatica do peptideo C. Entretanto,
apesar de apresentarem um alto nivel de producio, os sistemas procariéticos
de produgac de proteinas heterdlogas resultam na formacdo de agregados
constituidos de proteinas desnaturadas, denominados corpisculos de inclusas,
que acarretam processos de RPB complexos. Das cerca de 30 etapas da
produgao de insulina recombinante, aproximadamente 27 etapas sdo de RPB e

a recuperacac giobal € de apenas 30% da proteina sintetizada pelas células
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(l.adisch, 2001].

A expressao em E. coli das cadeias A ¢ B separadamente foi o primeiro
método de sucesso na producio em larga escala de insulina recombinante, um
resultado de cooperacdo das empresas Genentech e Eli Lilly (Ladisch, 2001). A
expressao de pré-insulina em leveduras também foi demonsirada (Kieldsen et
al., 1998). no entanto, as profeinas expressas nestes organismos sio
freglientemente hiper-glicosiladas ¢ instaveis.

A produgao de pro-insulina em milho transgénico se destaca como uma
nova alternativa de producgfo deste hormdnio de importancia vital a
comunidade mundial. Recentemente, no CBMEG - UNICAMP, o grupo de
pesquisa do Dr. Adilson Leite demonstrou a producéo do horménio pré-insulina
humana em sementes de milho transgénico {De Lucca, 2003). Andlises de
Western blot indicaram um nivel de produgfo em relagcido a proteina total
solivel de 2%. A expressdoc da proteina heterdloga foi direcionada
especificamente para os corpasculos protéicos do tecido de reserva, ©
endosperma, utilizando um promotor do gene que codifica proteinas de reserva
do sorgo, a o-kafirina, e a seqiiéncia codificadora do peptideo sinal de uma o-
coixina de Coix.

A expressio da proteina heterdloga no endosperma permite a
simplificacdo do processo de RPB, uma vez que existemn métodos industriais
estabelecidos para a separagéo das partes da semente em endosperma, embrifo
e cascas. Além disso, como a malor parte das proteinas do endosperma sio
alcool-scluvels, para uma proteina heteréiogla localizada no endosperma. a
extracao desta com wm tampac aquoso neutro eliminaria do extrato a presenca
de 80% das proteinas nativas, enquanto gue o uso deste mesmo tampis no
embrido somente 30% das proteinas permaneceria insolaveis (Menkhaus et al,
2004a). Além disso, minimiza-se a presenca de lipideos no extrato, uma vez gue
84% do 6leo da semente de milho estd presente no embriio.

Ensaios de imunochistoquimica confirmaram a tecido-especificidade da

expressdo e a existéncia de um gradiente crescente da expressido em direcdo a
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regido perilérica do endosperma, na qual predomina o actmulo de proieinas de
reserva. Além disso, andlises das aliquotas obtidas por meio de um gradiente de
sacarose mosiraram a presencga de pro-insulina somente nas fragoes
correspondentes aos corpusculos protéicos. Analises de espectrometria de
massa da pro-insulina humana recombinante demonstraram  uma
concordéncia com a massa molecular da proteina nativa, mostrando que a
proteina fol corretamente processada nas células do endosperma do milho

transgénico (De Lucca, 2003).
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Capitulo 3
Materiais e Métodos

3.1. Materiais
3.1.1. Reagentes

A pré-insulina humana recombinante utilizada como controle positivo
nos experimentos foi doada pela BIOMM (Montes Claros, MG}, Os principais
reagentes utilizados na preparacdo dos solventes foram o agente redutor
ditiotreitol (D;Fl‘] da marca Pharmacia Biotech (Suécia), o bicarbonato de soédio

{Synfh’,'Brasi}), o etanol anidro (Synth, Brésﬂ} ea glicina [M.erck, Alemanha).

3.1.2. Sementes de milhos comerciais

* Farinhas do endosperma de seis variedades de milhos comerciais foram
utilizadas nos experimentos de extracio aquosa. Sementes de milho doce da
variedade shrunken2 (sh2) sintético, britle2 {(bt2) BR40O e sugaryl (sul) BR202
e sementes do tipo @QPM (Quality Protein Maize) variedade BR451 ¢ BR473 ¢
sementes de um tipo de milho comercial comum foram doadas pela EMBRAPA
{Sete Lagoas, MG} e plantadas no CBMEG .~"UNECAMP (cothidas em abril de
2002) sem receber qualquer tipo de fungicida que poderia vir a interferir nas
analises experimentais. A Figura 3.1 ilustra as sementes comerciais utilizadas

nos ensaios.
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| shzsigdco  OPMBR4ST | b2 BRAOO

Figura 3.1. Sementes de milho comerciais avaliadas.

O milho OPM BR451 ¢ uma variedade de milho branco, de excelente
produtividade ¢ adaptada as diferentes regides brasileiras. Também, como &
caracteristico da variedade QPM, possui um alto valor protéico, com teores de
lisina e triptofano até 85% superiores ao miltho comum {pagina da internct da

Embrapa: hitp://www.cnpms embrapa.br. Ja4 ¢ milho QPM BR473 é uma

variedade de milhe de cor amarelo-alaranjada que ¢ produtiva, de ciclo precoce
com graos semiduros, possul excelente valor energético e, assim como 2 BR451,
possui altos teores de lisina ¢ triptofano. A variedade BR40G0 é um milho
superdoce de coloragdo amarelo-laranja que possui o gene brittle bi2, A
varledade BR202 ¢ um milhe doce de coloracdo branca que possui 0 gene
sugary (sulj. A terceira variedade de milho doce utilizada foi uma variedade

sintética contendo o gene shrunken (sh2).

3.1.3. Sementes de milho transgénico

Sementes de mitho transgénico expressando a proteina heterdloga pro-
insulina humana foram cedidas pelo grupo do Laboratério de Plantas do
CBMEG - UNICAMP. Primeiramente, plantas de milho da linhagem Hi-II foram

transformadas geneticamente ¢ entdio cruzadas com plantas da variedade de
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milho comercial QPM BR451. A producfio da proteina heteréloga foi direcionada
para o endosperma da semente de milho utilizando-se um promotor de gene de
v-kalirina (proleina do sorgo) e para o interior do reticulo endoplasméatico
através de um peptideo sinal de uma o-coixina de Coix. A transformacio estavel
das plantas de milho foi feita utilizando a itécnica de bombardeamento (De

Lucea, 20031

3.2. Métodos
Apos a degerminacdc da semente e preparacac da farinha, os
experimentos realizados foram divididos em cinco etapas cuja seqgiiéncia esta

esquematizada na Figura 3.2.

1¢ Etapa
Selecie da variedade comercial através
de ensaios de extracdo aquosa

Planejamento fatorial 22
Veridveis estudadas: pH e forga idnica

i

¥

2% Etapa
Ensaies de extracdo agquosa com as
sementes transgénicas

Planejamento fatorial 2°
Varidveis estudadas: pH e forca idnica

v
3¢ Etapa
Selecdo de solug8es para a extracde da , Extragdo com 30 diferentes
pro-insulina humana recombinante do solugdes extratoras

milho transgénico

!

4° Ftapa Planejamento fatorial 24 completo
Selegdo das varidveis relevantes na Varidveis esmdcdq_s: fempo,
extracdo com o tampdo bicarbonato de ?empemmmm,felocsdad.e de
so6dio e o solvente alcodlico rotagdo e razdo volume:massa
ki
5° Etopa Planejamento fatorial 22

Otimizagdo da extracdo com tampéo

_ -OF Varidveis estudadas: temperatura e
bicarbonato de sédic

razdo volume:massa

Figura 3.2. Fluxograma das etapas do trabalho.
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3.2.1. Degerminacio da semente e preparacio da farinha

As sementes de milho foram degerminadas a seco utilizando um
equipamento de degerminagio do tipo moinho de facas (marca Renard, Brasil).
Em seguida, fol realizada a separacédo da fracio rica em endosperma da fracéo
rica em gérmen utilizando uma peneira de abertura 0.5 mm. A fracio retida
nesia peneira (considerada rica em endosperma) foi passada em um moinho de
rolos (marca Quadrumat, Alemanha) conectado a um jogo de peneiras, gue
além da producao da farinha fina, propiciou a separacido das cascas das
sementes. Os experimentos de extracdo foram realizados com a farinha obtida
somente do endosperma deo milho. As farinhas foram mantidas a 4°C até a
realizacdo dos experimentos.

Os diametros meédios de particula area-volume das particulas das

farinhas de milho utilizadas nos experimentos {Dm), calculados pela equacio:

1
> (xi/ Dpi)
i=]

Dm =
Equacao 3.1

onde Dy € o difimetro médio da particula, tomado como a média aritmética do
menor ¢ do maior didmetro da particula em um dado incremento e x; é a fracio
massica em um incremento (McCabe et.al, 1993), sdo apresentados na Tabela

3.1,

Tabela 3.1. Diametros médios de particula drea-volume das particulas das
farinhas ricas em endosperma dos milhos.

Variedade de mithe Digmetro médio (mm)

sh2 sintético 0,24
OPM BR451 0.23

bt2Z BR400 0,25
COMIT 0,24

QPM BR473 0,22

sul BR2G2Z 0,27
transgénico 0,22
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3.2.2. Metodologia utilizada nos ensaios de extracéo

3.2.2.1. Extracio aquosa com variacdo de pH e forca iénica

O estudo de efeito de piH e forga idnica na extracdo aquosa de composios
soitveis das farinhas das seis variedades de milhos comerciais ¢ do milho
transgénico fol realizado em tanques agitados. Em béqueres de 250 ml (5.5 cm
de diametro), 10,0 g de farinha foram agitados com 100,0 ml de solucao
extratora {razéo volume-massa de 10:1} por 30 min a 25°C. A forca ibnica da
solucao extratora foi variada pela adigio de NaCl e o pH da suspensio mantido
no valor especifico desejado pela adigdo de acido cloridrico ou hidréxido de
sédic. O agitador utilizado nos ensaios foi um agitador mecanico modelo Q-
251D da marca IKA Labortechnik {Alemanha), com um impelidor do tipo pas
inclinadas (4 cm de diameitro e inclinacfo de pas de 45° construide e
gentilmente doado ao LEBp pela empresa Kroma, Brasil] e a rotacdo utilizada
fol de 270 rpm. Apds o periodo 30 min, a suspenséo foi filirada seguindo 2
metodologia para a determinacéo da taxa de filtraciao (descrita no item 3.2.1.1)
e este filtrado foi utilizado para as demais andlises. O planejamento dos ensaios
foi realizado de acordo com metodologia de planejamento estatistico

experimental (Barros Neto et al., 2001) e esta descrito no item 3.2.2.4.

3.2.2.2. Selecéo de solventes para a extracio da pré-insulina

A extracdo da pré-insulina da farinha do endosperma do milho
transgénico em diferentes solventes fol realizada em tubos do tipo Eppendorf de
1.5 ml. Uma massa de 50 mg de farinha foi agitada vigorosamente em 0,50 ml
de solvente durante 1 min em aparelho do tipo vértex e depois durante 2 min
em um aparato mecanico constituide de um rotor cénico conectado a uma
furadeira elétrica. Em seguida, as amostras foram homogenizadas durante 3h a
temperatura ambiente utilizando um agitador orbital {homogenizador de sangue
AP 22 da marca Marconi, Brasil). As suspensoes foram centrifugas por 10 min
a 12000 g e as amostras analisadas em ensaic qualitativo de Western Blot. Os

solventes utilizados estao listados na Tabels 3.2,
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Tabela 3.2. Solucdes testadas para a extracdo de pro-insulina da farinha do
endosperma do milho transgénico.

Identificacio Solventie
1 Uréia 4 M em agua
2 Triton X-100 0,29% em dgua
3 Tarapao bicarbonato de sédio 50 mM pH 10,0
4 Etanol 70%
5 Uréia 4 M + DTT 5mM em sgua
& Uréia 4 M + Triton X-100 0,2% em agua
7 Tarnpéo bicarbonato 50 mM pH 10.0 + uréia 4 M
8 Triton X-100 0.2% + DTT 5 mM em agua
2, Tampao bicarbonato de sodio 50 mM pH10.0 + Triton X-100 0.2%
10 Tampao glicina pH 3,0 + NaCl 200 mM
11 NaCl 300 mM em dgua a pH10.0 + 0,6% de mercaptoetanol
12 Etanol 70% + 5 mM DTT
13 Etanol 70% + tampdo glicina 50 mM pH 3,0
14 Etanol 70% + tampéo glicina 50 mM pH 3,0+ DTT 5 mM
15 Etanol 70% + tampaéo bicarbonato 50 mM pH 10,0
17 Etanol 70% + tampéo bicarbonato 50 mM pH 10,0 + DTT 5 mM
18 Isopropancl 70%
19 Isopropanol 70% + tampéo glicina 50 mM pH 3,0
20 Isopropanol 70% + tampdo bicarbonate 50 mM pH 10,0
21 Isopropanol 30% + tampao acetato 30 mM pH 7.0
22 Isopropancl 70% + tampac glicina 50 mM pH 3.0 + DTT 5 mM
23 Isopropancl 80% + DTT 5 mM
24 Isopropanocl 60% + DTT 5 mM
25 Isopropanol 45% + DTT 5 mM
26 Isopropancl 30% + DTT 5 mM
27 Tampéao bicarbonato 50 mM pH 9,0 + DTT 5 mM
28 Tampéo bicarbonato 50 mM pH 10,0 + DTT 5 mM
29 Tampéo bicarbonato 50 mM pH 10,0 + DTT B mM + uréia 4 M
30 Tampao de extracdo controle do Western Blot {Tampao Tris-HCL 50

mM pH 8,5; EDTA 2 mM; benzamidina 8 mM; DTT 5 mM e Triton X-
100 0,2%)
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3.2.2.3. Extracio da pré-insulina da farinha do endosperma do milho
transgénico em tampéo bicarbonato e tampioe alcodlico

Os estudos de extragdo de compostos soliveis do milho em tampéo
bicarbonato de soédio 50 mM, 5 mM DTT e em solucdo de etanol 70% em
tampéo glicina 50 mM pH 3,0 e DTT 5 mM foram realizados emn tanques
agitados. Em um reator encamisado de 250 ml (3,5 cm de didmeirel, a
quantidade de farinha estabelecida no planejamento experimental {descritc no
item 3.2.1.5] fol agitada em 50,0 ml de solucdo extratora durante diferentes
intervalos de tempo. G agitador utilizado nos ensaios foi um agitador mecanico
modelo Q-251D0 da marca IKA Labortechnik {Alemanha), com um impelidor do
tipo pas inclinadas {4 cm de difmetro e inclinacio de pas de 45°). A velocidade
de rotaglo do impelidor, o tempo e a temperatura da extracic variaram de
acordo com o planejamento experimental. Apés a agitacao, a suspensio fol
centrifugada a 10°C e 13000 g durante 20 min. O planejamento dos ensaios foi
realizado de acordo com metodologia de planejamento estatistico experimental

{Barros Neto et al., 2001}

3.2.2.4. Planejamento experimental da exiracBe aqueosa com variacdo de
pH e forga idnica

Os experimentos de extrac@o aguosa das variedades de milho comerciais
(resultados apresentados no Capitulo 4) e da extracio aquosa do milho
transgénico (resultados apresentados no Capitulo 5) foram realizados baseados
em um planejamento fatorial completo {22 ensaios acrescido de 4 pontos axiais
e 3 pontos centrais] envolvendo duas varidvels independentes, o pH ¢ a forca
ibmica {em termos de concentragdo do sal NaCll, sobre as seguintes variaveis
respostas da etapa de exfraglo: concentragdo de aciicares redutores [AR],
concentracao de acucares redutores totais (ART), concentracio de polifendis,
conceniracac de proteinas totais e taxa de filiracdo. Os ensaios realizados e 0s
valores codificados e descodificados das variaveis estdo apresentados na Tabela
3.3. Um modelo polinomial quadratico do tipo da eguacio 3.2 foi ajustado para

cada uma das respostas. Os pardmetros nio significativos foram retirados do
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modelo e adicionados 4 falta de ajuste.

Y = Bo+ Bixy + Poxe + Brixi2+ Booxa?+ Biaxy xa Equacao 3.2

Onde Y representa a varidvel resposta ou dependente; X: e Xz representam os
niveis codificados das variaveis independentes; o € o coeficiente que representa
a media; i e Pz 530 os coeficientes dos termos lineares; B11 e B2z sdo coeficientes

dos termos quadraticos e Biz € 0 coeficiente do termo de interacio.

Tabela 3.3. Ensalos do planejamento experimental fatorial completo da
exlragao aquosa utilizando variedades de milho comerciais e miltho transgénico.

Varidveis Varidveis
Ensaio  codificadas descodificadas
pH Hall pH  Nall (mbi)
1 +1 +1 9.0 300
2 +1 -1 9,0 100
3 -1 +1 4.0 300
4 -1 -1 4.0 100
5 8] 0 6.5 200
6 0 0 6.5 200
7 G 0 6.5 200
8 +1.41 O 10,0 2006
9 -1,41 0 3.0 200
10 0 +1,41 86,5 340
11 0 -1.41 8,5 50

3.2.2.5. Planejamento experimental da avaliacio das varidveis
operacionais na extracéo de pro-insulina do milho transgénico

O estudo do efeito das variaveis operacionais na extracdo da pro-insulina
(metodologia descrita no item 3.2.1.3 e resultados apresentados no Capitulo 7}
foi realizado segundo um planegjamento fatorial completo {24 ensaios mais 3
pontos centrais} envolvendo quatro variaveis independentes — o tempo, a
temperatura, a velocidade de agitacao e a razdo volume-massa -— sobre as
seguintes variaveis respostas da etapa de extracfo: concentracdo de pro-
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insulina humana, concentracdo de aglcares redutores (AR}, concentracio de
agucares redutores tolais (ART), concentracido de polifendis e concentracio de
proteinas totais. Realizou-se um planejamento de extragdo para o tampio
bicarbenato de s6dio 50 mM pH 10,0 e DTT 5 mM e um outro para a solucao de
etanol 70% em iampéo glicina 50 mM pH 3.0 e DTT 3 mM. Os ensaios
realizados ¢ os valores descodificados de cada nivel estdo apresentados na
Tabela 3.4. Os valores para as diferentes varigveis selecionadas foram baseados
em experimentos preliminares e também em dados existentes em literatura. Um
modelo polinomial de primeira ordem, do tipo da equacéo 3.3, foi ajustado para
cada uma das respostas. Os parametros nao significativos foram retirados do
modelo e adicionados & {alta de gjuste.

Y = Bo+ Bixy + Poxo + Paxs + Baxa + Broxy Xo 4+ Brgxs Xa + Prax: Xa + BoaXa xa +

Boaxa X4t BaaXs X Equacdo 3.3
onde Y representa a variavel resposia ocu dependente; x;, X2, X3 € Xua.
representam os niveis codificados das variaveis independentes; Bo é o
coeficiente que representa a média; By, Bz, Bs e Ba sdo os coeficientes dos termaos

lineares e P12, Bis, Brs, Bas, P2s € Bas sdo coeficientes dos termos de interacac.

3.2.2.6. Planejamento experimental da otimizacfo da extracdo de pré-
insulina recombinante

Os experimentos visande a otimizacio da extracio de pro-insulina foram
realizados segundo um planejamento fatorial completo (22 ensaios, 4 outros nos
pontos axials e 3 ensaios no ponto centrall envolvendo duas variaveis
independentes, a razao volume-massa e a temperatura, sobre as seguinies
varigveis respostas da etapa de extragfo: concentracao de pré-insulina humana
recombinante, concentracac de actcares redutores [AR), concentracic de
acucares redutores totais {ART), concentragao de polifenéis, concentracio de
proteinas totais. Os ensaios realizados e os valores decodificados de cada nivel
utilizado estdo apresentados na Tabela 3.5. Um modelo polinomial quadratico

do tipe da equagado 3.2 foi ajustado para cada uma das respostas. Os
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parametros nao significativos foram retirados do modelo e adicionados a falta

de ajuste.

Tabela 3.4. Ensaios do planejamento experimental fatorial 24 compieto da
extracio de pro-insulina da farinha de milho transgénico.

¥nsaic Rotagio Rotaclde Razio R?f’*é@ Tempera- Tempera- Tempo Tempo
{rpm) vimm {;g?g} turg tura °C) (min)
1 -1 300 -1 51 -1 4 -1 60
2 +1 700 -1 5:1 -1 4 -1 80
3 -1 3060 +1 10:1 -1 4 -1 60
& +1 - 700 +1 1001 -1 4 -1 60
5 -1 300 -1 501 +1 40 -1 &0
g +1 700 -1 5:1 +1 40 -1 &0
7 -1 300 +1 10:1 +1 40 -1 a0
8 +1 700 +1 10:1 +1 40 -1 G0
9 -1 300 -1 5:1 -1 4 +1 186
i0 +1 700 -1 5:1 -1 4 +1 186G
1z -1 300 +1 10:1 -1 4 +1 180
12 +1 s +1 1001 -1 4 +1 180
i3 -1 300 -1 5:1 +1 40 +1 180
i4 +1 700 -1 5:1 +1 40 +1 180
i5 -1 300 +1 10:1 +1 40 +1 180
18 +1 700 +1 10:1 +1 40 +1 180
17 O 500 0 7,501 0 22 0 120
i8 0 500 0 7.5:1 o 22 0 120
ig G 500 0 7.5:1 G 22 G 120
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Tabela 3.5. Ensaios do planejamento experimental fatorial completo.

Ensaic Varidveis codificadas Variaveis decodificadas
Temperatura Razio vim Temperatura Razdo vim
(°C] {ml/g)

i +1 +1 35 9:1

2 +1 -1 35 5ol

3 -1 +1 15 91

4 -1 -1 15 5:1

3 0 0 25 71

& g O 25 711

7 G O 25 71

8 +1,41 O 40 7:1

9 -1.41 g 10¢ 71

10 O +1.41 25 10:1
13 0 -1,41 25 4:1

3.2.3. Metodologia analitica
3.2.3.1. Determinacio da taxa de filtracao

As suspensées das extragdes das diferentes variedades de milho foram
decantadas por 5 min apds a etapa de extracio. O volume de aproximadamente
50 ml localizadc na parte superior do béquer de 250 ml foi filtrado em um
sistema de filtracdo do tipo funil de Bachner {10 cm de diametro) utilizando
uma membrana de filtro com um difmetre de poro de 3 pum {Inlab, Brasil). O
funil estava conectado a uma proveta ¢ mediu-se o {empo necessaric para

filtrar um mesmo volume de extrato em intervalos de 5,0 ml.

3.2.3.2. Concentracio de proteina total

Proteina total em solugdo foi determinada através do método de azul de
coomassie, segundo Bradiord (1976). Albumina de soro bovino (Sigma, EUA) foi
utilizada como referéncia para a obtencac de uma curva padrac. O método
baseia-se na reacao da proteina com um corante {coomassie}, em meio acido,

formando um complexo de coloracio azul, que pode ser quantificado através da
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leitura da absorbéncia a 595 nm. A metodologia consiste em misturar 1.0 ml de
solucao de azul de coomassie {preparada segundo Bradford, 1976) a 20 ul de
amosira ou tampao {solucdo de referéncia — brancol. Agita-se as solhagfes em
vortex e, apés 10 min, realiza-se a medida da ahsorbancia das solucdes g BOB

.

3.2.3.3. Concentracio de carboidratos

Concentracdes de aclicares redutores {AR) e agucares redutores totais
{ART) foram determinados pelo método DNS {acido dinitrosalicilico] como
descrito por Miller ef al. {1959), que se baseia na reagac de &xido-reducio da
glicose pele DN5. As curvas de calibracio foram feitas com glicose e sacarose
da Synth (Brasil}. A sensibilidade de defeccdo deste método € de 0.1 a 1.0
mg/ml de aglicares redutores.

O protocolo do método consiste em adicionar 0.5 m! da amostra
{convenientermente diluida) a 0.5 ml de solugéo do reagente DNS e aguecer a
100°C durante 5 min. Em seguida, resfriar a amostra em banho de gelo e
adicionar 8,0 ml de solucéo de tartarato de sédic e potassio 54 mM. Por fim,
medir a absorbéncia a 540 nm. A concentracio de AR € entéo determinada pela
curva padrao de glicose. O procedimento para a determinacido de ART possui
uma etapa prévia adicional ao procedimento de AR, que é a etapa de hidrolise
dos agucares da amostra. Para tal, adiciona-se 2,0 ml de HCI 2,0 N a 2.0 mi da
amostra € aguece-se a 100°C por 5 min. Apés o resfriamento em banho de gelo,
adiciona-se 2,0 ml de NaOH 2,0 N. A partir dai, determina-se o teor de AR como
descrito anteriormente, porém utilizando uma curva padrao de sacarose, cujas
solucdes de concentracées conhecidas sio também previamente hidrolisadas

por HCL

3.2.3.4. Eletroforese em gel de poliacrilamida
As  eletroforeses em gel de poliacrilamida na condicio redutora

desnaturante (SDS-PAGE] foram realizadas de acordo com protocolo descrito
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por Laemmli {18790), utilizando géis a 153%. A voltagem utilizada foide 120V e o
volume de amostra carregada variou entre 5 a 20 ul. O procedimento de
coloracdo fol realizado com nitrato de prata segundo protocolo descrito por

Morrvssey (1981) e também por azul de comassie.

3.2.3.8. Contefido de dleo

A conceniracado de dlec das farinhas de endosperma do milho foi
gquantificada por exiracfo com hexano em aparelho do tipo Soxhlet
{Determinador de lipidecs -308G22, Quimis, Brasil}. Basicamente. o©
procedimento utilizado consistiu em pesar 7,0 ¢ da farinha de milho, envolver
esta amostra em papel de filtro e acomodar em um cilindro de celulose. A partir
do momento que ¢ solvente entrou em ebulicdo, imergiu-se o cilindro no
solvenite, deixando-se golejar o solvente sobre a amosira durante 30 min.
Decorrido o tempo de gotejamento, o cilindro foi levantado e o gotejamento foi
mantido por mais 15 min. Depois da recuperacao do solvente, o copo de fervura
contendo o oleo foi levado para a secagem em estufa a 70 °C durante 15 min.
Apés o resfriamento, o copo de fervura, previamente tarado, foi pesado e o

contetido de dleo deferminado.

3.2.3.6. Concentracio de compostos fendlicos

Polifendis em solugdc foram quantificados através do método
colorimétrico azul da Priissia proposto por Price e Butler (1977). A base quimica
da metodologia € a reducgdo pelos grupos hidroxi-fendlicos de fons Fe*™3 a Fe*2,
0s quais sao complexados com KszFelCN)s para produzir uma solucic de
coloragdo azul. O procedimento da andlise consistiu em adicionar a 5,0 ml da
amostra (diluida na proporgao adequada) 250 ul de scolugao de FeCls 0,1M
{preparada em soluc¢do de HC1 0.1 N} e 250 gl de KsFe(CN)s 0,1 M. Apds 10 min
da adicao do ultimo reagente, fez-se a leitura da absorbancia da amostra a 720
nm. A concentragao de compostos fenolicos foi entdo determinada pela curva

padrac utilizando D-Catequina (Sigma, EUAJ.
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3.2.3.7. ELISA quantitativo especifico para pré-insulina humana

A quantificacdo de pré-insulina nos extratos foram realizadas através de
ensaios Upo ELISA segundo z técnica de sanduiche com dois anticorpos
utilizando wm kit ELISA comercial especifico para a deteccido de pro-insulina
humana total (DakoCytomation. Inglaterra). As analises foram realizadas de
acordo com o procedimento descrito pelo fabricante, gue primeiramente,
consistiu em adicionar 50 ul da amostra nos pocos da placa, em duplicata,
incluindo os padrdes fornecidos, haja vista que os pogos da placa s3o
recobertos com anticorpo monoclonal anti-pré-insulina. Em seguida, adicionou-
se 100 pl do tampdo de amosira e deixou-se a placa em incubacio durante 1h,
sob agitacdo, a temperatura ambiente. Lavou-se qualro vezes 0s pocos com o
tampaoc de lavagem e adicionou-se 100 ul da solucdo contendo o anticorpe
secundario anti-pré-insulina conjugado 2 enzima fosfatase alcalina e deixou-se
a placa em incubacéo durante 1h, nas mesmas condicdes anteriores. Lavou-se
novamente quairo vezes a placa com o tampio de lavagem e adicionou-se 100
il do substrato contendo tampao dietalonamina. Incubou-se por 20 min e em
seguida adicionou-se 100 ul da solucdc amplificadora. Incubou-se por 10
minutos e adicionou-se 100 ul da solucio para interromper a reaglo {acido
sulfurico). Finalmente a absorbancia a 490 nm foi medida em uma leitora de
micro placas da marca Multiskan II MS (Finlandia). A sensibilidade de deteccio

do método € da ordem de picomoles por litro.

3.2.3.8. Western blot

A analise de Western Blot foi realizada segundo a metodologia
apresentada por Mazen et al. {1989) na qual ocorre o reconhecimento da
substancia de interesse por anticorpo especifico, permitindo a sua deteccac em
concentracgdes baixas, da ordem de nanogramas.

O protocolo deste experimentc consistiu em submeter as amostras a
eletroforese em gel de poliacrilamida 15% na presenca de SDS (SDS-PAGE]). As

proteinas fracionadas foram entdo transferidas para uma membrana de Nylon®
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com tamanho de poro de 0,22 um. Utilizou-se o aparelho de transferéncia semi-
seco Multiphor Il (LKB-Pharmacia, Suécia} e como tampido de transferéncia o
tampao Tris-HCl 125 mM contendo 192 mM de glicina, 0,1% de SDS e 20% de
metanol. A fransferéncia foi realizada por 2h a 0.8 mA/cm?. O blogueio da
membrana fol realizado mantendo a membrana em agitacio por 2h a
ternperatura ambiente em tampéo TBS {tampao Tris-HCI 0,1 M pH 8.0 com 150
mM de Nall} contendo 5% de leite em pé desnatado e 0.05% de Tween-20. Em
seguida, fez-se a incubacgdo da membrana com o anticorpo de camundongo
contra pré-insulina diluido 1:3000 em tampao TRS com 5% de leite desnatado.
Lavou-se trés vezes a membrana com TBS com 0.1% de Tween-20. a fim de
remover proteinas e, principalmente, o excesso de anucorpo gue nio estivesse
aderido especificamente a membrana. A seguir, fez-se a incubacdo com o
segundo anticorpo, anti-camundongo conjugado com fosfatase alealina, diluido
1:5000 em TBS com 5% de leite desnatado. Incubou-se a membrana por 5 min
em tampao Tris-HCL 0,1 M, pH 9,5 com 0.1 M de NaCl e, em seguida, incubou-
se por mais 5 min neste mesmo tampédo acrescido do substrate luminiscente
diluido 1:1000. Por fim, fez-se a revelacido da atividade de fosfatase através da

exposicao de filmes de raios-X & membrana envolta em filme de PVC.
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Capitulo 4

esultados e Discussdes [

Comparacao de diferentes variedades de milhos comerciais em
relacdo a variaveis relevantes 3 RPB

No desenvolvimento de plantas de milho transgeénicas para a producao de
proteinas heterdlogas, primeiramente utiliza-se uma variedade especifica
fcultivares gue ndo sao adequados para a produgio em campo no Brasil) que
permite a transformacdo genética, uma vez que varicdades comerciais
nacionais nac sao facilmente transformadas (Kemper et al., 1996). A planta
modificada geneticamente € entao cruzada com a variedade comercial, para a
obtencao de plantas contendo o gene responsavel pela producdo da proteina
hetercloga e aptas a producido em larga escala. A escolha da variedade
comercial da planta que atuara como biorreator na producédo de proteinas
heterdlogas € de fundamental importancia na viabilidade do DIOCesso, uma vez
gue esta escolha poderd influenciar diretamente as elapas de processo
necessarias a purificacdo da biomolécula de interesse. Este processe de RPR €
tido como uma etapa chave na producéo de bicfarmacos, podendo representar
mais de 80% dos custos de produgio {Gomond et al., 2004).

Segundo Menkhaus et al. (2004a), a variacdo gque existe entre os
componentes naturais das plantas oferece uma oportunidade para reduzir os
custos do processo de RPB através da combinacio certa entre a proteina
recombinante e uma espécie gue contenha compornentes com propriedades

fisico-quimicas diferentes. £ apesar destes autores pressuporem que diferentes
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variedades de uma mesma espécie de planta gerem poucas variacdes no
processamento da proteina heterdloga, nio ha relatos na literatura sobre essa
questiao,

Neste capitulo, apresenta-se um estudo realizado com seis variedades de
milhos comercials, avaliadas como potenciais candidatas a biorreatores para a
producao de proteinas heterdlogas. Este estudo visou selecionar a variedade
mais indicada dentro de algumas caracteristicas relevantes ao processo de RPB.
A avaliagao fol feita com base nos extratos aquosos da farinha do endosperma
das seis variedades, obtidos sob condicdes planejadas de acordo com um
planejamento fatorial completo 22 do tipo estrela {descrito em 3.2.1.4).

O planejamento estatistico experimental foi usado para avaliar a
influéncia de duas varidveis independentes, o pH e a for¢a iénica {em termos da
conceniracido do sal NaCl), sobre as seguintes variaveis respostas da etapa de
extragao: concentracao de acdcares redutores [(AR), concentracao de agdcares
redutores totais (ART), concentracio de polifendis, concentracio de proteinas e
taxa de filiracdo. O contetdo de éleo na farinha do endosperma de cada
variedade também fol quantificado.

A finalidade de se utilizar um planejamento experimental na etapa de
extracao foi buscar uma condicdo 6tima de minimizacdo dos componentes
nativos de milho, considerados come impurezas, que podem prejudicar o
processo de RPB. Carboidratos s&o fonte de energia e carbono em um eventual,
€ no caso indesejavel, crescimento microbiano. Além de causar perdas de
produto, os carboidratos sdo inconvenientes de altissima relevancia guando se
tratar de produtos de aplicacdo farmacéutica. Compostos fenélicos foram
analisados por serem indesejaveis uma vez que sac desnaturantes de proteinas.
A concentragac de proteinas indicard o nivel destas impurezas gue s&oc de
grande relevancia na RPB de produtos protéicos, pois sendo moléculas da
mesma especie que o produto de interesse, elas sao geralmente as de mais
dificil eliminagéo, por naturalmente apresentarem propriedades semelhantes. A

determinacéo de taxa de filiraco € uma maneira de inferir 2 influéncia destas
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impurezas diretamente em, pelo menos, uma das operacoes unitarias, Ja o 6leo
poderia ser emulsificado e, posteriormente, junto com carboidratos, causar
preblemas de deterioracdo de colunas cromatograficas, membranas e gerar
baixas taxas de filtracdo.

Em Setembro de 2002, o FDA (Food and Drug Adminisiration), OTgao
regulamentador de alimentos e medicamentos do governc dos Estados Unidos.
disponibilizou uma primeira versio de algumas regras para regulamentar o uso
de plantas como biorretores, incluindo algumas considerages especificas
relacionadas ao processo de RPB. Quanto a etapa de exfracédo, é recomendado
que haja uma concentracdo eficiente do produto de interesse de forma a
minimizar as impurezas do processo. Além disso, como a exiracio envolve uma
grande quantidade de material (biomassa vegetal) e solvente, nao sendo vidvel
manter todo ¢ processo sob condicdes estéreis, recomenda-se minimizar todas
as possiveis fontes de contaminacio.

A escolha de avaliar um solvente aquoso na etapa de extracac se deve,
principalmente, ac fato de que a maior parte das proteinas presentes no
endosperma do milho, as zeinas, sfo soliiveis somente em solucdo alcodlica.
Com isso, o usc da extraclo aquosa evitaria a presenca desta classe de
proteinas contaminantes no extrato, facilitando consideravelmente as etapas de
RPB. Além disso, a maioria das proteinas heterdlogas produzidas em plantas
tem sido extraida em solucdes aguosas, COMO exemplo podemos citar a
aprotinina (Azzoni et al., 2002}, a B-glucuronidase (Kusnadi ef al, 1998a) e a
tripsina (Woodard et al., 2003).

Vale ressallar que na aplicagdo das informacbes obtidas neste estudo
utilizando milhos comerciais para a extragdo da proteina heterologa expressa
em mitho transgénico, deve-se avaliar a estabilidade e a solubilidade da
proteina de interesse para cada casc em particular, devendo haver um ajuste

enire as variaveis envolvidas.
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4.1. Concentracio de aglicares redutores (AR)

A analise da concentracio de carboidratos nos extratos foi realizada
através da determinacio da quantidade de AR, que incluem a glicose ¢ a
frutose, e dos ART que incluem também os oligossacarideos, como a sacarose, &
os polissacaridecs que sofreram a hidrélise dcida {descrita no item 4.2).

O planejamento experimental utilizado para avaliar a influéncia do pH e
da forca idnica {4} sobre a concentracio de AR na etapa de exiracio aquosa do
endosperma de sementes de mitho comerciais, bem como os resultados de

concentragdo de AR obtidos, estfo apresentados na Tabela 4.1,

Tabela 4.1. Resuliados dos ensaios do planejamento fatorial completo para a
conceniracao de AR nos extratos de endosperma dos milhos comerciais.

Fatores Concentracdo de AR noes extratos (mg/mi)
Easaio |y ° sh2 QPM | bt2 |comum | QPM | sul
sintético | BR451 | BR400O BR473 | BR2D2
1 9,0 300 0,81 0.31 G,63 0.40 0,28 2,69
2 9.0 100 0,92 0,31 0.67 0,50 0.36 2,53
3 4.0 300 1.03 1,11 0,98 0.85 0,69 4.46
4 4.0 100 1,00 1,26 0,90 03,76 0,60 4,07
5 6,5 200 0.89 1,13 1.08 0,60 0,77 4,76
<] 8,5 200 0,98 1.18 1.13 1,10 0,72 4,48
7 8.5 200 0.88 1,04 1,18 0.80 0,66 4,02
8 10.0 200 0,81 0,20 0,52 0.33 0.23 2,18
9 3.0 200 1,14 0,37 0.68 0,37 0,25 2,94
10 8.5 340 0,99 1,04 1,23 0,68 0,52 3,98
i1 5,5 60 0,82 0.83 1,67 G.86 0,61 4,45

A concentracdo de AR nos extratos variou de 0,23 a 4,76 mg/ml, o que
corresponde a 0,23 a 4,76% em termos de massa. Estes resultados estio de
acordo com a literatura na qual se relata que o conteddo dos acucares simples

glicose e frutose representam em torno de 0,60% da massa seca do milho, em




Resultados e Discussdes |

propor¢oes aproximadamente iguais (Keruliuk et al., 1995; Boyer e Shanmnon,
1987). Valores maiores de AR foram obtidos para a variedade de milho doce sul
BR202Z.

A Tabela 4.2 apresenta os cocficientes de regressao, desvio padrio. o
vaior 1 e o valor p para a concentracido de AR nos exiratos dos milhos
comerciais. Somernte o termo linear para o pH se mostrou estatisticamente
significative a 90% de confianca para o milho sh2 sintético, enguanto que, para
as outras cince variedades de mitho os termos linear e quadritico para o pH se
mostraram estatisticamente significativos. O termo relativo & interacio entre o
pH e a forca idnica nlo se mostrou significativo, ou seja, estatisticamente nio
ha interacao entre estas duas varidveis na extracio de AR, para a faixa
estudada.

Conclui-se que o pH exerce um efeito negativo sobre a extracéo de AR, ou
seja, um incremento no valor do pH de 4,0 para 9,0 ira diminuir a extracio de
AR. Para todas as variedades de milho estudadas, a concentracdo de AR se
mostrou mais dependente do pH do que da forga iénica. Isto, porém, nic
significa que a forga idnica nao influencia a extragdo de AR, apenas permite
dizer que o valor forca i6nica pode ser ajustado de forma a favorecer outras
respostas de inieresse.

A Tabela 4.3 apresenta a andlise de varidncia (ANOVA} para a
concentracac de AR dos milhos comerciais. Para todas as variedades de milho
analisadas, o coeficiente de correlacdo e o teste F, a no minimo 20% de
confianca, se mostraram satisfatérios para a proposicdc de um modelo. Os
parametros estatisticamente nao significativos foram eliminados do modelo e
adicionados & falta de ajuste. Os modelos obtidos para a concentracdo de AR
em func¢éo do pH foram utilizados para a construgéo das curvas apresentadas

na Figura 4.1.
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Tabela 4.3. Analise de variancia (ANOVA) para a concentracao de AR

Variedade R Feat oot /Fran
sh¥ sintético 0,588 12,87 3.83
OPM BR451 0,774 13,73 4,41
hiZ2 BR4AOG 3,810 45,12 0,12
Cormnum 0,779 14,07 3,15
QPM BR4AY3 0,704 12,86 2.91
s i BR202 3,866 25,81 8,29
5,0
4.0 - == sintdtico
= e QPM BR451
%} 3.0 -
= e P33 BIRAT)
o
< 20 mmmomee CSCTTILITTY
- QPM BR 473
s S 1] BRH2000

Figura 4.1. Concentracio de AR nos extratos como uma funcao do pH para as

variedades de milhos comerciais,

As curvas da concentracdo de AR em funcac do pH apresentaram

comportamento bastante similar. Os valores absolutos de concentracao de AR

cxtraido nos ensaios possuem a mesma ordem de grandeza para a maioria das

sementes estudadas. Entretanto, a variedade sul BR202 se destacou com wmsa

concentracao de AR mais de seis vezes superior 4 obtida nas outras variedades.

Valores em torno do pH neutro favoreceram a extracdo de AR e desta

forma, os valores de pH sugeridos para minimizar a extracio de AR durante um
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processe de RPB sdo os extremos de valores de pH. Estes resultados estao de
acordo com os resultados obtidos em nosso grupe de pesquisa por Azzoni
{2002), que avaliou a influéncia do pH e da forca idnica isoladamente na
extragdo de AR de uma farinha de milho transgénico. Segundo o autor,
concentragdes de AR foram menores em extracdes realizadas com baixa forca
ionica e também guando ¢ pH foi mantido em valores extremos.

Nao foi cbservade nenhum destaque entre as variedades de milho
analisadas quanto & selecfo de uma variedade mais adequada para ser usada
como um biorreator na producfo de proteinas heterdlogas, em termos de
concentracac de AR nos extratos. No entante, seria desvantajosc usar a
variedade sul BR20Z haja vista que a concentracio de AR nos extratos desta

variedade fol superior.

4.2. Concentracao de acilicares redutores totais (ART)

O planejamento experimental utilizado para avaliar a influéncia do pH e
da forga i6nica sobre a concentracio de ART na etapa de extracao aquosa de
sementes de milho comerciais, bem como os resultados de concentracdo de ART
obtidos, estdo apresentados na Tabela 4.4.

Os valores obtidos na Tabela 4.4 também correspondem & porcentagem
de ART na massa da farinha de endosperma. Os contetidos de ART nos extratos
estiveram entre 0,89 e 3.67 mg/ml exceto para a variedade sul cujas
concentracoes de ART foram de 16.79 a 22,78 mg/ml. Esses dados estao de
acordo com as informagées da literatura em que, segundo Boyer e Shannon
{1987}, o endosperma do milho comum possui em média 2% da massa seca em
polissacarideos soliveis em agua, mas esse valor pode chegar a 35% nas
variedades do tipo doce contendo o gene su. Como nio foram utilizadas
condigoes visando uma extracdo completa dos carboidratos soliiveis, era de

esperar obter valores menores do que os descritos na literatura.
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Tabela 4.4. Resultados dos ensaios do planejamento fatorial compleio para a
concentracao de ART nos extratos de endosperma dos milhos comerciais.

Fatores Concentracio de ART nos extratos {mg/mil)
Ensaio sh2 QFM bt2 QPM suli

pEH 11 sintético! BR451 | BR40OO | comum | BR473Z  BR202
i 9.0 300 3,18 0,89 3,61 1,04 1,21 19,85
2 9.0 100 3.04 0,96 3.56 1.06 1,18 1926
3 4.0 300 2,95 1,38 3,48 1,36 1,56 16,79
4 4.0 100 2,89 1,58 3,42 1,42 1.49 17,30
5 6,5 200 2,83 1,59 3,55 1,76 1,82 21,08
5] 6,5 200 2,82 1,52 3,57 1,61 1,55 21.25
7 8.5 200 2,81 1,39 3,58 1,34 1.42 17,86
2 10,0 200 3,16 0.85 3,54 1.01 1.21 20,30
B 3.0 200 2.74 0.89 3,18 1.00 i,14 22.78
10 6.5 340 2,76 1,20 3,67 1,21 1,28 22.12
i1 5.5 60 2,72 1,29 3.57 1,43 1.44 15,38

A Tabela 4.5 apresenta os coeficientes de regressdo, desvio padrao, o

valor t e o valor p para a concentracido de ART nos extratos dos milhos

comerciais. Somente os termos linear e quadratico para o pH se mostraram

estatisticamente significativos a 90% de confianca na concentracio de ART

extraida das variedades sh2 sintético, QPM BR451 e btZ BR400. Ja para as

variedades de milhe comum e QPM BR473 somente o termo guadratico para o

pH se mostrou estatisticamente significativo. Para a variedade sul BR202

nenhuma das variaveis influenciou significativamente a extracio de ART. O

termo relative & interacdo enire o pH e a forgca ifnica nao se mostrou

significativo, ou seja, estatisticamente nfc ha interacdo entre estas duas

variaveis na extracao de ART das variedades de milho comerciais analisadas.
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Pode-se observar que os efeitos das variaveis pH e forca iénica sobre a
extracdo de ART das variedades do tipo doce (sh2 sintético, bt2 BR400 ¢ sul
BR202) foram inversos aos das outras variedades, ou seja, enquanto o pH e a
forca idnica exerceu um efeito positive na extracdo de ART para variedades do
tipo doce, esses efeitos foram negatives para as outras variedades. Portanto, a
extracao de ART do milho poderd depender do tipo de semente utilizada, sendo
gue isto,  possivelmente, estd relacionado aos diferentes carboidratos
predominantes em cada variedade de milho.

A Tabela 4.6 apresenta a analise de varidancia (ANOVA} para a
concentracéo de ART nos exiratos dos milhos comerciais. Para o milho sh2
siniético, QPM BR451 e biZ BR400 o coeficiente de correlacio e o teste F, a no
minimo 90% de confianca, se mostraram satisfatérios para a proposicio de um
modelo. Para as variedades de milho comum, QPM BR473 e sul BR202 nio foi
possivel ¢ desenvolvimente de um modelo para a extracioe de ART. Os modelos

obtidos foram utilizados para a construcao das curvas da Figura 4.2.

Tabela 4.6. Analise de variancia {ANOVA) para a concentracao de ART.

Variedade R Fea Fea/Feap
sh2 sintético 0.631 6,85 2,20
QPM BR451 0,645 7,26 2,33
bt2 BR400 0,906 37.85 8,42
Comum 0,466 7,88 1,64
OPM BR473 0,381 5,54 i,65

sul BR202 0,165 0,20 0,06

Pode-se observar que as variedades do tipo doce (sh2 sintético, bt2 BR400
e sul BR202} possuem concentracboes de ART maiores do que as ouflras
variedades. Isto se deve a mutagdes em genes da biossintese de amido, que
conferem a caracteristica doce ao milho, elevando a quantidade de sacarose
nestas variedades. A sacarose € o principal dissacarideo da semente de milho e
a sua quantidade pode atingir até 4 a 8% da massa seca do mitho na fase
inicial de desenvolvimento. Entre os milhos do tipo doce, as variedades que

coniém o gene sugary [(suj possuem uma quantidade de sacarose até duas vezes
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a mais que a do milho comum e variedades com o gene sh2 chegam a ter de

trés a quatro vezes mais sacarose {Boyer e Shannon, 1987).
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Figura 4.2. Concentracio de ART nos extratos como uma funcéo do pH para as
variedades de milho sh2 sintético, QPM BR451 ¢ bt2 BR400.

A extracéo de ART se mostrou mais dependente do pH em relacio & forca
iGnica para todas as variedades de milho analisadas, sendo que os cfeitos
destas varidveis sdc baixos guando comparados com a extracdio de AR
{especialmente o efeito do pHj, indicando pouca influéncia das varidveis
estudadas na extracido de ART. Estes resultados corroboram com os de Azzoni
{2002} para a extracdo de ART de sementes de milho transgénico.

Entre as variedades de milho analisadas, em termos de concentracio de
ART nos cxiratos, seria desvaniajoso usar as variedades de milho doce,
principalmente a variedade sul BR202, haja vista que a concentracioc de ART

nos exiraios desta variedade foi bastante superior.

4.3. Concentracac de polifendis
Uma das principais dificuldades encontradas no desenvolvimento do
processc de RPB de proteinas recombinantes expressas em planias € a remocéo
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dos seus metabdlitos secundarios. Os compostos fendlicos estéo entre os
metabdlitos secunddérios mais ativos quimicamente, podendo interagir com
proteinas, desencadeando um processo de agregacac (Brovko e Zagranichnaya,
1998;. Portanto, uma condigdo ideal de exiracfo de proteinas recombinantes €
aguela na qual a co-exiracao de composios fendlices seja minimizada.

O planejamento experimental utlizade para avaliar a influéncia do pH e
da forca i6nica sobre a concentracio de polifendis na etapa de exiracao aguoesa
das sementes de milho comerciais, bem como os resultados de concentracio de

polifendis obtidos, estao apresentados na Tabela 4.7.

Tabela 4.7. Resuliadoes dos ensaios do planejamento {atorial completo para a
concentracéo de polifendis nos extratos de endosperma dos milhos comerciais.

Ensaio Fatores Concentracic de polifendis nos extratos (mM)
pH " ) SP}Z_ armM bt2 COmMUm QPM sul
sintétice | BR451 | BR49OC BR473 | BR202

1 9.0 300 0,15 0,04 0,18 0,04 0.06 0.12
2 9,0 100 0,34 0,08 0,26 0,10 0,08 0,19
3 4.0 300 0,06 0,02 0.07 0,02 0.03 0,09
4 4.0 100 0.11 0.02 .10 0.04 2,06 0,09
5 6,5 200 0,08 0,04 0,09 0,05 0,05 0,12
6 6.5 200 0,09 0.05 0,09 0.05 0,05 0,13
7 6.5 200 0,00 0,04 0,08 0,04 G.04 0,09
8 16,0 | 200 0,23 0,07 0,25 0,07 0,08 0.21
g 3.0 200 0,10 0,03 (3,08 0,05 5,05 0,13
10 5.5 340 0,68 0,02 0,067 (6,02 0.03 0.11
11 6.5 50 0,00 0,06 0,13 0,08 0,06 0,13

O menor valor de concentragdo de polifendis nos extratos foi de 0,02 mM
{em termos de D-catequinaj ou 0,05 mg/g de farinha do endosperma e ¢ maior
valor foi de 0,34 mM ou 0,92 mg/g. Este valor maximo € da mesma ordem de
grandeza do valor descrito por Sosulski ef al. {1982) para o conteudo de

polifendis no grao de milho, 0,31 mg/g de massa seca. Segundo estes autores,
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a maloria dos 4cidos fendlicos dos cereais estd ligada a residuocs insoluveis,
podendo ser solubilizados durante a extragio aquosa em condigbes alcalinas.
Os resultados aqul apresentados correboram esta informagio uma vez gue
maiores conceniracdbes de polifendis foram obtidas nos ensaios com pH
alcalino.

A Tabela 4.8 apresenta os coeficientes de regressao, desvio padrio. o
valor t € ¢ valer p para a concentracio de polifenédis nos exiratos dos milhos
comerciais. Todos os fermos se mostraram estatisticamente significatives na
extracdo de polifendis para as variedades de miltho sh2 sintético e bt2 BR400, a
90% de confianca. Inclusive o termo relativo & interacaoc entre o pH e a forga
ibnica também se mostrou significativo, ou seja. estatisticamente ha interacic
entre estas duas varidveis na extracao de polifendis destas variedades de mitho.
Para as sementes de milho QPM BR451 e para o milho comum somente os
termos lineares para o pH e a forca idnica e o termo relativo a interacgao entre o
pH e a forca ibnica se mostraram significativos a 90% de confianga. Ja para a
variedade QPM BR473, os termos linear e quadratico para o pH e o termo linear
para a for¢a ibnica se mostraram significativos a 95% de confianca, enquanto
que para a variedade sul BR202, somente o termo linear para o pH se mostrou
significativo na extragdo de polifendis.

Menores concentracoes de polifendis foram obtidas para baixos valores de
pH, porém elevadas concentracdes de sal fambém minimizam a exiragio de
polifenéis, mesmo na faixa de pH mais alcalino, mostrando a inferacdo entre as
variaveis estudadas. Segundo Price e Butler (1977), que estudaram a
determinacao de taninos em sementes de sorge {cereal da mesma familia do
milho), a solubilizacao de polifendis de elevada massa molecular € dificultada
pela presenca de sal.

A Tabkela 4.9 apresenta a anadlise de wvaridncia {(ANOVA] para a
concentracdo de polifendis exiraida dos milhos comerciais. O coeficiente de
cortelagao e o teste F a 90% de confianca se mostraram satisfatérios para a

proposicao dos modelos, com excecio da variedade sul BR202.
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Os modelos obtidos para a conceniracio de polifendis extraida das
farinhas de milho foram utilizados para a construcdo dos graficos de superficie

de resposta [Figura 4.3).

Tabela 4.9. Analise de variancia (ANOVA) para a concentracio de polifendis.

Variedade R Foa Foa/Fran
shZ2 sintético 0,830 4,89 1,42
OPM BR451 0,924 28,33 9,23
biZ BR40OO 3,975 46,41 8,19
Comum 0,824 10,95 3,57
QPM BR473 0,978 40,40 8,00
sul BR202 0,512 9,46 2,82

O comportamento observado na extracio de polifendis para as fodas as
variedades de milho estudadas se mostrou bastante similar, ainda gque em
valores absolutos o0s extratos das farinhas dos milhos do tipo doce {shZ
sintético, btZ BR400 e sul BR202) apresentaram concentracdes de polifendis
superiores as das outras variedades, em aproximadamente uma ordem de
grandeza para a maiocria das condicdes estudadas.

As vantagens da utilizacdo do planejamento fatorial na etapa de extracio
puderam ser observadas com a constatacfo da interacio entre o pH e a forca
ionica na extragaoc de polifendis. Para Azzoni (2002), que estudou o efeito destas
variaveis isoladamente através de experimentos univaridveis, néo foi possivel
chegar a tals conclusfes. O autor estudou o efeito da forca idnica em uma
solugao de pH em torno de 6 e nao obteve variacdes na extracdo de polifensis
de um milho transgénico. Porém, em termos gerais, os resultados aqui obtidos
tiveram boa concordancia para a faixa de valores estudada por esse autor.

A condigao dtima para minimizar a extracdo de polifendis é utilizar um
pH acido ou entdo utilizar elevada forca i6nica. Deve-se ressaltar que mesmo os
valores mais elevados de concentracido de peolifendis obtidos nos ensaios sao
considerados baixos para ocasionar a perda de proteinas por precipitacio que,

segundo Maa e Hsu (1998}, saodaordemde 1 2 5 mg/ml.
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Figura 4.3. Superficie de resposta para a concentracdo de polifendis nos
extratos como uma funcao do pH e da forca idnica para a variedade de milho
sh2 sintético {a), GPM BR451 {bl, bi2 BR400C (¢}, comum {d) e QPM BRA73 (e].
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Aparentemernte, a extragio de polifendis das sementes de milho nao
depende de outros componentes presentes especificamente nas diferentes
variedades de milho. pois o comportamento observado para todas as sementes
estudadas fol bastanie similar. Entretanto, chservou-se a diferenica em termos
de valores absolutos de concentracdo de polifenéis extraida das sementes em
torno de uma ordem de grandeza. Ainda assim, apesar da concentracido de
polifendis nos extratos das variedades de milho doce ter sido superior em todas
as condicles experimentais utilizadas, esses valores nio chegam a influenciar

na escolha de uma variedades.

4.4. Concentracao de proteinas

A quantidade de proteinas presente no endosperma do milho depende da
variedade e das condigbes agrondmicas, variando de 8 a 9% (Wilson, 1987).
Segundo Wall e Paulis {1978) a eficiéncia da extracdo de proteinas do milho
utilizando  solugdes aquosas & dependente do pH, da forca idnica, da
composicao da solucdo extratora e da temperatura. Neste estudo de extracao de
endosperma de diferentes variedades de milho. realizado com solucao aquosa e
variando o pH e a forca ibnica, esperava-se solubilizar apenas as albuminas e
globulinas, podendo também solubilizar as glutelinas em alguns dos ensaios
devido ao pH alcalino.

O planejamento experimental utilizado para avaliar a influéncia do pH ¢
da forga idnica sobre a concentracido de proteinas na etapa de extracao aquosa,
bem como os resultados de concentragao de proteina. estdo apresentados na
Tabela 4.10. Os valores descritos nesta tabela também correspondem 2

porceniagem de proteinas na massa da farinha de endosperma.
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Tabela 4.10. Resultados dos ensaios do planejamento fatorial completo para a
concentracdo de proteinas nos extratos de endosperma dos milhos comerciais.

Fatores Concentragido de proteinas nos extratos [mg/mi)
Ensais pH " ] s?“z2; orM bt2 comumn | GPM sul
sintético | BR451 | BR40OO BR473 | BRZOZ
i 9.0 360 3,20 0,62 2,80 0,54 0.82 6,54
2 9,0 100 2,66 0,68 3,03 0,50 .84 2,47
3 4.0 300 0.40 0,23 0,39 0,17 0,29 5,45
4 4.0 100 0,33 G,20 0,34 G.14 0,22 .21
5 5.5 200 .85 0.52 0,72 0,35 0,50 0,95
& 6.5 200 0.87 .49 0,69 0.38 0,61 1,11
7 6.5 200 0.84 0,48 0,76 0.35 0.57 1,03
g 10,0 200 3,282 0,84 3,28 0,48 0,73 2,45
2, 3.0 200 0,40 .29 0,38 0.11 0,29 0,51
18 6,5 340 0,81 0,52 0,69 $,39 0.56 0,98
11 6.5 59 0,75 0,41 0,62 0,32 0,53 0,85

Esses dados corroboram as informactes de Wall e Paulis { 1985}, de que
as albuminas e globulinas presentes no endosperma representam 3.5 e 2,5%,
respectivamente, das proteinas do endosperma do milho comum. Como a
maioria das proteinas do endosperma correspondem as zeinas, dos 8% da
massa do endosperma que sio proteinas, apenas 0,48% (6% do total de 8% da
massaj correspondem as albuminas e globulinas. Valores nesta ordem foram
obtidos para a maioria dos ensaijos realizados com os milhos @PM e comum. Ja
para as variedades de milho doce, valores superiores foram observados,
chegando a ser uma ordem de grandeza maiores para algumas das condicdes
estudadas.

A Tabela 4.11 apresenta os coeficientes de regressao, desvio padrao, o
valor t e o valor p para a concentracio de proteina total. Para as variedades sh2
sintético e sul BR202 todos os termos se mostraram estatisticamente
significativos a 95% de confianca na extracdo de proteinas. Inclusive o termo

relativo 4 interacdo entre o pH e a forca iénica também se mostrou significativo,
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ou sgja, eslatisticamente, ha interacdo entre estas duas variaveis. Para a
variedade btZ BR400 todos os termos, com excecdo do termo linear para a forca
ibnica, se mosiraram estatisticamente significativos a 90% de confianca. Para o
milho comum os termos lineares para o pH e a forca idnica e o termo
guadratico para o pH se mostraram estatisticamente significativos a 90% de
confianga. E finalmente, para os milhos QPM BR451 e QPM BR473 somente o
termo linear para o pH se mostrou estatisticamente significativo a 959% de
corifianca.

O efeito positive do pH € mais evidente para os milhos do tipo doce.
Portanto, quando se deseja minimizar a exiracdo de proteinas nativas foue no
caso, estariam atuando como confaminantes no processol). o ideal seria evitar o
use de pH alcalino na etapa de extracac. Balasubramaniam et gl {2003
mostrou que o pH do tampéo utilizado na exiracido de proteinas do tabaco
influenciou significativamente na concentracao de proteinas no extrato, sendo
que variando o pH de 3,0 a 9,0, o total de proteinas variou de 1,0 para 1,6 % da
biomassa. Em um outro estudo de extracao de proteinas, Azzoni et al. {2002)
mostrou que a concentracdo de proteinas extraida de milho transgénico
aumentou de 0.25% para 2.0% quando se variou o pH de 3,0 para 10.0.

Para aquelas variedades em que a interacio entre o pH e a forca idnica se
mostrou significativa {variedades do tipo doce), a influéncia da forca iénica foi
mais pronunciada quando se utilizou pH mais alto, sendo que o efeito da forca
ionica se mostrou mais evidente para o milho sul BR202. Azzoni (2002)
tambeém constatou a influéncia da forga iénica na extragioc de proteinas tolais
de sementes de milho transgénico, sendo que, quando a concentracio de NaCl
foi aumentada de zero para 300 mM, houve um aumento de 50% na extracao
das proteinas totais.

O efeito positive da forca idnica na extracio de proteinas do milho se deve
ao fato de que, quando se utiliza sohicdes salinas, além das albuminas, as

globulinas também sdo solubilizadas. Segundo Wall e Paulis (1978) as
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globulinas estdo associadas por interacdes idnicas gue sao enfraguecidas na
presenca de sais, permitindo sua extracio.

A Tabela 4.12 apresenta a anslise de variancia (ANOVA} para a
concentracac de proteina total dos milhos comerciais. O coeficiente de
correlacac e o teste F a no minimo 90% de confianca se mostraram satisfatorios
para a proposicao dos modelos. SBomente para a variedade sul BR202. nao foi
possivel a obiencio de um modelo para descrever a extracac de proteinas como
funcéo do pH e da forca idnica a partir da analise de variancia. Os modelos
obtidos para as outras cinco variedades (com a exclusio dos efeitos) para a
concentragéo de proteina nos extratos foram utilizados para a construcao das

curvas da Figura 4.4,

Tabela 4.12. Analise de varincia (ANOVA) para a conceniracido de proteinas.

Variedade R Fea Feal/Fran
shZ sintético 0,699 32,19 6.37
WPM BR451 0,873 61.89 13,88
bt2 BR400 (0,965 41,62 13,09
Comum 0,969 74,99 24,43
QPM BR473 0,858 54 27 10,66
sul BR202 0,479 0,92 0,18

A analise da extracdo de proteinas do endosperma das sementes de milho
nos leva a concluir que a melthor condicdo para minimizar a extracac das
proteinas nativas do mitho, que poderiam comprometer o andamento de todo o
processo de recuperacio e purificacio da proteina recombinante, é manter o pH
€ a forca idnica em seus niveis inferiores durante a exiracdo.

Em geral, a concentracdo de proteinas nos extratos obtidos utilizando as
variedades de milho do tipo doce {sh2 sintético, bt2 BR400 e sul BR202) foi
malior que nas demais. Isto significa que a quantidade de proteinas soltveis por
unidade de massa nestas variedades é maior.

Se este comportamento se mantivesse também para a proteina
heterdloga, seria vantajoso em termos de RPB utilizar uma variedade do tipo
doce, uma vez que poderia se trabalhar com uma menor biomassa para o
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mesmo rendimento. Entretanto, o contetdo de proteina em uma variedade nao
pode ser determinante na escolha de um sisiema de expressio. Stoger et al.
{2002} testou diferentes espécies de plantas para a produgio de anticorpos ¢
constatou que, apesar da ervilhas serem mais protéicas do que o arroz, a

quantidade de anticorpo por unidade de massa em ervithas foi menor,
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Figura 4.4. Concentracio de proteinas totais nos exiratos como uma funcao do

pH para as variedades de milho comerciais,

Uma analise para indicar uma variedade de milho mais adequada a
producéo de proteinas heterdlogas em termos de proteinas nativas ¢ bastante
complexa pois envolve diferentes pontos de vista. Uma variedade gue produz
um extrato com baixa complexidade protéica seria mais vantajoso em termos de
RPB. Por outro lado, uma variedade que produz um extrato com elevada
concentracao de proteinas nativas pode ter uma maior potenclalidade a
produzir maiores concentracdes da proteina heterdloga por unidade de massa.

Além da analise quantitativa das proteinas nativas do milho extraidas nos

ensalos do planefamento experimental, também fol realizada uma analise
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qualitativa, através de eletroforese SDS-PAGE, das amostras de cada ensaio da
exiracdo aguosa do endosperma dos milhos comerciais (Figuras 4.5 a 4.7}, As
amostras estavam {odas congeladas e foram utilizadas sem diluicao. A
concentracao do gel foil de 15% e a revelacao foi feita com nitrato de prata.

Observou-se pouca diferenca entre o perfil das bandas dos géis obtidos
para as diferentes variedades de milho, corroborando o exemplo descrito por
Wilson {1987], no gqual o autor compara as bandas obtidas na exiragac de
albuminas de um miltho comum e de um milho opaco-2 e conclui que a analise
de SDS-PAGE nao é adequada na identificacdo de variedades. Devido a alta
heterogeneidade das proteinas nativas que podem ser enconiradas nos extratos
obtidos do milho, uma purificacdo completa baseada somente no tamanho ou
carga da proteina € bastante dificil (Menkhaus ef al., 2004a).

Segundo Wilson {1887}, as albuminas do endospermma do miiho
apresentamn varias bandas em géis de SDS-PAGE e as globulinas apresentam
mernos bandas. A existéncia de varias bandas de albuminas se deve, entre
putras proteinas, as diferentes enzimas envolvidas no desenvolvimento da
semente.

Wall e Paulis (1978} investigaram a massa molecular das albuminas e
giobulinas por SDS-PAGE e encontraram componentes de massas meleculafes
variando de 12,0 a 62,0 kDa.

Pode-se observar nos géis das seis variedades uma banda correspondente
a ‘massa molecular de aproximadamente 14 kDa, em todas as condicdes
experimentais utilizadas. Hojima et al. (1980) reporta a existéncia de inibidores
da tripsina do milho (ITM) com massa molecular de 14,0 kDa (determinada por
SDS-PAGE). Como estas proteinas sdo soluveis nas condicdes utilizadas nos
ensaios de extracdo, supde-se que as bandas que aparecem nesta massa sejam
correspondentes ao ITM. Uma outra banda correspondente & massa molecular
de aproximadamente 28 kDa também pode ser observada na maioria dos géis,
ficando mais evidente no gel da variedade sul BR202 (Figura 4.11). Ainda neste

gel, uma outra banda de massa molecular em torno de 12 kDa se destacou.
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Figura 4.5. Eletroforese SDS-PAGE em gel 15% dos extratos do endosperma das
variedades sh2 sintético e QPMBR451 nas condicbes do planejamento experimental
MM: marcador de massa molecular. Gel a. Pista 1: extracdo em pH 9,0 e 300 mM de
NaCl. Pista 2: extracdo em pH 9.0 e 100 mM de NaCl. Pista 3: extracio em pH 40 ¢
300 mM de NaCl. Pista 4: extracfo em pH 4.0 e 100 mM de NaCl. Pistas 5, 6 e 7:
extracdo em pH 6,5 ¢ 200 mM de NaCl. Gel b. Pista B, 6 e 7: extracdo em pH 6,5 e
200 mM de NaCl. Pista 8: extracdo em pH 10,0 e 200 mM de NaCl. Pista 9: extraciao
em pH 3,0 e 200 mM de NaCl Pisia 10: extracio em pH 6.5 e 340 mM de NaCl. Pista
11: extracdc em pH 6,5 ¢ 60 mM de NaCl
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Figura 4.6. Eletroforese SDS-PAGE em gel 15% dos extratos de endosperma das
variedades btZ BR400 e comum nas condigdes do planejamento experimental MM:
marcador de massa molecular. Gel a. Pista 1: extracdo em pH 9,0 ¢ 300 mM de NaCl
Pista 2: extracao em pH 9,0 e 100 mM de NaCl. Pista 3: extracio em pH 4.0 e 300
mM de NaCl. Pista 4: extracdo em pH 4.0 e 100 mM de NaCl. Pistas 5, 6 e 7: extracdo
em pH 6,5 e 200 mM de NaCl. Gel b. Pista 5, 6 e 7: extracdo em pH 6,5 € 200 mM de
NaCl. Pista 8: extracdo em pH 10 e 200 mM de NaCl. Pista 9; extracdo em pH 3,0 e
200 mM de NaCl. Pista 10: extracio em pH 6,5 e 340 mM de NaCl. Pista 11: extracdo
e pH 6,5 ¢ 80 mM de NaCl.
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Figura 4.7. Eletroforese SDS-PAGE em gel 15% dos extratos de endosperma das
variedades @PM BR473 e sul BR202 nas condigdes do planejamento experimental
MM: marcador de massa molecular. Gel a. Pista 1; extracio em pH 9.0 e 300 mM de
NaCl. Pista 2: extra¢io em pH 9,0 e 100 mM de NaCl. Pista 3: extracdo em pH 4.0 ¢
300 mM de NaCl. Pista 4: extracio em pH 4.0 ¢ 100 mM de NaCl. Pistas 5, 6 e 7:
extracao em pH 6.5 e 200 mM de NaCl. Gel b. Pista 5, 6 e 7: extracio em pH 6,5 ¢
200 mM de NaCl. Pista 8: extracao em pH 10 e 200 mM de NaCl. Pista 9: extracfo em
pH 3.0 e 200 mM de NaCl. Pista 10: extracio em pH 6,5 € 340 mM de NaCl Pista 11:
extracao em pH 8.5 e 60 mM de NaCl
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Uma caracteristica comum a todas as variedades foi a baixa
complexidade protéica obtida quando se utilizou um pH Acido {pistas 3, 4 e 9].
Ja a complexidade protéica obtida nos ensaios realizados em pH alcalino {pistas
1. 2 e 5) nao diferiu muito da complexidade obtida em pH 6,5 pistas 5, 6, 7, 10
e 11). Esta observacdo, aliada ao fato de gue valores baixos de pH levarem a
baixas concentracdes protéicas nos extratos, completam o guadro geral da
exfracdo de proteinas nativas do endosperma de mitho, ou seja, valores baixos
de pH geram wuma baixa concentracio e baixa complexidade protéica,

independente da variedade de milho analisada.

4.5. Taxa de filtracio

A filiracdo € uma operacio unildria extremamente importanie em
processos quimicos e bioquimicos. A eficiéncia da remocio das particulas
solidas do meio pode influenciar toda a seqgiiéncia do processo, ocasionando
entupimentos de colunas e danos a equipamentos. Diferentes tipos de filtros
sdo requeridos dependende da suspensdc a ser filtrada, influenciando
diretamente nos custos e eficiéncia do processo.

O planejamento experimental utilizado para avaliar a influéncia do pH e
da forca i0nica sobre a taxa de filtracho dos extratos aquosos, bem como os
resultados de taxa de filtracao, estdo apresentados na Tabela 4.13,

A Tabela 4.14 apresenta os coeficientes de regressdo, desvio padrio, o
valor t e o valor p para a taxa de filiracdo. Para a variedade sh2 sintético
somente o termo linear para o pH se mostrou estatisticamente significativo a
95% de confianca. Para o milho QPM BR451 os termos linear e quadrético para
o pH se mostraram estatisticamente significativos a 85% de confianca. Também
o termo relativo & interacdo entre o pH e a forga idnica se mostrou significativo,
ou seja, estalisticamente, ha interacio entre estas duas varidveis sobre a taxa
de filtracdo dos extratos obtidos utilizando ¢ milho QPM BR451. Para as
variedades biZ BR400 e comum os termos linear e quadratico para o pH e

linear para a forga jidnica e o termo relative & interacdo se mostraram
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estatisticamente significativos a 90% de confianca.

Tabela 4.13. Resultados dos ensaios do planejamento fatorial completo para a
taxa de filiracdo dos extratos de endosperma dos milhos comerciais.

Fnsaio Fatores Taxza de fillraclo dos extratos (ml/min.cm?)
pH “ ] 5332; QP biz COMEUm CPM sul

: sini¢tico | BR451 | BR400O BRE473 | BR2O2
1 9.0 300 3,01 0.06 0,02 0.05 0.01 0.0004
Z 9,0 100 0.01 0,12 0,01 0,04 0,02 0.0010
3 4,0 360 0,13 (3,30 0,07 0,14 G, 19 0.0013
4 4.0 100 0,14 0,25 0,11 0.20 0,34 0,0004
5 6.0 200 0,07 0,14 0,05 0,14 0,13 05,0016
8 6.5 200 0.04 0,13 0.06 0.13 0.09 0,0004
7 8.5 200 0,08 0,13 G.,08 G.13 0.09 0,0008
8 10,0 200 0,01 0,06 0,01 C.04 0,02 0.0008
S 3,0 200 0.13 0,25 0.06 0,14 0.18 0,0004
10 6.5 340 0,04 0,11 0,03 0,13 0,08 0,0004
11 6,5 60 0,12 0,13 0.07 0,13 0,12 0,0006

Para a variedade GPM BR473 os termos lineares para o pH e para a forca

inica e o termo relative &

interacdo se mosiraram estatisticamente

significativos a 90% de confianca. Para a variedade sul BR202 nenhuma das

variaveis se mostrou significativa para a taxa de filtrac&o.

A influéncia da variavel pH ¢ bem mais significativa do que a forga idnica,

sendo que o efeilo negativo do pH indica que maiores taxas de filtracio sao
obtidas com a diminuicao do pH utilizado na extracio. Para aquelas variedades
em que a imteracao entre o pH ¢ a forga idnica se mostrou significativa
(variedades QPM B451, bi2 BR400, QPM BR473 e comum) a influéncia da forca
itnica foi mais pronunciada quando se utilizou pH Acido, cbservando-se
malores taxas de filtracdes nos ensaios em que o pH e a forca iénica foram

usados em seus niveis inferiores.
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A Tabela 4.15 apresenta a anslise de variancia {ANOVA]} para a taxa de
filtracdo para os extratos dos milhos comerciais. O coeficiente de correlacdo e o
{este F a no minimo 90% de conflanca se mostraram satisfatorios, com eXCeCin
da variedade sul BR202. Os parimetros estatisticamente nao significativos
foram eliminados dos modelos utilizados para a construcac dos graficos de

superficie de resposta {(Figura 4.8).

Tabela 4.15. Andlise de variancia [ANOVA) para a taxa de filtracao.

Variedade R Fea Feat/Frap
shZ sintético 0,807 37,59 7,324
GPM BR451 3,908 23,03 5,29
ht2 BR40OD 0,876 10,55 3,32
Comum 0,926 18,68 5,87
OPM BR473 0,828 11,21 3,65
sul BR202 0,352 0,54 0,16

Conclui-se que a taxa de filtracio € fortemente influenciada pelo pH e em
menor preporcao pela forca idnica, e se mostra inversamente relacionada a
extracao de proteinas e polifendis. Além disso, o fato dos valores da taxa de
filtracao serem menores para as variedades de milho doce vem a corroborar as
outras andlises mnas quais estas variedades apreseniaram Tmaiores

concentracoes de proteina, carboidratos e polifendis para a maioria dos ensaios.
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Figura 4.8. Superficie de resposta para a taxa de filtracdo dos extratos como

uma func¢éo do pH e da forga idnica para as variedades de milho sh2 sintético
{al. @PM BR451 (b}, bt2 BR40O0 (¢}, comum {d} ¢ QPM BR473 (e).
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4.6. Contetdo de Sleo da farinha do endosperma

A preocupacdo com lipideos é constante entre agueles que trabalham com
recuperagac e purificacdo de proteinas, sendo que a desengorduracace da
maleria-prima € wma pratica comum antes da etapa de extracdo, pois as
membranas ¢ resinas cromatograficas sio geralmente bastante afetadas pela
presenca de oleo. A maioria das sementes de milho contém guantidade
relativamente pequena de lipidecs, aproximadamente 4% de sua massa, ¢
normalmente a maior parte deste 6lec se concentra no embrido da semente
(Weber, 1987). Neste trabatho foi utilizada uma farinha do milho degerminado,
o que leva a acreditar que a presenca do dleo seja menos problematica. Para a
verificagdo desta hipétese, o contetido de élec da farinha do endosperma das
seis variedades de milho foi quantificado por extracac com hexano, em aparelho
do tipo Soxhiet (Determinador de lipideos Q-308G22, Quimis, Brasil), e esta
listado na Tabela 4.18.

Tabela 4.16. Contetido de dleo das farinhas de endosperma dos mithos
comerciais.

Variedade de milthe Teor de dleo (9b)
sh2 sintético 7.2
QPM BR451 1.4
b2 BR40O 8,0
Comum 1.6
QPM BR473 2,6
sul BR202 4,7

As variedades de milho do tipo doce {sh2 sintético, bt2 BR400 e su]
BR202Z) apresentaram um contetido de dleo bastante superior ao das outras
variedades. Este fato, provavelmente, se deve & menor quantidade de amido no
endosperma destas sementes.

A co-extracao do ¢leo de mitho durante o processo de extracio aquosa de
aprotinina recombinante de milho transgénico foi estudada por Azzoni (2002).
O autor, que estudou o efeito da forca iénica e do pH iscladamente durante a
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extracao e quantificou o contetdo de lipideos remananescente na farinha,
concluiu que a forga idnica ndo influenciou o processo, sendo que
aproximadamente 119% do 6leo total da farinha fol extraido pelas solucdes
aguosas contendo ou néo cloreto de sodic (300 mM). Quanto & influéncia do
pH, o autor observou que quanto maior o pH da solucdo maior foi a quantidade
de dleo extraida, chegando a 80% quando se utilizou pH 10 nas extracdes.
Segundo Rosenthal et al (1998), que estudaram o processo da extracao
aquosa de Olec de sementes de soja, deve existir alguma relacac entre o
mecanismo da extragho de dleo e o de proteinas das sementes de alguns
cereals, uma vez gue as condigdes experimentais que favorecem a exiracéo de
éleo coincidem com as condigdes que maximizam a extracdc de proteinas.
Portanto, o maximo rendimento na extracdo de oleo foi obiido quando se
utilizou um pH longe do ponto iscelétrico {pl} da maioria das proteinas nativas
dos cereais, uma vez que, devido & carga liguida nula, as proteinas possuem

solubilidade minima em valores de pH préximos ao pl.

4.7. Conclusao dos ensaios de avaliacio dos milhos comerciais

Esta etapa do trabalho objetivou a avaliacido de seis variedades de milho
comerciais, candidatas a bilorreatores na producao de proteinas recombinantes,
dentro de algumas caracteristicas relacionadas ac processe de RPB. Neste
contexto, foi estudada a possivel existéncia de diferencas entre os extratos
aquosos das variedades de milho, através de um planejamento esfatistico
experimental para avaliar a influéncia de duas variaveis independentes, o pH e
a forga idnica, na qualidade dos extratos. Vale ressaltar que ¢ de interesse que
o contetido de impurezas nos extratos, em termos de concentracac de
carboidratos, polifendis e proteinas nativas, seja minimizado.

As condigbes avaliadas influenciaram de tal forma a composicdo dos
extratos de milho que cada uma das varidveis respostas analisadas apresentou

uma importancia independente, formecendo informactes basicas sobre a
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solubilidade destes componentes do endosperma do milho. Tais informacées
podem, assim, contribuir para estudos de extracio de diferentes proteinas
heterélogas produzidas em milho.

Quanto 4 importincia do uso do planejamento experimental nesta etapa
do trabalho, destacou-se a possibilidade da analise dos efeitos do pH e da forca
iémica na solubilidade dos componentes natives do milho realizando um
numero  minmimo de experimentos e trando conclusdes importantes,
principalmente em relagéo a interacic enire essas duas variaveis, o que nao ¢
possivel quando se realizam experimentos univariaveis. As principais

conclusées para cada variavel resposta estudada foram:

1. Concentracdo de aciicares redulores {AR): Para todas as variedades de milho
estudadas a concentragio de AR se mostrou mais dependente do pH do gue da
forca i6nica. Os valores absolutos de concentracio de AR extraido 1nos ensaios
possuem a mesima ordem de grandeza (exceto para a variedade sul BR202),
com pontos de minima extragdo convergindo para valores extremos de DH, para

todas as variedades estudadas.

2. Concentracdo de agticares redutores totais (ART): Os efeitos das varidveis pH e
forca idnica sobre a extracio de ART das farinhas de milho doce foram inversos
aos efeitos observados para as outras variedades, ou seja, a extracio de ART do
milho podera depender do tipo de semente utilizada. Para todas as variedades
de milho analisadas a concentracdoe de ART se mostrou mais dependente do pH

do que da forca ibnica.

3. Concentrac@o de polifendis: A condi¢io 6tima para minimizar a extracio de
polifendis € utilizar elevada for¢a idnica ou entdo utilizar um pH zcido. Foi
observada uma diferenca em termos de valores absolutos de concentracao de
polifendis extraida das sementes do tipo doce, em torno de uma ordem de

grandeza.
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4. Concentracdo de proteinas: A conceniracio de proteina total extraida se
mostrou mais dependente do pH em relacdo a forca idnica. Menores
concentracoes de proteina foram obtidas para baixos valores de pH. Qs valores
de concentracio de proteina total foram superiores para as variedades de milho
doce e a interagdo entre o pH e a forca idnica se mostrou significativa para

esias variedades.

5. Taxa de filtragdo: A influéncia da variavel pH foi maior em relacdo & forca
ionica para as seis variedades, sendo que maiores taxas de filiracdo sio obtidas

com a diminuicdo do pH utilizado na exiracao.

6. Comparagdo geral enifre as sementes de milho comerciais: As sementes de
milhe do tpo doce apresentaram, em geral, um desempenho inferior &s outras
variedades em relagdo ac uso como matéria-prima em wm processo de RPB de
proteinas heterdlogas uma vez que, as concentractes de carboidratos, proteinas
e polifendis extraidas das variedades de milho doce foram superiores para a
maioria dos ensalos realizados. Como consegléncia, as taxas de filiracido
obtidas foram {ambém inferiores. Outro fator negativo das variedades de mitho
doce fol a elevada concentracdo de dlec destas farinhas. Assim, pode-se dizer
gue, no tocante & RPB, as variedades de milho doce nio saoc de alta prioridade
frente a outras para serem utilizadas como biorreator na producéo de proteinas
recombinantes. No entanto, nio foi observada nenhuma diferenca expressiva
na qualidade dos extratos obtidos utilizando as variedades QPM BR451, QPM
BR473 e o milho comum, indicande que a escolha entre essas variedades nao
ira afetar significativamente o processamento da proteina recombinante.

Outra observacao relevante quanto as condicdes das solucdes da extracio
€ o fato de que o pH da soluc@o se destacou como sendo a varidavel que mais
afetou a extracao dos componentes nativos do endosperma dos milhos
analisados. Portanto, no processamento de proteinas recombinantes que nao
necessitem da presenca de sal para a sua solubilizagio, deve-se optar pela sua

excluséo total ou parcial da solucéo extratora.
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Avaliacéo do efeite do pH e da forca iénica na extracao da pré-
insulina recombinante de sementes de milho transgénico

A extragado de uma proieina de interesse de um meio sélido envolve um
compromisso entre a recuperacio e a complexidade do extrato, de modo que a
otimizacéo das condicdes de extracio deve favorecer a recuperacao da proteina
de interesse e a0 mesmo tempo minimizar as impurezas de dificil remocao.

Com o objetivo de avaliar os efeitos do pH e da forca iénica na eficiéncia
de extracdo da pré-insulina do milho transgénico, novamente aqui utilizou-se
um planejamento fatorial completo 22 do tipo estrela. Como variaveis respostas
da etapa de extracdo analisou-se, além da concentracio de pro-insulina
bumana, a concentragaoc de proteinas totais, acticares redutores (AR}, acticares
redutores totais {ART), polifensis e a taxa de filtracdo. O planeiamenio
experimental utilizado bem como os resultados obtidos para o milho
transgenico estao apresentados na Tabela 5.1. Os coeficientes de regressao,
desvio padrao, o valor t e o valor p para as variaveis resposta analisadas estao
apresentados na Tabela 5.2 e na Tabela 5.3 estd apresentada a analise de

variancia (ANOVA].
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Tabela 5.1. Resultados dos ensaios do planejamento fatorial completo da
exiragac aquosa da farinha do endosperma do milhe transgénico.

Fatores Concentracdes
Ensaio pH i AR ART Polifendis | Proteina Fro- Taxa de
fmg/ml) | (mg/mi) {mbi} total insulina filiracao
{mg/ml} | {ag/ml] | {ml/minm?)

1 8.0 300 8,80 2.81 0,03 4,02 40,71 3,006
2 8,0 160 0,74 2,27 0,14 1,68 72.74 0,008
3 4,0 360 1,17 2,77 0,08 0.85 0,45 0,302
4 4.0 100 1,02 2,57 0,06 3,23 0,49 0,420
5 6,5 200 1,36 3.03 0,07 1,33 2,28 0,139
5 6.5 260 1,17 2,87 0,668 1,29 2,30 3,128
7 8,5 200 1,26 2,69 .08 0,96 2,07 0,134
8 10,0 200 0,49 2,21 0,11 2.01 97,33 0,020
S 3,0 200 0,47 2,28 0.03 6,28 0,25 0,240
i0 5.5 340 0,94 2,52 0.06 1,13 2.47 0,130
11 8.5 60 0,85 2,53 0,09 (,98 1,35 0.100

5.1. Concentracio de pré-insulina recombinante

Na avaliagio do efeito do pH e da for¢a iénica na extracio da pro-insulina
recombinante expressa no endosperma do milho transgénico, todos os termos,
incluinde o© termo relativo & interagdo, se mostraram estatisticamente
significativos a 95% de confianca (Tabela 5.2). O pH exerceu um efeito positivo
malis significativo estatisticamente, enguanto a forca idnica exerceu um efeito
negativo sobre a extra¢do de pré-insulina (Figura 5.1).

O coeficiente de correlacdo (0,979) e o teste F (9,68 vezes o valor de F
tabelado] a 95% de confianca se mostraram satisfatérios para a proposicac de
um modelo preditivo. O modelo obtido para a concentracao de pré-insulina nos
extratos do milho transgénico foi utilizado para a construcdo de grafico de

superficie de resposta (Figura 5.2},
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Tabela 5.3. Analise de variancia (ANOVA] para o milho transgémnico.

Variavel Resposta

R Fear Fear/Frap
Concentracio de pré-insulina 0,979 48,86 9.68
Concentracio de proteinas 0,773 7,96 2.59
Concentracao de AR 0,667 18,05 3,52
Concentracio de ART 0,602 1.B2 0,44
Concentracio de polifendis 0,871 15,73 3,62
Taxa de filtracio 0,818 68,75 2,12
75
80
E 45
2 30-
g 15
5o
~-15 4
30 pH pi.u

Figura 5.1. Efeito do pH e da forga idnica sobre a extracdo de pré-insulina

humana recombinante do milho transgénico.
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Figura 5.2. Superficie de resposia para a concentracadoc de pro-insulina
recombinante como uma funcao do pH e da forca idnica.
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No entanto, mesmo nas condigbes otimas da superficie de resposta.
utilizando o pH em seu nivel superior e a forca iénica em seu nivel inferior. a
conceniracdo de pro-insulina nos extratos foi relativamente baixa — valor
maximo obtido de 97,33 ng/ml — em relacic aos resultados estimados
visualmente por De Lucca (2003), através de ensaios de Western Blof Esses
resultados foram um tanto inesperados, pois segundo Tunes [comunicacio
pessoall, a pré-insulina humans recombinante {produzida em bactérias) na
forma nativa é soliivel em soltugdes de pH baixo {em torno de 3.0) e pH acima de
7.0, ¢ precipitam em solucGes préximas do pH 5.0 € também na presenca de
alta forc¢a idnica (acima de 300 mM de NaCli. Portanto, acredita-se que a pro-
insulina recombinante produzida no miltho deva estar associada a outros
componenies nativos do milho de forma a inviabilizar a sua solubilizacido
completa nas condi¢bes de extracdo aguosa testadas.

Rees e Singer (1956} analisaram a sclubilidade de varias proteinas,
incluindo a insulina e as zeinas, em diferentes solventes e encontraram
algumas particularidades para essas duas proteinas, sugerindo que existam
similaridades em suas estruturas. E como as zeinas possuem uma
caracieristica fortemente hidrofébica (Manley e Evans, 1943}, acredita-se que a
pré-insulina possa estar associada &s zeinas, justificando a baixa solubilidade
da pré-insulina nas solugdes aquosas analisadas. Essa hipétese € ainda
reforcada pelos resultados obtidos por De Lucca (2003), indicando que a pro-
imsulina esta presente dentro dos corpisculos protéicos, juntamente com as
zeinas.

Bailey et al. {2003) obtiveram problemas semelhantes na solubilizacfo da
enzima recombinante lacase produzida em milho fransgénico, que feve a sua
expressao direcionada para a parede celular do embridoe através do uso de um
promotor especifico. A extracao aguosa em diferentes condicdes nio foi eficiente
na solubilizacdo desta enzima, sendo que nas melhores condicdes avaliadas,
cerca de 80 a 90% da enzima permanceu aderida aos debris celulares,

indicando que a lacase estava imobilizada & matriz da parede celular.
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Portanto, no desenvolvimento de um processo de RPB deve-se avaliar a
possivel associacao da proteina heterdloga com componentes nativos da planta.
Como a produgéo da planta transgénica reqguer um tempo considerdvel e nem
sempre se dispde prontamente de guantidades suficientes para realizacio de
experirnentos visando aumento de escala ou mesmo para ensaios de bancada,
faz-se uso, freqientemente, de plantas convencionais em estudos de RPB.
Alguns autores {Zaman ef al., 1999; Zhang and Glatz, 1999; Azzoni, 2002;
Menkhaus et al., 2002; Balasubrananiam et al, 2003} utilizaram variedades de
plantas comerciais para realizar partes de estudos de RPB, fazendo adicdo da
proteina heterdloga de interesse artificialmente {método conhecido como
spiking]. Nesta etapa do estudo, demonstrou-se gque a utilizacido de uma
solucdo extratora na qgual a proteina heterdloga é solavel ndo é suficiente para
garantir sua solubilizacdc e que, portanto, estudos utilizando o método de
spiking devem ser planejados com critério.

Como a concentracaoc de pro-insulina nos extratos foi baixa, optou-se por
realizar um estudo de outros solventes mais adequados para a extracao desta
proteina (apresentados no Capitulo 6). Realizou-se também o ensaio de Western
Blot para uma andlise qualitativa da proé-insulina, porém nao foi obtida
nenhuma banda visivel devido 4 baixa concentracao da proteina {dado nao

apresentado).

5.2. Concentracio proteinas totais

Os termos lineares para o pH e para a forga ionica e o termo relativo a
interagao se mostraram estatisticamente significativos a 90% de confianca na
extracdc de proteinas das sementes do milho transgénico. Tanto o pH guanto a
forca idmica exercem efeitos positivos sobre a extragdo de proteinas (Figura 5.3).

O coeficiente de correlacao {0,773) e o teste F {2,58) a 90% de confianca
se mostraram satisfatérios para a proposicac de um modelo. O modelo obtido
[com a exclusao de efeitos ndo significativos) para a concentracéo de proteina

extraida fol utilizado para a consiruca@o do grafico de superficie de resposta
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(Figura 5.4}.
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=
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Figura 5.3. Histograma do efeito do pH e da forca iénica sobre a extracio de
proteinas do milho transgénico.
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Figura 5.4. Superficie de resposta para a concentracio de proteinas como uma
funcéac do pH e da forga idnica para o milho transgénico.

Pode-se observar que as condicdes que propiciam uma extracio maxima
de proteinas nativas € aguela na qual o pH e a forca iénica estio em seus niveis
superiores. No entanto, o objetive deste estudo € encontrar uma condicdo na
qual a exiracdo da proteina heterdloga seja maximizada, enquanto a extracéo
de proteinas nativas seja minimizada. Em relacdc ac pH, ambas proteinas sao
extraidas em maior quantidade em pH alcalino, mas em relacdo a forca idnica,
quando se usa uma sclucio contendo uma forca idnica em seu nivel inferior (80

mM)], € possivel reduzir a extracic de proteinas nativas e ainda assim,

maximizar a extracao da pro-insulina.
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A analise gualitativa das proteinas extraidas do endosperma do milho
transgénico nos ensaios do planejamento experimental fol feita através de
eletroforese SDS-PAGE (Figura 5.5). As amosiras estavam todas congeladas e
foram utilizadas sern diluicdo. A conceniragdo do gel foi de 15% e a revelacio

foi feita com nitrato de prata.

Figura 5.5. Eletroforeses SDS-PAGE dos ensaios de extracdo do planejamento
experimental com as sementes de milho transgénico. MM: marcador de massa
molecular. Gel a. Pista 1: extracéo em pH 9,0 e 300 mM de NaCl. Pista 2: extragao
em pH 9.0 ¢ 100 mM de NaCl. Pista 3: extracio em pH 4,0 e 300 mM de NaCl. Pista
4: extracdo em pH 4,0 ¢ 100 mM de NaCl. Pistas 5, 6 e 7: exiracao em pH 6,5 e 200
mM de NaCl Gel b. Pista 5, 6 e 7: extragdo em pH 6,5 e 200 mM de NaCl. Pista 8:
extracao em pH 10 e 200 mM de NaCl. Pista 9: extracdo em pH 3,0 e 200 mM de
NaCl. Pista 10: extracdo em pH 6,5 e 340 mM de NaCl. Pista 11: extracdo em pH 6.5
¢ 60 mM de NaCl

Como a concentragdo de pré-insulina recombinante nos extratos foi
baixa, provavelmente néoc ha nos géis uma banda relativa a pré-insulina,
apesar de ter uma banda de proteina de massa molecular préoxima a da pro-
insulina (9,4 kDa}. Entretanto, essa mesma banda também foi observada em
gels de SDS-PAGE de outros milhos nao transgénicos apresentados no Capitulo

4.
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5.3. Concentracao de acicares redutores (AR]

Somente o termo quadratico para o pH se mostrou estatisticamente
significativo a 95% de confianca na extragio de AR {Tabela 5.2} O termo
relativo 3 interacfo entre o pH e a forca i6nica ndo se mostrou significativo, ou
seja, estatisticamente nfo ha interacdo enire estas duas variaveis na exiracao
de AR para a faixa estudada. A Figura 5.6 mostra os efeitos das variaveis

estudadas sobre a concentracdo de AR para as sementes do milho transgénico.

0,10 -

0.05 -

0.00 -

-0,05 - pH

Efeitos (mg/mb)

-0,10 -

-0,15 -

-0.20

Figura 5.8. Histograma do efeito do pH e da for¢a ionica sobre a extragao de AR
do milho transgénico.

O coeficiente de correlacdo {0.667) e o teste F (3,52} a 95% de confianca
se mostraram satisfatérios para a proposicao de um modelo. O modelo obtido
fcom a exclusio de efeitos ndoc significatives} para a concentracao de AR
extraido do milho transgénico foi utilizado para a construcdo da curva da
Figura 5.7.

Como a forca iénica nio influenciou significativamente a extragao de AR,
uma condicido ideal para maximizar a extraciio da pré-insulina e minimizar a
extracdo de AR seria utilizar o pH em seus niveis superiores e a for¢a idnica em

seus niveis inferiores.
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Figura 5.7. Concentracio de AR como uma funcidc do pH para o milho
fransgénico.

85.4. Concentracédo de aclcares redutfores totais (ART]

Nenhum dos termos analisados se mostrou estatisticamente significativo,
a 90% de confianca, na extragio de ART. O pH exerce um efeito negativo sobre
a extracao de ART, enquanto a forga idnica exerce umn efeito positive (Figura
3.8}. O coeficiente de correlacaoc (0,602) e o teste F {0,30 vez o valor do F
tabelado)} a 90% de confianca nfo se mostraram satisfatorios para a proposicao

de um modelo.

0,26 -

0,15

0,15
0,05 -
0,00
-0,05
-0,10 -

Efeitos {mg/mi}

0,15

Figura 5.8. Histograma do efeito do pH e da forca idnica scbre a extragio de
ART do milho transgénico.
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Assim como na exiracio de AR, a condichdo ideal para maximizar a
extracdo da pro-insulina e minimizar a extracdo de AR seria utilizar o pH em
seus niveis superiores e a forca idnica em seus niveis inferiores, uma vez gue

nenhuma destas varidveis se mostrou significativa na extracao de ART.

5.5. Concentracio de polifendis

Os termos lineares para o pH e para a forca idnica € o termo relativo &
interaciao se mostraram estatisticamente significatives, a 90% de confianca, na
extracao de polifendis. A Figura 5.9 mostra os efeitos das variaveis estudadas

sobre a concentracao de polifendis para as sementes do milho transgénico.

3,04 -

0,02 -

0,00 -

H u H.
»01{}2M o il oHLU

-0,04 -
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-0,06 -

-0,08

Figura 5.9. Histograma do efeito do pH e da forca idnica sobre a extracdo de
polifendis do milhe transgénico.

O coeficiente de correlacdo {0,871) e o teste F (5,11} a 90% de confianca
se mostraram satisfatorios para a proposigdo de um modelo. O modelo obtido
[com a exclusaoc de efeitos nao significativos) para a concentracao de polifenois
nos extratos do milho transgénico foi utilizado para a construcao do grafico de
superficie de resposta {Figura 5.10}.

Pode-se observar que a condicdo na qual a concentracao de polifendis €
maximizada coincide com a regifio na qual a extragéo de pré-insulina também €
maximizada. No entanto, acredita-se que mesmo o valor maximo de
concentracao de polifendis obtido, 0,14 mM ou 0,04 mg/ml, nao seja suficiente

para causar perda de proteinas por precipitacac.
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Figura 5.10. Superficie de resposta para a concentracdo de polifencéis como
uma func¢ao do pH e da forga idnica para o milho transgénico.

5.6. Taza de filtracio

Os termos linear e gquadratico para o pH, o termo linear para a forca
ibnica e o iermo relative 4 interacdo se mosfraram estatisticamente
significativos para a taxa de filiracdo dos extratos, a 95% de confianca. A
Figura 5.11 mostra os efeitos das varidveis estudadas sobre a taxa de filtracdo

dos extratos de endosperma do milhio transgénico.

0,16
0,05 -

0,00 _ ;
-0,05 -

-0,10 -
-0,15 -
-0,20 -
-0,25 -
-0,30

pH. U pH.u

Efeitos (ml/min.cm?)

Figura 5.11. Histograma do efeito do pH e da forga i6nica sobre a faxa de
filtracéo para os extratos do milho transgénico.

Conclui-se que o pH exerce um efeito negativo sobre a taxa de filtracio e
gue embora a forga ibnica tenha se mostrado significativa, o efeito do pH se

mostrou bem mais significativo. O coeficiente de correlacio (0.818) e o teste F
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{(2.12 vezes o wvalor do F tabelado] a 90% de confianca se mostraram
satisfatorios para a proposicac de um modelo. O modelo obtido {com a exclusio

de efeitos ndo significativos) para a taxa de filtracdo dos extratos foi utilizado

para a construcac do grafico de superficie de resposta (Figura 5.12).
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Figura 5.12. Superficie de resposta para taxa de filtracio como uma funcio do
pH e da forca iénica para o milho transgénico.

Nota-se que a condi¢io na qual a extracio de pro-insulina € maximizada,
ou seja, quando o pH esta em seu nivel superior e a forca idnica em seu nivel
inferior, € justamente a regifio na qual a taxa de filtragdo € minima, e, portanto,

nao € viavel conciliar uma condicdo de maxima extracdo de pro-insulina e taxas
de filtragdo elevadas.

5.7. Conclusbes da extragio aguosa de semente de milho transgénico

Esta etapa do trabalho teve como objetivo a avaliacio da extracio aquosa
de pré-insulina humana recombinante de milho transgénico, em relacido as
caracteristicas relevantes 2 RPB. Para tal, foi implementado um planejamento
fatorial para avaliar a influéncia do pH e da forca idnica, scbre as variaveis

respostas da etapa de extracfio. As principais conclusdes do efeitc para cada
variavel resposta estudada foram:

i Concentracde de pro-insulina: A melhor condicio para a extracdo da pro-

insulina humana foi aguela utilizando pH alcalino e baixa forca iénica. Ainda
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assim. a pré-insulina néao foi eficientemente extraida, provaveimente devido a
interagbes com outros componentes nativos do milho. Portanto, conclui-se com
este estudo a necessidade de avaliar diferentes solventes capazes de maximizar
a extracéo da pro-insulinag.

2. Concentragcdo de proleinas fofais: As condicbes que propiciam uma
exiracio maxima de proleinas nativas sfo aguelas nas quais ¢ pH e a forca
idnica estdo em seus niveis superiores. No entanto, guando se usa uma solucio
em pH alcalino contendo uma baixa forga idnica {em seu nivel inferior, 80 mM}
€ possivel reduzir a exiracéo de proteinas nativas e ainda assim, maximizar a

exiracdo da pré-insulina.

3. Concentragao de acticares redutores (AR} e acticares reduiores fotais (ART):
Para minimizar a conceniracao destes interferentes nos extratos deve-se usar
baixa for¢a idmica e pH alcalino, ou seja, a condicdc ideal também para

maximizar a pré-insulina.

4, Concentragao de polifendis: A condicdo na qual a concentragac de
polifendis € maximizada coincide com a regific na qual a exiracdo de pré-
insulina também € maximizada, ndo sendo possivel a minimizacao deste

interferente.

5. Taxa de filtragdo: A regido na qual a taxa de filtracdo ¢ maxima coincide
com a qual a extracido de proé-insulina € minima, e, portanto, nio é viavel
conciliar uma condig¢fo de maxima extracio de pré-insulina e taxas de filtracio

elevadas.
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Capitulo
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Selecdo de solventes para a extracio da pré-insulina humansa do
milho transgénico

A escolha de um solvente de extracdo simples e de baixo custo €
fundamental nos custos totais do processo de producdo de proteinas
recombinantes em plantas. Como exemplo, Nikolov e Hames (2002} citam a
otimizacdo da extracdo de uma proteina recombinante do milho transgénico
utilizando agua a um pH controlado, resultando em uma reducéo significante
nos custos do processo. Entretanto, em algumas extracdes, a proteina de
interesse estd ligada a membranas ou particulas, ou entio se encontra
agregada devido a interacbes hidrofobicas. Nestes casos, € necessario utilizar
agentes caotropicos ou detergentes a fim de minimizar tais interagdes e
solubilizar a proteina de interesse {Janson e Rydén, 1889).

Apesar da pro-insulina humana recombinante ser seoluvel nas condicdes
analisadas no Capitulo 5 (solugfo aguosa de baixa forga idnica e pH distante de
seu pl, aproximadamente 5,5), estudos realizados com a semente de milho
transgénico por De Lucca {2003] indicaram gque esta proteina estd presente
dentro dos corpusculos protéicos formados por prolaminas do milho - as
zeinas —, € que, para solubilizar a pro-insulina seria necessaric primeiro
romper estes corpusculos. Segundo Shukla e Cheryan {2001) a caracteristica

que define as zeinas ¢ a sua insolubilidade em agua, excelo na presenga de
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alcool, altas concentragdes de uréia, altas concentracdes de alcali (pH 11 ou
superior} ou detergentes.

Os solventes utilizados para a homogenizacdo de tecidos de plantas,
normalmente, incluem agentes redutores como o ditiotreitol (DTT) e o B-
mercaptactanol (ME}, inativador de polifendis (polivinilpirrolidona, PVP) e
inibidores de proteases como EDTA, benzamidina, aprotinina, fenilmetil sulfonil
{luoreto (PMSF], dioazoacetil D,L-norleucina metil éster {diazo AcNleOMe)
{Gegenheimer, 1980). No entanto, Kusnadi et al. {1998a) realizam um estudo
para avaliar a eliciéncia da extracdo da enzima §-glucuronidase produzida em
milhe fransgénico em diferentes solventes e concluiram que a presenca de ME
10 mM, EDTA 5 mM e do coguetel de inibidores de proteases contendo ME 10
md, EDTA SmM, PMSF 1 mM, diazo AcNleOMe 0.2 M no tampdo de exiracio
{tampéo fosfaio de s6dic 50 mM pH 7,5) nio contribuiu para o aumento da
eficiéncia da recuperacdo da B-glucuronidase.

Nesta etapa do trabalho, fez-se uma andalise qualitativa da eficiéncia de
extracdo da pro-insulina da farinha do endosperma do milho transgénico em
diferentes solugdes através do ensaio de eletroforese SDS-PAGE e Western Blot.
Partindo-se do tampao de extracdo utilizado por De Lucca (2003) nos ensaios
de Western Blot (Tampao Tris-HCI 50 mM pH 8,5; EDTA 2 mM; benzamidina 5
md; DTT 5 mM e Triton X-100 0,2%) e das informacgdes da literatura de
solucbes utilizadas para solubilizar zeinas, investigou-se o efeito de alguns
componernites isoladamente, na tentativa de identificar os mais eficazes e se
chegar a propor uma solucao simples, de baixo custo e alta eficiéncia.

Primeiramente, investigou-se o eleito isolado da uréia, do detergente
Tritonn X-100, do agente redutor DTT, do tampéo bicarbonato de sodio pH 10,0
e de uma solucao de etanol 70%. A uréia € um agente caotrépico solubilizante e
desnaturante de proteinas bastante utilizado em processos industriais,
especialmente na solubilizacdo de corpos de inclusdo gerados durante a
producao de proteinas recombinantes em bactérias, inclusive na producio de

pro-insulina recomnbinante. O detergente Triton X-100 é um detergente nio
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ionico que possul um efeito solubilizanie e nao-desnaturante, entretanto seu
uso possui ¢ inconveniente de interferir negativamente nas etapas seguintes do
processe de RPB devido 4 formacio de micelas. O agente redutor DTT age na
quebra de ligacGes dissulfeto, solubilizando a proteina. Optou-se pelo DTT,
apesar de seu custo ser superior ao (-mercaptaetanol, por este ser mais
eficiente a baixas conceniracbes e devido ao seu odor ser menos desagradavel.
Agentes redutores também s8o bastante utilizados em processos industriais.

Também avaliou-se a extracdo em solucdo de etancl 70% que é
amplamente descrita na literatura para a solubilizaciac de zeinas {Shukla e
Cheryan, 2001} e além disso, De Lucea (2003} também utilizou uma solucéo
alcodlica na extracio da pré-insulina do milho fransgénico (etanol 70% em
tampao glicina 50 mM pH 3.0 ¢ DTT 5 mM).

Wallace et al. (1980] desenvolveram um método de solubilizaciao completa
das proieinas do endosperma do milho utilizando um tampéo alcalino contendo
um agente redutor e um detergente. Os autores demonstraram que a agitagio
da farinha do milho durante 60 min a temperatura ambiente em tampéao borato
de sodio 125 mM pH 10,0 contendo SDS a 1% e ME a 2% proporcionou uma
extracdo mais representativa guantitativamente das proteinas do milho. Com
base nesta informacéo, também se avaliou, neste conjunto de experimentos. ©
tampao bicarbonato de sédio em pH 10,0, numa primeira etapa sem a adicio
de agente redutor ¢ de detergente. A escolha do tampao bicarbonato de sédio,
ac invés do tampédo borato, se deve ao fato de que a eficiéncia de extracdo de
proteinas do milho com tampao bicarbonato ja havia side demonstrada em
nosso grupo de pesquisa [Azzoni, 2002).

Como se pode observar no Western Blot apresentade na Figura 6.1a, a
tentativa de utilizar solventes com um tinico componente ndo teve sucesso,
uma vez que nao foram observadas as bandas correspondentes & pro-insulina
nas pistas de 1 a 5. Neste mesmo ensaio, avaliou-se também solventes

constituidos de combinac¢des de dois componentes.
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Figura 6.1. Eletroforese SDS-PAGE ¢ Western Blot dos ensalos de extragdo com
diferenies solventes.

Gel e Western a:. C+ controle positive {300 ng de pré-insulina da Biomm) Pista
1: extracdo em solucdo de uréia 4 M Pista 2:. extracido em solugao de DTT 5 mM Pista
3: extracdo em solugdc de Triton X-100 0,2% Pista 4: extragdo em lampao
bicarbonato de sédic 50 mM pH 10,0. Pista 5: extracio em solucéo de etanol 70%.
Pista 6:. extracio em solucdo de uréia 4 M e DTT 5 mM Pista 7:. extraclo em solugéo
de uréia 4 M e Triton X-100 0,2%. A seta indica a banda da pré-insulina.

Gel e Western b:. C+ controle positivo (300 ng de pré-insulina da Biomm) Pista
1: extracdc em tampao bicarbonato de sodic 50 mM pH 10,0 e uréia 4 M Pista 2:.
extracdo em solucao de Triton X-100 0,2% e DIT 5 mM Pista 3: extracdo em tampao
bicarbonato de sodio 50 mM pH 10,0 e Triton X-100 0,2% Pista 4: exiragdo em
tampao bicarbonato de sédio 50 mM pH 10,0 e DTT 5 mM. Pista 5: exiracdc em
tampéo glicina pH 3,0 e NaCl 200 mM. Pista &:. extracio em solucdo de NaCl 300
mM, pH 10,0 e 0.6% de ME Pista 7:. extracdo em tampao de extracio do Western Blot
{Tampao Tris-HCl 50 mM pH 8.5; EDTA 2 mM; benzamidina 5 mM; DTT 5mM ¢ Triton
¥-100 0,29%). Pista 8: controle negativo, milho comum.
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A melhor combinagido foi tampac bicarbonato de sédio pH 10 ¢ DIT 5
mM, como pode ser cbservado pela intensidade da banda obtida na pista 4 do
Western Blot da Figura 6.1b. O tampéo de extracic utilizado por De Lucca
(2003} nos ensaios de Western Blot foi utilizado como um tipo de controle
positivo dos ensaies de extracio.

Realizou-se fambeém uma extracio em tampac glicina-HCI pH 3,0 e NaCl
200 mM {pista 5 do gel de SDS-PAGE e Western Blof da Figura 6.1b) na
tentativa de confirmar a baixa eficiéncia de extracdo de pré-insulina em pH
acido. Uma condicdo bastante préxima ja havia sido avaliada nos ensaios do
Capitule 5 {agua ajustada em pH 3,0 e NaCl 200 mM) e como a complexidade
protéica obtida foi bastante favoravel, repetiu-se ¢ experimento, e novamente
nac se obleve sucesso na extracio da pro-insulina, ndo sendo observada a
banda corresponde 4 pré-insulina na pista 5 do Western Biot da Figura 6.1b. A
extracaoc em solugdo de NaCl 300 mM, pH 10,0 e ME 0,6% (pista 6 da Figura
6.1Db) foi realizada com base em artigo de Landry e Moreaux (1981) em que 0s
autores conseguiam a solubilizagdo das glutelinas do milho neste solvente.
Essa condigdo também ndo foi eficiente na solubilizacio da pro-insulina.

A complexidade protéica visualizada nos géis de eletroforese da Figura
6.1a e b € bastante alta, com excecdo das pistas 5 dos geis "a” e "b". O extrato
da pista 5 do gel "a” foi obtide com solvente etanol 70% e as proteinas soltiveis
nesta condigdo sac as zeinas. O extrato da pista 5 do gel.“b” fol obtido com
extracdo em tampao glicina-HCl pH 3,0 e NaCl 200 mM. Apesar da baixa
complexidade, uma caracteristica desejada, ele nao é eficiente na extragao de
pro-insulina.

Neste conjunto de ensaios pdode-se observar o efeito importante da
presenca do agente redutor DTT no tampao bicarbonato de sédio 50 mM pH
10.0 na solubilizacfo da pré-insulina, comparando as pistas 4 dos Western a e
b da Figura 6.1.

Como neste ensaio nao foi possivel obter a combinacio de um solvente

para exirair a pré-insulina que gerasse uma baixa complexidade protéica.
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partiu-se para a investigac@o de outros solventes. Devido 2 baixa complexidade
proteica obtida no extrato utilizando solvente alcodlico, optou-se por investigar
combinacdes envolvendo os dlcoois etanol ou isopropanol, o agente redutor DTT
e 0s tampdes glicina-HCI pH 3,0 e bicarbonatoe de sédio pH 10,0,

O isopropanol € um alcool que favorece a extracdo das zeinas, guando
comparado ao etanol. Segundo Shukla e Cheryan {2001}, o isopropanc! é mais
eficiente em termos de capacidade, isto €, consegue-se extrair uma
conceniracdo de zeinas maior para a mesma razao solvente-sélido do que com
etanol.

Comeo as y-zeinas sao ditas soluveis em solucdes compostas de 0 a 80%
isopropanol na presenca de um agente redutor e também em isopropanocl 30%
em tampdo acetato de sddio 30 mM (Shukla e Cheryan, 2001), avaliou-se
diferentes porcentagens deste dlcool na presenca de DTT 5 mM. Também neste
ensaio, utilizou-se o tampéo bicarbonato 50 mM e DTT 5 mM em pH 9,0, na
tentativa de minimizar possiveis reacdes adversas devido ac pH muito alcalino.
Avaliou-se também a presenca de uréia 4 M no tampéo bicarbonate 50 mM pH
10,0 e DTT 5 mM. A extracdo no tampéo utilizade por De Lucca {2003} nos
enszios de Western Blot fol aqui, novamente, utilizado como um controle
positivo.

Apesar da baixa complexidade protéica dos extratos, visualizada nos géis
das Figuras 6.2, obtidos quando feilas as extragdes em solvente alcodlico
{pistas 1 a 8 no gel a e pistas I a 5 no gel b), a eficiéncia de extracdo de pré-
insulina fol baixa em comparacfo com a extragdo em tampao bicarbonate 50
mM pH 10,0 e DTT 5 mM (pista 7 do gel b).

Realizou-se um novo ensaio de Western Blot repetindo os resultados mais
promissores obtidos anteriormente utilizando diferentes combinacgées com o

tampdo bicarbonato e também com o sclvente alcodlico (Figura 6.3},
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Figura 6.2. Elefroforese SDS-PAGE e Western Blot dos ensaios de extracdo com
diferentes solventes.

Gel e Western a:. C+ controle positivo (300 ng de pré-insulina da Biomm) Pista
L: extracao em solugido de etanol 70% e DTT 5 mM Pista 2:. extracdo em solucio de
etanol 70% em tampé&o glicina 50 mM pH 3,0. Pista 3: extracio em solucido de etanol
70% em tampéo glicina 50 mM pH 3,0 ¢ DTT 5 mM. Pista 4: extracio em solucio de
etanol 70% em tampdo bicarbonato de sédio 50 mM pH10,0. Pista 5: extracio em
solucao de etanol 70% em tampao bicarbonato de sédio 50 mM pH10.0 e DTT 5 mM.
Pista 6:. exiracio em isopropanol 70% Pista 7: extracic em isopropanol 70% em
tampao glicina 50 mM pH 3,0. Pista 8:. extragio em isopropanol 70% em tampao
bicarbonato de sédic 50 mM pH 10,0. A seta indica a banda da pré-insulina.

Gel e Western b:. C+ controle positive (300 ng de pré-insulina da Biomm) Pista
1: extracdo em isopropanol 30% em tampéao acetato de sédio 30 mM pH 7,0. Pista 2:.
€Xtracao em isopropanol 80% e DTT 5 mM. Pista 3: extracdo em isopropanol 60% e
DTT 5 mM. Pista 4: extracio em isopropanol 45% e DTT 5 mM. Pista 5: extracao em
isopropanol 30% ¢ DTT 5 mM. Pista 6:. extragio em tampaoc bicarbonato de sédio 50
mM pH 8.0 e DTT 5 mM Pista 7:. extracao em tampéo bicarbonato de sodic 50 mM pH
10.0 e uréia 4 M ¢ DTT 5 mM Pista 8: extracdo em tampio de extracao do Western
Blot {Tampéo Tris-HCI 50 mM pH 8.5; EDTA 2 mM; benzamidina 5 mM: DTT 5 mM e
Triton X-100 0,29%);.
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Figura 6.3. Eletroforese SDS-PAGE e Western Blot dos ensaios de extragadc com
diferentes solventes. C+ controle positive (300 ng de pro-insulinaj Pista 1: extracio
em tampao bicarbonato de sédic 50 mM pH 10,0 ¢ DTT 5 mM Pista 2:. extracio em
tampio bicarbonato de sédio 50 mM pH 5.0 e IVIT 5 mM Pista 3: extracdo em {ampéo
bicarbonato de s6dic B0 mM pH 10,0 ¢ DTT 5 mM e uréia 4 M. Pista 4: exiracio em
sclucdo de isopropancl 70% Pista B: extracdo em solugio de isopropanci 70% sm
tampao glicina 50 mM pH 3,0 e DTT 5 mM. Pista 6:. extracic em etanol 70% em
fampdo bicarbonato de sodio 50 mM pH 10,0 e DTT D mM. Pista 7:. exiragéo om
etanol 70% em tampéo glicina 50 mM pH 3,0 ¢ DTT 5 mM. Pista 8: extragio em
tampéao de extracao do Western Blot (Tampéao Tris-HCL 50 mM pH 8,5; EDTA 2 mM;
benzamidina 5 mM; DTT 5 mM e Triton X-100 4,2%).

Neste ensaio pode-se confirmar a importancia do pH na solubilizacac da
pré-insulina, sendo que a utilizac@o do tampao bicarbonato de sédic 50 mM e
DTT 5 mM em pH 10,0 {pista 1 da Figura 6.3} se mostrou muito mais eficiente
na extracido da pré-insulina do que a utilizacdo da mesma solucac em pH 9.0
{pista 2 da Figura 6.3].

Optou-se por prosseguir os estudos de exfragdo com o tampao
bicarbonato 50 mM pH 10,0 e DIT 5 mM e também com um tampao alcodlico
composto por uma solucgdoe de etanol 70% em tampao glicina 50 mM pH 3.0 e
DTT 5 mM. Este tampao alcodlico foi selecionado por ter sido utilizado por De
Lucca (2003} em experimentos de extracdo da pré-insulina do milho
transgénico. Além disso, como ha evidéncias de que a pré-insulina se encontra
associada a corpusculos protéicos, formados por zeinas, € de interesse um
estudo mais detalhado utilizando solventes alcodlicos, j4 amplamente usados

na extracio de zeinas em processos industriais (Shukla e Cheryan, 2001).
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Uma vez selecionados os solventes para a exiracido da pré-insulina do
mitho, na etapa seguinte do estudo, apresentado no Capitulo 7. avaliou-se a
influéncia das variaveis operacionais do processc de extracfio, visando a

maximizacao da exiracdo da proteina recombinante nestes dois solventes.
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Resultados e Discussoes

Avaliacao dos efeitos das varidveis operacionais na extracio de
pré-insulina humana recombinante do milho transgénico

No desenvolvimento de um processo de producdc de proteinas
recombinantes em plantas transgénicas, a etapa de extracio é a primeira etapa
de RPB e, portanto, ira influenciar na eficiéncia de todas as etapas seguintes, A
exiracao € uma operacido unitaria bastante complexa e requer a otimizacdo das
variaveis envolvidas no processo (tipe de solventie, temperatura, pH, forca
ionica, intensidade de agitagdo, tempo, razdo volume:massa, etc.} para que se
atinja a eficiéncia e seletividade desejada.

Realizou-se, nesta etapa do trabalho, uma avaliacio dos efeitos das
variaveis operacionais relevanies na extracdo de pré-insulina do milho
transgénico para duas solucbes extratoras: o tampao bicarbonato de sédio 50
mM pH 10,0 e DTT 5 mM e a solucéo alcoélica 70% erm tampéo glicina-HCl 50
mM pH 3.0 e DIT 3 mM. A avaliacdo foi feita utilizando dois planejamentos
fatoriais 2% completos envolvendo quatro varidveis independentes: o tempo, a
temperatura, velocidade de rotacdo do impelidor e a razdc volume:massa {v:mn).
As wvariaveis respostas analisadas foram: conceniracidc de pro-insulina,
proteinas tofais, AR, ART e polifendis. O objetivo de utilizar um planejamento
experimental foi buscar uma condicdo 6tima para a extracdo da pré-insulina,

realizando um numero minimo de experimentos.
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A temperatura € uma variavel diretamente ligada & solubilidade de
compostos, sendo que proteinas podem ter solubilidade retrograda, sendo
assim, dificil se prever a fendéncia da variacio desta com a temperatura. A
velocidade de rotacéo estd relacionada a fragmentacdo das particulas e 2
solubilizacdo do soluto, influindo na resisténcia & difusio na camada estagnada
externa as particulas. Quanto ao tempo de extracdo, sabe-se que este fator esta
associado & cinética da transferéncia de massa, e a razao vim esta relacionada
a viscosidade da suspensdoc e a0 gradiente de concentracio entre a superficie
da particula e o seio da liquido. Deve-se ressaltar que estes fatores estio inter-
relacionados, destacando a importancia do planejamento experimental na
determinacaoc de possiveis interacdes.

Os valores descodificados de cada nivel utilizado estao apresentados na
Tabela 7.1. Os wvalores selecionados foram baseados em experimentos

preliminares e também em dados existentes em literatura (Shukla et al, 2000).

Tabela 7.1. Valores utilizados no planejamento fatorial 24 completo da extracio
de pro-insulina de endosperma do milho transgénico.

Niveis
Fatores -1 0 +1
Tempo {[tnin} B0 120 180
Raz&o v:m {ml/g) 5:1 7.5:1 10:1
Rotagédo [rpmy 300 500 700
Temperatura (°C) 4 22 40

Como mencionado anteriormente no Capitule 2, o cassete de expressio
empregado na transformacao genética do milho transgénico utilizado neste
trabalho possul uma seqiiéncia codificadora de peptideo sinal que direciona a
proteina para ¢ interior do reticulo endoplasmatico, assim como ocorre com as
zeinas (De Lucca, 2003). Por ser uma proteina hidrofébica, a pro-insulina pode
estar sendo incluida nos corpisculos protéicos. Portanto, acredita-se que a
extracdo da pré-insulina esteja de alguma forma relacionada com a extracio

das zeinas, justificando a escolha destes dois tipos de solventes, um alcoélico e
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outro alcalino, ja conhecidos da literatura em solubilizar zeinas (Wall e Paulis,

1978; Wallace et al., 1990; Shukla et al.,2000).

7.1.Extracao em tampéo bicarbonato de sédio 530 mM pH 10,0 e DTT 5 mM

Os resultados do planejamento experimental fatorial completo 2¢ da
extracao com tampéo bicarbonato de sodio 50 mM pH 10.0 ¢ DTT 5 mM estao
listados na Tabela 7.2. Os valores dos coeficientes de regressio, desvio padrao,
o valor t e o valor p para as varidveis resposia analisadas estdo apresentados

na Tabela 7.3 e na Tabela 7.4 estd apresentada a analise de variancia (ANOVAL

Tabela 7.2. Resultados do planejamento fatorial 2% completo para a extracio
com tampéo bicarbonato de sédio 50 mM pH 10,0 e DTT 5 mM.

Varidvels descodificadas Concentracdo
Ensaio Rotacdo | Rarzas | Tempe | Tempo AR ART Polife- | Proteina Pri-
{rpm]) vIIn ratura | (min} | {mg/ml} {mg/ml}| =nédis total insulina
{g/ml) {°C} (mM) | (mg/ml] | (ug/mi
1 300 S5:1 4 80 (.64 4,49 0.83 9,50 1.28
2 700 o1 4 60 | 075 4,67 0.85 1i.14 1,24
3 3060 10:1 4 60 | .48 2,32 0,87 3,03 0,27
4 700 10:1 4 60 0,38 2,30 0,81 3.28 0,16
5 300 5:1 40 60 1.15 5,05 i.15 5,48 4,56
&g 700 5:1 40 60 1,04 5,29 0,72 6,32 3,90
7 300 10:1 40 60 0,39 | 242 | 0,80 4.68 1.30
8 700 10:1 40 60 | 0,46 2,69 0.76 4,48 2,06
g 300 5:1 4 i80 3,56 4,65 0.81 5.18 2,57
10 700 5:1 4 180 0,79 4,53 0,81 5.95 4,11
13 300 1C:1 4 180 0,36 2,25 0.85 2,78 0,19
12 700 1G:1 4 18C 0.36 2,36 0,88 3,15 .20
i3 300 5:1 40 180 1,52 5,59 0,82 6.33 1,40
14 700 5:1 40 180 1,12 7,18 0,85 8,87 2,04
15 300 10:1 40 180 0,64 3.04 5.66 4,68 2,17
i8 700 10:1 40 180 0,52 3.83 1,01 6,15 4,37
17 500 7.5:1 22 120 0,83 3,58 0,88 4,26 3,50
i8 500 7.5:1 22 120 0,61 3,35 (3,86 4,22 3.40
19 500 7,51 Z2 120 (.63 3,33 0,81 4.66 3,42
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Tabela 7.4. Analise de variancia (ANOVA) para o milho fransgénico.

Varidvel Resposta R Foa Feal/Fian
Concentracdo de pré-insulina 0,377 4,85 1,82
Concentracdo de proteinas (3,855 11,77 5,05
Concentracado de AR 0,802 32,47 8,94
Concenfracdo de ART 0,953 40,57 13.52
Conceniracio de polifendis 0,326 8,24 2,72

7.1.1. Concentracdo de pré-insulina recombinante

Somernle a variavel temperatura se mostrou estatisticamente significativa,
a 90% de conflanca, na extracide de pré-insulina em tampéo bicarbonato de
sodic 50 mM pH 10,0 e DTT 5 mM (Tabela 7.3). A Figura 7.1 mostra os efeitos
das variavels estudadas sobre a concentracdc de pré-insulina nos exiratos do

endosperma do milho transgénico.

2,0 5

15

1.0 -

0.5 -

00 ]

0.5 B rotagdo Yim temperatura lampe

Efeitos {pg/mb)

1,0

-1,5 -

Figura 7.1. Histograma dos efeitos principais das varidaveis independentes
sobre a concentracdo de pré-insulina nos extratos de endosperma de milho
transgénico utilizando tampao bicarbonato de sédioc 50 mM pH 10.0 e DIT 5
mb.

A temperatura apresentou um efeito positivo na extracdo de pro-insulina,
indicando que um incremente da temperatura do nivel -1 para o nivel +1 gerou
um aumento na concentracic de pré-insulina no extratc. Entretanto, esse

comportamentc n&o fol observado em todos os ensaios. Por exemplo,
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comparando o ensaio 9 com ¢ ensaio 13, um incremento da temperatura levou
a uma diminui¢do na concentracao de pré-insulina de 2,57 para 1,40 ng/mi.
Uma possivel explicacio para estes resultados € o fato de gue possa ter ocorrido
evaporacido do solvente duranie os ensaios realizados em um termpo maior.
levando a valores de concentracdo maiores do gque os reais. Ja a razdo vim
apresentou um efeito negativo na extracio de pro-insulina, engquantc a
velocidade de rotacio e o tempo de extracfio apresentaram efeitos positivos.

Shukla et al. {2000] investigaram o efeito da temperatura na extracao das
zeinas na faixa de 20 a 60 °C e concluiram gue a solubilizacac das zeinas foi
maior na temperatura de 50 °C. Os autores atribuem esse resultado ao fato de
que o transporte de zeinas das particulas da farinha para a solucdo é limitado
pelo transporte das zeinas para fora das células do endosperma e que o
coeficiente de difusfo da proteina aumenta de 3 a 3,4% por °C.

Russel e Tsao (1982) estudaram o efeito do tamanho de particula, tempo
€ agitacao na extracdo de zeinas do endosperma do milho e observaram que a
extracdo da zeinas se mostrou independente da intensidade de agitacao,
implicando que a taxa de transferéncia de massa externa exerce peguena
influenicia no processo. Uma avaliagio da cinética de solubilizacdo das zeinas
indicou que este processo foi relativamente rapido, atingindo sua completude
em aproximadamente 30 minutos quando se utilizou particulas de 100 pm.
Entretanto, esse tempe aumentou para 5 a 10 horas quando se utilizou
particulas maiores.

Como néo foi possivel a validacdo do modelo através do valor do
coeficiente de correlagdoe (0,377} e do teste F (1,82 vezes o valor tabelado),
optou-se por fazer a andlise da extra¢ido da pré-insulina do milho transgénico
também em termos de porcentagem da proteina total solhivel {%TSP) e com base
na produtividade, isto €, a quantidade de pré-insulina extraida por massa de
farinha {Tabela 7.5). As Figuras 7.2 e 7.3 mostram os efeitos das variaveis
estudadas na extracio da pré-insulina em termos da produtividade e %TSP,

respectivamente.
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Tabela 7.5. Resultados do planejamento fatorial completo para a exiracdo de
pro-insulina com tampéo bicarbonato 50 mM pH 10,0 e DTT 5 mM.

Concentracio | Concentracis Massa de pré-
de pré-insulina | de proteina % TSP insulinaiug)/massa
ENSAID {ug/mi} total {mg/mi) de farinha(g)
1 1.28 9.50 0.013 65,41
2 1,24 11,14 0,011 5,18
3 0,27 3,03 0,009 2.74
4 3,18 3.28 0,005 1,59
5 4,56 5,48 0,083 22,80
) 3,90 5,32 0,062 19,48
7 1,30 4,68 0,028 12.98
8 206 4,485 0,046 20,62
2 2,57 5,19 0.050 12,87
1¢ 4.11 6,95 0,059 20,558
11 0,19 2,78 0,007 1,87
12 ‘ 0,20 3,15 0,006 1,97
13| 1,40 6,33 0,022 6.99
14 2,04 8,87 0,023 10,18
15 2,17 4.68 0,046 21,72
i6 4,37 6,15 0,071 43,72
17 3,50 4,26 0,082 26,22
i8 2.40 4,22 0,081 25,47
18 3.42 4,66 0,073 25,64

Pode-se observar na Tabela 7.5 que as condicdes utilizadas no ponto
central (ensaios 17 a 19) proporcionaram valores de %TSP e produtividade
bastante satisfatérios, uma vez gue em termos de processo, a condicdo do
ponto central {temperatura préxima da ambiente: 22 °C, rotacde de 500 rpm,
tempo de 2h e razdo vim de 7,5:1) € mais vantajosa quando comparada i
condicac na qual se obteve a maxima produtividade, ensaio 16, no qual todas
as variaveis estavam em seus niveis superiores. A produtividade média do

ponto central foi aproximadamente 60% do valor maximo obtido.
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Figura 7.2. Histograma dos efeitos principais das variaveis independentes
sobre a produtividade de pré-insulina extraida por massa de farinha do

endosperma de milho transgénico utilizando tampdo bicarbonato de sédio 50
mM pH 10,0 ¢ DTT 5 mb.
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Figura 7.3. Histograma dos efeitos principais das varidveis independentes
sobre a porcentagem de pré-insulina em relacdo a proteina fotal solavel (BTSSP
nos extratos de endosperma de milho transgénico utilizando tampéo
bicarbonato de sédio 50 mM pH 10,0 ¢ DTT 5 mM.

Os efeitos principais das variaveis independentes sobre a produtividade
de pré-insulina se mostraram todos positivos, sende que, também aqui,
somente a temperatura se mostrou estatisticamente significativa a 90% de
confianca. Em relacio & %TSP, os efeiios principais da temperatura e da razéo
vim se mostram significativos na extracao da pro-insulina.

As analises de concentracdo de pro-insulina dos exiratos obtidos no
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planejamento também foram feitas qualitativamente por SDS-PAGE ¢ Western
Blot e sdo apresentadas na Figuras 7.4 e 7.5, respectivamente. A complexidade
proiéica dos exiratos apareniemente ndo variou para as diferentes condigtes de
extracdo. Pode-se notar nos géis de eletroforese uma banda mais intensa de
nma profeina de massa molecular em torno de 27 kDa, possivelmente y-zeinas.
O milho transgénico que foi utilizado nos ensaios é uma variedade QPM que
possul come caracteristica um alto ndvel de y-zeinas (Wallace ef al. 1880}, Estes
autores desenvolveram um método de extracio completo de zeinas utilizando
também um tampéo alcalino, o tampao borato de sédio 125 mM a pH 10,0 8D5
1% e ME 2% e agitacdo durante 60 min a temperatura ambiente.

O Western Blot dos extratos obfidos a 40 °C ¢ 180 min, correspondente
aos ensaios 14 e 16, apresentaram um perfil diferente dos ensaios conduzidos a
40 °C e 60 min, com uma aparente separacao da banda correspondente a pro-
insulina, indicando que a combinacdo de um tempo longo de exiracdo e uma
temperatura elevada podem ter causado algum danc 4 estrutura proteica.

Liadakis et al. {1995) estudaram o efeifo das wvariaveis tempo,
ternperatura, pH e razdo vim na extragdo de proteinas da farinha de sementes
de tomafe e concluiram que a combinacio de temperatura alta e tempo curto
ou, entio, temperatura baixa e tempo longo, possibilifou uma redugioc na
desnaturacfo das proteinas.

Apesar de somente a temperatura ter se mostrado estatisticamente
significativa {p<0,10) na concentragio de pré-insulina nos extratos, a razaoc vim
também mostrou uma influéncia importante no processo, quando comparada
4s pufras variaveis analisadas. Portanto, selecionaram-se estas duas variaveis
para serem analisadas em um planejamento fatorial 22 completo do tipo estrela
visando a otimizacdo da extracido de pré-insuline do endosperma do milho

iransgénico, apresentada no Capitulo 8.
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i

Figura 7.4. Eletroforese SDS-PAGE (gel 15%) dos extratos dos ensaios de extracao
com o endosperma de milho transgénico e tampic bicarbonato de sédic 50 mM pH
10,0 e DIT 5 mM. MM: marcadores de massa molecular. Pistas de 1 a 17: amostras
dos exiratos obtidos nas diferentes condicbes dos ensaics de 1 a 17, previstas no
planejamento experimental. C+: amostra de pré-insulina. Volume de amostra: 10 ul.

C+ 10 11 12 13 14 15 16 17 18

Figura 7.5. Western Blot dos ensaios de extracdo com o endosperma do mitho
transgénico e tampéo bicarbonato de s6dio 50 mM pH 10,0 e DTT 5 mM. C+: amostra
de pro-insulina. Pistas de 1 a 18: amostras extratos obtidos nas diferentes condicdes
dos ensaios de 1 a 18, previstas no planejamento experimental. Volume de amostra:
15 ul. A seta indica a banda correspondente a pré-insulina.
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7.1.2. Concentracio de proteinas totais

Os  efeitos das varidveis rotacdoc e razdo vim  se mostraram
estatisticamente significativos na extracdo de proteinas, a 95% de confianca
(Tabela 7.3}. O coeficiente de correlacac (0.8558] e o teste F (5,05) se mostraram
satisfatérios para a proposicido de um modelo. A Figura 7.6 mostra os efeifos
das varidveis estudadas sobre a conceniracfc de proteinas para o milho

transgénico.

2.0 -

rolasas virn lemparaturg iempo

Efeitos {mg/mi)
=

Figura 7.6. Histograma dos efeitos principais das varidveis independentes
sobre a concentracido de proteinas totais nos extratos de endosperma de milho
transgénico utilizando tampédo bicarbonato de sédio 50 mM pH 10,0 e DTT 5
mM.,

O efeito positivo da velocidade de rotagdo esta provavelmente relacionado
aco fato de que houve um aumento da taxa de cisalhamento das particulas,
possibilitando uma maior solubilizacéo das proteinas. Segundo Hood {2004, as
proteinas tendem a ficar aderidas & superficie dos granules de amido quando o
endosperma sofre o processe de moagem para a preparacac da farinha.

Ja a razdo vim apresentou um efeito negativo indicande que o aumento
da quantidade de solvente em relacdo & massa de farinha utilizada na exiracao
levou a uma diluicdo das proteinas extraidas. Segundo os principios de
transferéncia de massa, a forca motriz durante o processo de transferéncia de
massa € o gradiente de concentracgéo, que € maior quanto maior € a razic vim

{Cacace & Mazza, 2003). Portanio, no caso da extracido das proteinas, se
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analisado em termos de concentracdo de proteinas no extrato, nic ha
lirnitacdes de solubilidade em relacio a resisténcia 4 transferéncia de massa.

Shukla ef al (2000) obtiveram resultados bastante similares quando
estudaram o efeito da razdo vim na exiracdo de zeinas de farinha de milho na
faixa de 2:1 até 10:1. A quantidade de zeinas foi maijor na razao vim de 8:1,
sendo que valores mais baixos de concentracio foram obtidos para razio vim
maiores. Os autores atribuem esses resultados 2 prépria diluicas do extrato.

Uma analise objetivande a minimizacdo da concentracdo de proteinas
nativas do milho deve ser feita avaliando os efeitos de interagio que se
mostraram significativos. A interacfo entre a razdo vim e a velocidade de
rotacao indica que o aumento da razfo vim leva a uma diminuicio na
concentragac de proteinas no extrato, sendo que esse efeitoc é ainda mais
pronunciado quando a rotacdo estd em seu nivel superior (-4,06 mg/ml} do que
no nivel inferior (-2,83 mg/ml). O mesmo tipo de analise pode ser feito para a
interacac enire a razidc vim ¢ temperatura, e também entre a razao vim € o
tempo. Um aumento na razdo vim leva a uma diminui¢do na concentracido de
proteinas e esse efeito € mais pronunciado no nivel inferior da temperatura (-
5,14 mg/mi} e do tempo {-4,25 mg/ml] do que nos niveis superiores (-1,78
mg/ml para a temperatura e -2,65 mg/ml para o tempo). Aqui o efeito da
interagao enire a temperatura e o tempo também ¢€ significativo. O aumento da
temperatura diminuiu a extracao de proteinas quando o tempo estava em seu
nivel inferior (-1,5 mg/ml) e aumentou a extracdo quando o tempo estava em
seu nivel superior {(+1,99 mg/ml}. Esse resultado indica a possibilidade de ter
ocorride evaporacao do solvente com o tempo, levando a uma concentracao dos
solutos presentes.

Portanto, para minimizar a extragfo de proteinas deve-se procurar
trabalhar em condi¢des nas quais a razdo vim esteja em seu nivel superior
{10:1} e a temperatura, o tempo e a velocidade de rotacdo em seus niveis

inferiores (4°C, 60 min e 300 rpm}.
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7.1.3. Concentracio de actlicares redutores (AR)

Os efeitos das varidvels operacionais na exiragaéo dos carboidratos da
farinha do endosperma do milho foram analisados primeiramente em termos da
concentracéc de AR. As varidveis lemperalura € razao vin se mostraram
estatisticamente significativas a 95% de confianca (Tabela 7.3). O coeficiente de
correlacéo (0,802} e o teste F {8.94 vezes o valor de F tabelado] se mostraram
satisfatérios para a proposicdo de um modelo. A Figura 7.7 mosira os efeifos
principais das variaveis estudadas sobre a concentracéo de AR para o milho

transgénico.
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Figura 7.7. Histograma dos efeitos principais das varidvels independentes
sobre a concentracao de AR nos extratos de endosperma de milho transgénico
utilizando tampéo bicarbonaio de sodio 50 mM pH 10,0 ¢ DTT 5 mM.

O efeito negative da razfo vim provavelmente pode ser atribuido a
diluicéo do extrato. Ja o efeito positivo da temperatura indica ¢ aumenic da
solubilidade dos aciicares redutores com a temperatura, possivelmente devido
ao aumento do coeficiente de difusdo. Esse aumento da difusividade com a
temperatura pode ser atribuido ao aumento na energia interna das moléculas,
aumentando assim, sua mobilidade, ou entdo, devido & reducio da viscosidade
do solvente {Cacace e Mazza, 2003).

Como o objetivo desta analise ¢ a minimizacdo da extragaoc de impurezas,

neste caso 05 agucares redutores, € uma vez gque a razac v.m apresentou um
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efeito negativo sobre a extracio de AR, deve-se procurar manter uma razio vin
no seu nivel mais elevado (10:1) para minimizar esta impureza. Quanto a
temperatura, o eleito observado foi positive, ou seja, um incremento na
temperatura ird favorecer a exiracao de AR, portanic deve-se preferir as
condi¢gbes em que a temperatura esteja proxima a seu nivel inferior (4°C). Comeoe
as variavels velocidade de rotacdo ¢ tempo de extracdo nfoc se mosiraram
significativas na exiracao de AR, seus valores devem ser ajustados de forma a

maximizar a extracio da proteina recombinante.

7.1.4. Concentracio de acdcares redutores totais (ART]

Apesar de {odos os efeiios principais das varidveis analisadas se
mostrarem estatisticamente significativos a 95% de conflanca na extracao de
ART, o efeito da temperatura e da razioc vim foram maiores em Ccomparagio com
as outras variaveis, da mesma forma que a extracao de AR (Tagbela 7.3]. O
coeficiente de correlacdo {0,953} e o teste F {13,552 vezes o valor de F tabelado}
se mosiraram satisfatérios para a proposicdo de um modelo. A Figura 7.8
mostra os efeitos principais das variaveis estudadas sobre a concentracio de

ART nos extratos.

1.5
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-3,0

Efeitos (mg/ml)

Figura 7.8. Histograma dos efeitos principais das variaveis independentes
sobre a concentracado de ART nos exiratos de endosperma de milho fransgénico
utilizando tampéo bicarbonato de sédio 50 mM pH 10,0 e DTT 5 mM.
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Assim como para & exiracio de AR, a razido vim apresentou um efeito
negativo na extracado dos ART, provaveimente devido & diluicao do exirato. A
temperatura apresentou um  efeito  positive indicando o aumento da
solubilidade dos aclicares redutores totais com a temperatura.

Kim et al. {Z2003) estudando a otimizacdo da extracdo de oligossacarideos
da farinha de soja, avaliaram fambém o efeito da temperatura na extracdo da
sacarcse € constataram gue ¢ aumento da temperatura de 25 até 50 °C
favoreceu a extracio, sendo gue em temperaturas mais altas (65 e 80 °C) houve
um decréscimo de mais de 50% na extracido de sacarose.

Os resuliados em relagdo ao eleito positive da femperatura também
corroboramn o3 oblidos por Nielsen ef ol {1970 Estudando o eleito da
temperatura de exiracéo da farinha de milho nas propriedades das proteinas
glutelinas utilizando NaOH 100 mM, os autores também concluiram que a
extracao a temperatura ambiente removeu mais compostos nitrogenados e mais
carboidratos do que os extrates obtidos a 1°C.

A minimizacioc da concentraciao de ART pode ser obtida utilizando uma
razao vim mais elevada haja vista que esta variavel apresentou um efeito
negativo sobre a extracdo de ART. Ja os efeitos da temperatura, do tempo e da
velocidade de rotag@o foram positives, ou seja, um incremento nestas variaveis
de extracao ira favorecer a exiracdo de ART. Eniretanto, como o efeito da
interacdo entre a temperafura e ¢ tempo ¢ também entire a temperatura ¢ a
velocidade de rotacdo foram significativos, é preciso interpretar estes efeitos
conjuntamente para uma analise mais precisa. Um aumento da temperatura,
seja qual for a velocidade de rotagdo, aumenta a concentracido de ART. Esse
aumento ¢ mais pronunciado no nivel superior de rotagdo {+1,28 mg/mi} do
que no nivel inferior (+0.59 mg/mi}. Novamente, na andélise da interacdo do
tempo de extracido com a temperatura, o aumento da temperatura favoreceu a
extracao de ART, sendo que este aumento foi maior [+1,46 mg/ml] quando
realizada a extiracio em 180 min do que em 60 min {(+0.19 mg/ml}. Como o

objetivo dos experimentos € minimizar a concentracdo de ART nos extratos,
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deve-se preferir as condigdes nas quais as varidveis temperatura, tempo e
velocidade de rotacéc estejam em seus niveis inferiores e a razdo vim em seu

nivel superior.

7.1.5. Concentracio de polifendis

Nenhuma das varigveis analisadas se mostrou estatisticamente
significativa a 95% de confianga na extracido de polifendis, ou seja, a
concentracac de polifendis nos extratos independe dos fatores analisados, para
a faixa estudada {Tabela 7.3). A Figura 7.9 mostra os efeitos das variaveis

estudadas sobre a conceniracdo de polifenidis nos extratos.
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Figura 7.9. Histograma dos efeitos principais das variaveis independentes
sobre a concentracac de polifendis nos exiratos de endosperma de milho
transgénice em tampao bicarbonato de sodio 50 mmM pH 10,0 ¢ DTT 5 mM.

Come nenhuma das variaveis analisadas se mostrou estatisticamente
significativa na extracéo de polifendis, seus valores devem ser ajustados de
forma a maximizar a exiragéo da proteina recombinante.

Entretanto, segundo Oh et al. {1980), que descrevem a presenca de
interacdes hidrofobicas entre complexos formados entre as proteinas e taninos,
a formacdo destes complexos aumenta com a temperatura e com a
hidrofobicidade da proteina. Portanto, apesar da temperatura nio tenha sido
considerada significativa na extragao de polifendis, € recomendado que ela seja

mantida em seus niveis inferiores para evitar a formagéio de tais complexos.
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7.2. Extraciéo comn etanol 70% em tampio glicina 50 mM pH 3.0 e DTT 5

mM

Os resultados do plancjiamento experimenial fatorial completo 24 da

extragdo de pré-insulina humana recombinante de milho transgénico com

etanol 70% em tampaoc glicina 30 mM pH 3.0 e DTT 5 mM esido listados na

tabela 7.6. Os valores dos coeficienies de regresséo, desvio padrao, ovalorte o

valor p para as variaveis resposta analisadas estdo apresentados na Tabela 7.7

e na Tabela 7.8 esta apreseniada a andlise de varidncia (ANOVA).

Tabela 7.6. Resultados do planejamento {atorial 2% completo para a extracgéo
com etanol 70% em tampaéo glicina 50 mM pH 3,0 ¢ DTT 5 mM.

Varidveis descodificadas Concentracio
Ensaio Rotagdo  Razio | Tempe ’i‘en}p@ AR ART Pefxﬂi;fe— Prgteina ‘ ?ré:
{rpm) wom raturs | {min} | {mg/ml] {(mg/mi] | ndis total insuling
ml/g | Q) (mM) | (mg/ml) | (ng/ml)
1 300 51 50 0.27 3.69 148 | 0.86 55.89
2 200 5.1 4 50 0,29 3.80 1.38 | 0,67 80.76
3 300 16-1 4 50 0.14 1,27 132 | 0.42 4948
4 700 10:1 4 50 0,17 1,94 | 1,46 | 0,54 43,07
5 300 501 40 50 0,47 3,99 | 091 | 3,20 105,11
6 —00 5.1 40 60 0,54 4,07 1,96 | 3,56 135,11
7 200 10:1 40 60 0,29 2.63 1,86 1,97 77.17
8 700 10:1 40 60 0,28 2,58 1,98 | 2,15 96,40
) 200 51 4 180 0,31 3,75 | 1.54 | 1,09 52.56
Y 700 5.1 4 180 0.30 3.78 156 | 0.83 61.02
11 200 101 180 0.18 1.53 1.32 | 0.49 47,94
12 700 101 4 180 0,18 1.4 | 1,40 | 0,59 36,92
13 300 501 40 180 0.47 5,30 0.95 | 495 66,14
14 200 51 40 180 0.45 964 | 252 | 2.25 4410
15 2300 101 40 180 6,30 2.58 1.96 | 2.45 109,98
16 200 101 40 180 0,12 5,10 | 2,21 0,70 37.69
Y7 500 | 751 22 | 120 | 999 | 326 ) 138 | 114 | 5LO2
i8 500 | 7.51 | 22 190 0,27 2,73 1,37 1,69 57,43
19 500 | 751 | 22 120 0,35 3,01 0,81 1,34 52,30
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Tabela 7.8. Andlise de variancia (ANOVA] para o milho transgénico.

Varidvel Resposta 24 Fear Feat/ Frap
Concentracio de pro-insulina 0.852 6,58 2.75
Concentracio de proteinas 0.839 18,30 5.89
Concentracio de AR (3,796 31.19 8,50
Concentracao de ART 0,872 10,73 3,57
Concentracio de polifendis 0,540 5,88 1,79

7.2.1. Concentracio de pré-insulina em solvente alcodlico

Os efeitos principais das varidaveis temperatura e tempo de extracio se
mostraram estatisticamente significativos a 90% de confianca {(Tabela 7.7, A
Figura 7.10 mostra os efeitos principais das varidvels estudadas sobre a

concentracac de pré-insulina extraida do endosperma do milho transgénico.

35,0 -

25,0 -

15,0 -

5,0 -

Efeitos (ng/ml}

5,0 -

rotacio [Vaiie temperatura termpo

-15.0

-25,0

Figura 7.10. Histograma dos efeitos principais das variaveis independentes
sobre a concentracdo de pré-insulina nos exiratos de endosperma de milho
transgénico utilizando etanol 70% em tampaoc glicina 50 mM pH 3,0 e DTT 5
mM.

Os efeitos da interacdo entre a velocidade de rofacdo e o tempo € entre a
temperatura e o tempeo também se mostraram estatisticamente significativos. O
aumento do {empo de extragdo levou a uma diminuicdo na concentracio de

pro-insulina. seja qual for a velocidade de rotacdo ou temperatura. A redugdo
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fol maior no nivel superior da velocidade de rotagdo (-41,84 g/ml) do que no
nivel inferior {-3,74 mg/ml). Novamente. para a temperatura a reducido foi
maior no nivel superior da temperatura {-43,61 g/ml} do que no nivel inferior {-
2,76 mg/ml). Comoc o objetivc € maximizar a extracdo de pro-insulina, a
temperatura deve ser mantida em seu nivel superior [(40°C). Ja as oulras
variavels devemn ser mantidas em seus niveis inferiores: velocidade de rotacio
300 rpm, tempe 60 min e razdo vim 1:5.

Como mnéo foi possivel a validacdo do modelo através do valor do
coeficiente de correlacéo {0.652) e do teste F (2,75 vezes o valor de F tabelado],
a analise da exiragdo da pré-insulina do milho {ransgénico também foi feita
com base na porcentagem da proteina fotal solivel {(9TSP} ¢ com base na
produtividade (Tabela 7.9). Pode-se chservar que as condigdes utilizadas nos
ensaios proporcionaram valores de %ISP e produtividade baixos guando
comparados aos ensaios utilizando tampéo bicarbonato de sédio 50 mM pH 10
e DTT 5mM. A produtividade média do ponto central e a maxima dos ensaios
foram 64 e 40 vezes menores, respectivamente, utilizando o solvente aicodlico.

As analises de SDS-PAGE e Western Blot dos extratos obtidos no
planejamento est@o apresentadas na Figuras 7.11 e 7.12, respectivamente.
Pode-se observar que a complexidade protéica dos extratos foi baixa para a
maioria das condi¢des de exiracfo testadas. © Western Blof dos extratos obtidos
nos ensaios a 40 °C (ensaios 5, 6, 7, 8, 13 e 15) apresentaram bandas mais
intensas, indicando que o efeito positivo da temperatura na extracao.

Apesar da baixa complexidade proté€ica obtida nos ensaios utilizando ¢
solvente etanol 70% em tampao glicina 50 mM pH 3,0 e DTT 5 mM, a
concentracdo de pré-insulina extraida foi baixa quando comparada a
concentragado obtida usando ¢ tampao bicarbonato de sédio 50 mM pH 10,0 ¢

DTT 5mM.
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Tabela 7.9. Resultados do planejamento fatorial completo para a exiragao de
pré-insulina com etanol 70% em tampdéo glicina 50 mM pH 3,0 e DTT 5 mM.

Concentracio | Concentracio Massa de pré-
ENSAIC | de pré-insulina | de proteina S TRE insulina{pg}/mass
{ng/mi total {mg/ml} a de farinhalg]
i 55,89 0.88 0,008 0,28
2 60,76 0,87 0,008 0,30
3 48,48 0,42 0.012 0,49
4 43.07 0,54 0,008 5,43
5 105,11 3,20 0,003 0,53
o] 135,11 3.56 0,004 0.68
7 77,17 1,87 2,004 0,77
8 96 .40 2,15 0,004 0,96
) 52,56 1.09 0,005 0.26
10 61,02 0.83 0,007 0,31
i1 47.94 0.49 0,010 0,48
12 36,92 0,59 0.008 0,37
13 66,14 4.95 0,001 0.33
14 44,10 2,25 0,002 0,22
15 109,98 2,45 0,004 1,10
18 37,69 0,70 0,005 0,38
17 51,02 1,14 0.004 0,38
18 57,43 1,69 0,003 0,43
19 52.30 1,34 | 0,004 0,39 |
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7.2.2. Concentracio de proteinas totais em solvente alcodlico

Os efeitos principais das wvaridaveis velocidade de rotagéo. razao vim e
temperatura se mostraram estatisticamente significativos a 95% de conflanga
(Tabela 7.7). A Figura 7.13 mostra os efeifos principais das variaveis estudadas
sobre a concentragio de proteinas extraida do milho transgénico. O coeficiente
de correlacdo [0.839] e o teste F (5,89 vezes o valor de F labelado) se mostraram
satisfatérios para a proposicao de um modelo.

Os efeitos da inferagdo enire a razio vim € a iemperatura e enire a
velocidade de rotacdc e o tempo também se mostraram significativos. Um
aumento na razdo vim leva a uma diminuicido na concentracioc de proieinas,
seja qual for a temperatura utilizada (dentro da faixa estudada). Esse efeito €
mais pronunciado no nivel superior da temperatura {-1,87 mg/mil) do que no
nivel inferior (-0,40 mg/ml}. G aumento da velocidade de rotacéo diminuiu a
extracdo de proteinas quando o tempo estava em seu nivel superior (-1.18
mg/ml} e quase ndo variou quando o tempo estava em seu nivel inferior {+0.12
mg/ml). A minimizacio da concentracdao de proteinas nos extratos € obtida
utilizando condicbes nas guais a razdo vim, velocidade de rotacéo e tempo

estejam nos niveis superiores e temperatura no nivel inferior.

Efeltos {mg/mi}
3
O

rotacio vin temperatura lempo

1.0~
15 -

Figura 7.13. Histograma dos efeitos principais das variaveis independentes
sobre a concentracao de proteinas totais nos extratos de endosperma de milho
transgénico utilizando etanol 70% em tampéo glicina 50 mM pH 3,0 e DTT 5
mM.
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A conceniragds de proteinas nos ensaios realizados com  solvente
alcodlico {ol Dbem inferior agquela obtida com o tampio bicarbonato. A
significancia dos eleitos das varidvels analisadas também diferiu, indicando que
o solvente utilizado ird influencisr no comportamento das variaveis sobre a
extracdo de proteinas do milho. Isic se deve, provavelmente, a diferentes
classes de proieinas exiraidas nestes dois solventes utilizados. Comoe dito
anteriormente [Capitulo 6], as zeinas s3o as principais proteinas extraidas em
solventes alcodlicos.

Shukla ef al. {2000] estudaram a extracio de zeinas de milho utilizando
solvente alcodlico através de um planejamento fatorial 24 completo. As variaveis
independentes esiudadas foram a temperatura, o tempo, a razio volume-massa
e a conceniracio de etanol. Os autfores também concluiram gque os efeilos da
temperatura ¢ da razfo volume-massa sao estatisticamente significativos
{p<0.08} na extracdo das zeinas, sendo gue as condi¢des de maxima exiracio
encontradas foram em temperatura de 45°C, 68% de etanol, razdo volume-

massa de 7.8:1 {g/ml) e tempo de extracao de 55 min.

7.2.3. Concentracac de AR em solvente alcoédlico

Os efeitos das varidveis temperatura € razdo vim se mostraram
estatisticamente significativos a 95% de confianca (Tabela 7.7). O coeficiente de
correlacdo (0.796) e o tesie F (8,59 vezes o valor de F tabelado} se mostraram
satisfatérios para a proposicao de um modelo. A Figura 7.14 mostra os efeitos
principais das varidveis estudadas sobre a concentragio de AR extraida do

endosperma do milho transgénico.
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Figura 7.14. Histograma dos efeitos principais das variaveis independentes
sobre a concentracdo de AR nos exiratos de endosperma de milho transgénico
utilizando etanol 70% em tampdo glicina 50 mM pH 3,0 e DTT 5 mM.

U comportamento da exiracio de AR foi bastante similar para os dois
tipos de solvente utilizados, sendo que a concentracio de AR foi um pouco
maior nos ensaios realizados com o tamp#&o bicarbonate. Portanto, assim como
nos ensaios de extracdo de AR com o tampdio bicarbonato, o efeito negativo da
razao vim, provavelmente, pode ser atribuido a diluicdo do extratc e o efeito
positive da temperatura ao aumento da solubilidade dos acucares redutores,
possivelmente, devido ac aumento do coeficiente de difusao.

Como a razdo vim apresentou um efeito negativo sobre a extracéo de AR,
deve-se procurar manter uma razdo vim mais elevada para minimizar esta
impureza. Ja o efeito da temperatura foi positivo, ou seja, um incremento na
temperatura de extracio ird favorecer a extrag@o de AR e, portanto deve-se
preferir a regido da superficie de resposta em que a temperatura esteja em seu
nivel inferior (4°C). Como as variaveis velocidade de rotacdo e tempo de extracio
nac se mostraram significativas na extracic de AR, seus valores devem ser

ajustados de forma a maximizar a extracdo da proteina recombinante.

7.2.4. Concentracao de ART em solvente alcodlico
Todos os efeitos principais das variaveis analisadas se mostraram

estatisticamente significativos a 95% de confianga na exiracac de ART (Tabela
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7.7v. O coeficiente de correlacdo {0.872) e o teste F (3,57 vezes o valor de F
tabelado] se mostraram satisfatorios para a proposicao de um modelo. A Figura
7.15 mosira os efeitos principais das variaveis estudadas sobre a concentracao

de ART extraida do endosperma do milho transgénico.

2,0 -

1R 4
a0 T

1,0 -
0,5 -
0,0 -

-0,5 — rotagio g v:ﬁ'_a- temperaliara termnpo

4.0 -
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T -

2,0 -
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Figura 7.15. Histograma dos efeitos principais das variaveis independenies
sobre a concentracaoc de ART nos extratos de endosperma de milho transgénico
utilizando etanol 70% em tampdao glicina 50 mM pH 3,0 ¢ DTT 5 mM.

Como os efeitos de interacio entre a temperatura e o tempo, entre a
velocidade de rotacio e o tempo e também entre a temperatura e a velocidade
de rotacio foram significativos € preciso interpretar estes efeitos
conjuntamente. Um aumento da temperatura, seja qual for a velocidade de
rotacdo, aumenta a concentracio de ART. Esse aumento € mais pronunciado
no nivel superior de rotacdo (+2,48 mg/ml} do que no nivel inferior (+1,07
mg/mil). Novamente, na analise da interacao do tempo de extracdo com a
temperatura, o aumento da temperatura, favoreceu a extragao de ART, sendo
que este aumento foi maior quando realizada a extragao em 180 min {(+2.80
mg/ml} do gque em 60 min (+0,65 mg/ml]. A velocidade de rotacao favoreceu a
extracio de ART, sendo esse efejto maior quando realizada a extragio em 180
min (+1,82 mg/ml) do que em 60 min (+0,20 mg/ml).

Os efeitos das variaveis sobre a exiracdo de ART utilizando solvente

alcoslico foram similares aos efeitos obtidos utilizando o tampao bicarbonato,
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O efeito da interacdo entre a velocidade de rotacdo e a temperatura
também se mostrou significativo. Um aumento da velocidade de rotagao, seja
qgual for a temperatura, aumenta a extracdo de polifendis. O aumento € mais
pronunciado noe nivel superior da temperatura (+0,62 mM) do gue nivel inferior
(+0.11 mM). Em geral, como os efeitos principais das variaveis foram todos
positivos na extragio de polifendis, seus valores devem ser mantidos nios niveis
inferiores de forma a minimizar a extracio deste interferente.

O comportamento da extracio de polifendis diferiu para os dois tipos de
solventes ulilizados. Enguanto que nos ensaios realizados com tampao
bicarbonato nenhumn dos efeitos se mostrou significativo, para o solvente
alcodlico, a extracdo de polifendis foi influenciada significativamente pelas
variaveis analisadas. Além disso, a concentracdo de polifendis foi superior na

maloria dos ensalos realizados com tampao alcodlico.

7.3. Conclusdes sobre o efeito das varidveis operacionais na extracao

Esta etapa do trabalho teve como objetive principal analisar os efeitos de
quatre variaveis operacionals na extracdo da pré-insulina  humana
recombinante produzida em milho transgénico — temperatura, tempo,
velocidade de rotagdo e razdo volume:massa — utilizande duas solucdes
extratoras, sendo importante ressaltar que, além da eficiéncia da recuperacio
da proteina heterdloga. era de interesse que o conteido de impurezas no
extrato em iermos de concentracdo de carboidratos, polifendis e proteinas
nativas fosse minimizado.

Também nesta etapa do trabatho, as condigbes operacionais
influenciaram  significativamente a composi¢ic dos extrates de milho,
fornecendo informacdes basicas sobre a solubilidade destes componenies do
mitho. Tais informacoes podem assim contribuir para estudos de extracdc de
diferentes proteinas heterdlogas produzidas em milho.

As principais conclusées dos efeitos da temperatura, razio vim, tempo ¢
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velocidade de rotacao para cada varidvel resposta analisada sio detalhadas a
seguir tanto para os ensaios do planejamento experimental utilizando o tampao
bicarbonato de sédio 50 mM pH 10,0 e DTT 5mM, guanto para 0s ensaios com
o solvente etancl 70% em tampao glicina 50 mM pH 3,0 e DTT 5 mM.

L. Concentracdo de agucares redufores [ARl: As varigveis gue mais
influenciaram na extracdo destes carboidratos foram a razdo vm e a
temperatura, sendo que os efeitos destas varidveis se mostraram significativos
na extragao de AR para os dois tipos de solventes utilizados, ou seja, a
influéncia das varidveis operacionais na extracao de AR independe do solvente
utilizado. No entanto, a conceniracdo de AR nos extratos utilizando o tampao
bicarbonato foi aproximadamente o dobro da obtida em solvente alcodlico. para
a malioria dos ensaios. Como o efeito da razéo vim foi negativo e da temperatura
foi positivo, para minimizar a concentra¢fo de AR nos extratos deve-se procurar
manter uma razao vim no seu nivel mais elevado (10:1) e a temperatura em seu
nivel inferior (4°C).

2. Concentracao de acgticares redutores totais (ART): Todas as variaveis
analisadas se mostraram estatisticamente significativas na extracdo de ART
para as duas solucdes extratoras. Isso nos leva a estender a conclusio obtida
para a extracdo de AR, de que influéncia das variaveis operacionais na extracio
de AR independe do solvente utilizado, para a extracio de carboidratos em
geral. A concentracdo de ART nos extratos utilizando o tampao bicarbonato foi
superior a concentragdo obtida em solvente alcodlico, para a maioria dos
ensalos. O efeito da razdo vim fol negativo, enquanto que a temperatura, a
velocidade de rotagio e o tempo tiveram efeitos positivos na extracio de ART, de
forma que, para minimizar a concentracdo de carboidratos no extrato, deve-se
manter uma razao vim no seu nivel mais elevado {10:1) e a temperatura,
rotacdo ¢ tempo em seus niveis inferiores {4°C, 300 rpm e 60 min,
respectivamente).

3. Concenlragdo de polifendis: A extragdo de compostos fendlicos

utilizando o tampido bicarbonato nac sofreu influéncia significativa das
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varidveis operacionais analisadas, enquanto que guando se utilizou o solvente
alcodlico, as varidveis velocidade de rotacao e temperatura foram consideradas
estafisticamente significativas. Além disso, a conceniracdo de polifendis nos
exiratos alcodlicos fol superior para fodas as condicdes experimentals
analisadas. Os efeitos das quatro variaveis na extragdo de polifendis com
solvente alcodlico foram positives, de forma que para minimizar a concentracgao
de polifendis nestes extratos deve-se manier a razido vim, a temperatura,
rotacdo e tempo em seus niveis inferiores (5:1, 4°C, 300 rpm e 60 min,
respeciivamente}.

4. Concentracdo de proteinas: As variaveis que influenciaram a extiracao
de proteinas em tampdo bicarbonato foram a razfo vim e a velocidade de
agitacdo, enquanto gue em solvenie alcodlico além deslas duas variavels, a
temperatura também foi significativa, apresentando um efeito positivo na
extracdo de proteinas. A velocidade de rotacdo apresentou um efeito positivo
quando se utilizou o tampéo bicarbonato e negativo para o solvente aicodlico.
Ja a razao v:m apresentou um efeito negativo para ambos solventes. Essas
diferencas na influéncia das varidveis operacionais pode ser atribuida as
diferentes classes de proteinas que sio extraidas em cada um destes solventes.
Por exemplo, como discutide anteriormente, em tampao alcodlico se extrai
majoritariamente as prolaminas do milho, enquanto que em tampéaoc alcalino
pode-se extrair proteinas das guatro classes, ou seja, albuminas, globulinas,
prolaminas e glutelinas.

5. Concentracdo de pré-insulina: Assim como na extracdo de proteinas
nativas do milho, a influéncia das variaveis operacionais na extracao de pré-
insulina diferiu dependendo do solvente utilizado. Para as extracOes realizadas
com o tampao bicarbonato. as varidveis que mais influenciaram foram a
temperatura, seguida pela razdc wvim, gue apesar de naoc ter sido
estatisticamente significativa, o seu efeito foi importante na concentracac de
pro-insulina nos extratos. O efeito da temperatura fol positivo, enquanto que a

razio vim teve um efeito negativo. J4 para os extratos obtides utilizando o
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solvente alcodlico, as varidveis tempo e temperatura se mostraram
estatisticamente significativas. A temperatura também teve um efeito positivo
com este solvente ¢ o tempo teve um efeito negativo na extracido da pré-
insulina.

No entanto, a eficidncia da recuperacio de pro-insulina foi bastante
superior quando se utilizou o tampao bicarbonato, sendo que, a concentracio
de pré-insulina nos extrafos obtidos com o tampéo bicarbonato chegou a ser
mais de 100 vezes superior ac valor da concentracio de pré-insulina no extrato
alcodlico, para uma mesma condigdo experimental. Portanto, selecionou-se o
tampao bicarbonato de sédic B0 mM pH 10,0 ¢ DTT 5mM e as variaveis
independentes temperatura e razdo vim para serem analisadas em um
planejamento fatorial 22 completo do tipo eswrela visande a otimizacio da
extracdo de pro-insulina do endosperma do milho transgénico pois, de uma
maneira geral. estas foram as varidveis operacionais que mais influenciaram na

extracao dos componentes do milho analisados.
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Capitulo

Otimizacdo da exiracio da pré-insulina humana recombinante
do milho transgénico

A otimizacao da extracdo de pré-insulina da farinha do endosperma do
milho transgénico em tampao bicarbonate de s6dio 50 mM pH 10,0 e DIT 5
mM foi realizada utilizando um planejamento fatorial completo 22 do tipo
estrela para avaliar a influéncia de duas variaveis independentes selecionadas
no Capitulo 7, a temperatura e a razao volume:massa, sobre as mesmas
variaveis respostas da etapa de extracio analisadas anteriormente:
concentragdo de pré-insulina, acucares redutfores [AR), acticares redutores
totais (ART], polifendis ¢ proteinas totais. O planejamento em estrela permite
que sgjam gerados modelos quadraticos afravés da adicdo de ensaios nos
pontos axiais, possibilitando assim um conhecimento sobre a curvatura da
superficie de resposta. Os valores descedificados de cada nivel utilizado estao

apresentados nas Tabela 8.1.

Tabela 8.1. Valores utilizados no planejamento fatorial da otimizacic da
extracao de pré-insulina.

Nivel -1,41 -1 0 +3 +3,41
Razio vim (ml/g) 4:] 5:1 7:1 9:1 101
Temperatura {°C) i 15 25 35 40
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Comeo a faixa de temperatura utilizada no Capitulo 7, de 4 a 40 °C, foi
uma faixa relativamente grande, optou-se por reduzir este intervalo para de 10
a 40 °C. A razao vim foi avaliada de 4:1 a 10:1 gue é uma relacdo adeguada
para evitar a diluicdo excessiva do extrato e ao mesmo tempo minimizar a
concentracao das impurezas analisadas. A velocidade de rolacio do impelidor
foi mantida no valor do ponto central do planejamento anterior do Capitule 7
{500 rpm) e o fempo necessario a exiragdo de pré-insulina fol monitorado em
trés intervalos de tempo, visando uma analise da cinética para cada condicio
testada. As outras variaveis respostas foram analisadas somente no final da
exiracaco (apos 3h). O planejamento experimental utilizado bem como os
resuliados obtidos est8o apresentados na Tabela 8.2, Os coeficientes de
regressao, desvio padrido, o valor t e o valor p para as varidveis resposta estdo
apresentados na Tabela 8.3 e a Tabela 8.4 apresenta a analise de varincia

[ANOVA].

Tabela 8.2. Resultados dos ensaios do planejamento fatorial completo para a
extracio de pro-insulina do endosperma do milho transgénico.

Concentracic
Ensaic| T (°C) Rjiin Pro-insulina | Proteinas AR ART Polifendis
(mi/g | (hg/ml | (mg/my | (mg/mi) |(mg/mi)| (mg/mi)
1 35 9:1 12,22 5.04 0.91 2,92 1,15
2 35 501 10,66 8,78 1,96 5,31 1,35
3 15 9:1 9,22 4,76 0,62 2,73 1,43
4 15 5:1 5,20 6,51 1,50 5,03 1,53
5 25 71 9,49 5,72 1,03 3,12 1.47
6 25 7:1 10,81 5,76 1,00 3,15 1,42
7 25 7:1 10,07 5,89 1,07 3.24 1.40
8 40 7:1 16,26 5,85 1,41 3,85 1.16
9 10 7:1 5,82 5,13 0.92 3.42 1,51
10 25 10:1 13,46 4,38 0,74 2,28 1.57
i1 25 4:1 5,09 7,43 2,70 7,15 1,49
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Resultados e Discussdoes V

Tabela 8.4. Anilise de varidncia (ANOVA) para o milho transgénico.

Variavel Resposta R Foat Fear/Frap
Conceniracido de préo-insulina 0,861 24,78 5,56
Conceniragao de proteinas 0,961 99,17 22,24
Concentracio de AR 0,882 30,02 6,73
Concentracio de ART 0,948 75,73 15.98
Concentracio de polifendis 0,589 12,92 2,52

8.1. Anélise da extracio de pré-insulina huwmana recombinante

Antes da realizacdo da seqgiiéncia de ensaios prevista no planejamento
experimental, realizou-se um estudo da cinética da extracio da pro-insulina
nas condicdes do ponto central {razdo vim 7:1 e temperatura de 25°C] visando a
determinar o tempo necessario para a maxima extrac¢io desta proteina nesta
condicao. As amosiras foram analisadas por ensaio ELISA (Figura 8.1) ¢

também. qualitativamente, por SDS-PAGE ¢ Western Blotf (Figura 8.2}.

5.0 -
40 -
3.0 -

2.0~

pro-insuling (ug/mi)

1.0 - o]
i O

.08 : :
0 a0 &0 80 120 150 1890 210
tempo {min)

Figura 8.1. Cinética da extragdo de pro-insulina do endosperma do milho
transgénico em tampdao bicarbonato de sodic 50 mM pH 10,0 ¢ DTT 5mM na

razdo v:m 7:1 e temperatura de 25°C e velocidade de rotacao do impelidor de
500 rpm.

Os resultados obtidos indicam que a cinética da extracio de pré-insulina

é relativamente lenta e gue somente apdés 2h de exiragdo parece haver um
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equilibrioc na concentragdo desta proteina no extrato. A fim de avaliar a
influéncia dos parametros temperatura € razdo v:m na cinética de extracio da
pro-insulina. realizou-se um acompanhamento da conceniracao de pré-insulina
em todos 08 ensaies previsios no planejamentce experimental duranie 3h,

coletando-se wma amostra do extrate a cada 1h {Figura 8.3}

kDa C+MM 1 2 3 4 5 .6 7 8

g7 & e
&6
45

30
20.1

14.4

Figura 8.2. Eletrolorese SDS-PAGE e Western Blot da cinética da extragdo de pro-
ingsulina em tampdéo bicarbonato de sddio 50 mM pH 10 e DTT bmM naraz8ovim 7:1 ¢
temperatura de 25 °C e 300 rpm de velocidade de rotacio do impelidor. MM:
marcadores de massa molecular. Pistas de 1 a 8: amostras coletadas apds 10, 20, 30,
60, 90, 120, 150 ¢ 180 min de exiracao. Pista 9: duplcata da amostra em 180 min.
C+: amostira de pro-insulina. Volume de amostra; 5 gl (SDS-PAGE] ¢ 15ul {Western
Blof). A seta indica a banda de pré-insulina.

—#—gnsaic 1
10,0 - —&— ensaio 2

% ‘ —zir- gnsaio 3

= 8,0 - wei e 2N5810 4

= 3 2NSAI0 5

© .

2 - S = b ISAI0 7

foml .

= ensaic 8

> 40 - ,

5 e g S0 G
50 v gngaio 10

A r—E—ensaio 11

D;O .

50 75 100 125 150 175 200
fempo (min)

Figura 8.3. Acompanhamento da concentracio de pro-insulina nos extratos do
milho transgénico.
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Dependendo da condicfo de extracio utilizada, a concentracio da
profeina parece somente aumentar com o tempo de extragio, enguanto que em
outras condi¢des, ocorre um maximo apos 2h de extracdo. Como o objetivo &
maximizar a exiracao de pro-insuling, a avaliacdo dos efeifos das variaveis foi
feita com amostras obtidas apés 2h de extracio.

O termo linear para a lemperatura e para a razdo vim se mosiraram
estatisticamente significatives a 959% de confianca (Tabela 8.3). Tante a
temperatura guanto a razac vim exerceram um efeifo positive sobre a extragio
de pro-insulina.

O coeficiente de correlacio {0,861} e o teste F (5,56 vezes ¢ valor de F
tabelado) a 95% de conflanga se mostraram satisfatérios para a proposicio de
um modelo. Ignorando os efeitos néo significativos na resposta final, o modelo
linear (codificado) obtido mostrou que a extracio de pré-insulina depende da

temperatura € da razao vim através da seguinte equagio de primeira ordem

{(Equacio 8.1}
{Pro-insulina] {(ug/mi) = 10,16 + 2. 78 {Temperatura) + 1,52.(Razdo vim) Equacac 8.1

Esse modelo fol entdo utilizado para a construcéoc do grafico de supertficie de

resposta (Figura 8.4).

oy g

BEE 155826
. cbove

Figura 8.4. Superficie de resposta para a extracio de pro-insulina do milho
transgénico como uma funcio da temperatura e razdo vim.,
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A superficie de resposta indica que a regias 6tima para maximizar a
extracio de pro-insulina do milho transgénico € aquela na qual a temperatura ¢
a razac vim esiac em seus nivels superiores, uma vez que o valor maximo de
ternperatura utlizado, 40°C, € um valor Himite para que se evite a desnaturacio
da maioria das proteinas {Damodaran, 1985) e a razdo vim 10:1 é uma relacao
adegquads para evitar a diluicio excessiva do exiraio.

A andlise da extracic da pro-insulina do milho transgénice também fol
feita com base na porcentagem da proteina total solivel (9TSP) e com base na
produtividade, isto €, a quantidade de pré-insulina extraida por massa de
farinha (Tabela 8.5). A analise dos efeitos para a produtividade e %WTSP também
apresenton  comportamentic  similar ac da  concentracio  [dados nao

apresentados).

Tabela 8.5. Porcentagem da proteina total soluvel e produtividade da extracéo
de pré-insulina do milho transgénico em tampéo bicarbonato de sodio 50 mM
pH 10,0 e DTT 5 mM.

Ensaio T v:m Pr‘(’é’;ﬁ;m % TSP iniﬁﬁ}g /iz;sa
de farinha(g)
1 35 G:1 12,224 0,243 109,93
2 35 301 10,664 0,187 53,32
3 15 9:1 9,219 0,194 82,90
4 i5 5:1 6.200 0,095 31.00
5 25 7l 9,403 G, 166 66.48
5] 25 71 10,608 3,189 76,39
7 25 71 10,086 0,171 70,49
a8 40 731 16,260 0,278 113.86
9 10 7.1 5,821 0,113 40,76
10 25 10:1 13,464 0,306 134,64
11 25 4:1 8,086 0,109 32.35

O ensaio de SDS-PAGE dos extratos obtidos no planejamento estd

apresentado na Figura 8.5. Nota-se que a complexidade protéica dos extratos
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aparentemente nao variou para as diferentes condigdes de extracao.

Figura 8.5. Eletroforese SDS-PAGE {gel 15%) dos ensaios da otimizacio da
exiracdo de pré-insulina humana recombinante do milho transgénico. MM:
marcadores de massa molecular. Pistas de 1 a 11: amostras dos exiraios
obtidos nos ensaios de 1 a 11, respectivamente.

Pode-se observar que os valores das concentracbes de pro-insulina
utilizados para fazer as analises esiatisticas sao superiores aos valores
apresentados nos ensaios da cinética {Figura 8.1} e também da Figura 8.3. A
justificativa desta variacao se deve ao fato de que, apds a realizacdo dos ensaios
de validacao do modelo, observou-se que os valores de concentracdo de proé-
insulina foram gquantitativamente superiores aos esperados. Suspeitou-se gue
isto ocorreu devide a4 mudanca de lote de wm dos reagentes utilizados na
extracdo, o DTT. Para a verificacdo desta hipdtese, repetiram-se todos os
ensaios do planejamento experimental com o novo reagente e como resultado,
os valores das conceniragdes de pré-insulina aumentaram significativamente,
mantende, no entanto, a mesma tendéncia observada anteriormente.

A validacéo do modelo obtido (Equacdo 8.1) foi feita através da realizacéo
de ensaios em triplicatas em trés condicdes experimentais presentes na
superficie de resposta da Figura 8.4. As condictes selecionadas e os resultados
obtidos estac descritos na Tabela 8.6, Estes dados foram usados na realizacio
do ieste de Tukey, que € um teste para avaliar a existéncia de significancia
estatistica na diferenca das médias. O teste de Tukey fornece a minima

diferenca significativa para gue duas amosiras possam ser consideradas
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significativamente diferentes, dentro de um determinado intervalo de confianca.

Tabela 8.6. Ensalos da validacdo do modelo de extracio de pro-insulina do
milho transgénico em tampdc bicarbonato de sédio 50 mM pH 100 e DIT 5
mM.

: ; Concentracio £ g1 Diferenca
Tratamento ! Ensszio T ViEn de pré-insulina Meédip entre as
{;.Lg/ml} médias
1 1,41 1,41 21,71
A . Aam =
2 (40°C) | (3011 19,60 20,72:1.06 | 1,85
3 20,84
4 0 1,41 18.63
B _ . -, Age =
5 {25°C) | {10:3) 19,42 18.87+0.48 | 11.79
G 18 558
7 -1,41 4 -1.,41 85.81
'S ﬁjﬁ\’c =
3 (16°C) 1 4013 7.87 7,08+0,70 13.64
g 6,56

Para a realizacao do teste de Tukey foi feita uma andlise de variancia
{(ANOVA), apresentada na Tabela 8.7, e entdo se calculou o valor da menor

diferenca significativa (MDS]), utilizando a equacéo 8.2:

MO
MDS = qx/ nem Equacao 8.2

Onde g ¢ tabelado de acordo com o ndumero de tratamentos e graus de liberdade
do erro, para um deferminado intervalo de confianca; MQe € a média dos

quadrados do erro € n € o ntimerc de réplicas dos iratamentos.

Tabela 8.7. Analise de variancia para o teste de Tukeyv a 95% de confianca.

Fonte de variacao Soma dos Graus de Meédia dos Tesie P
Quadrados Liberdade Quadrados
Tratamento 328,27 2 i64.14 266,84
Erro 3.69 & 0,62
Total 331,86 &
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Para um mtervalo de confianca de 95%, o valor de g{0,08, 3, 6] ¢ 4,34
Assim, o valor da MDS calculado pela equacdo 8.2 foi de 1,97, ou seja, para que
haja diferenca significativa entre as diferentes condices experimentais
(Tratamento A, B e (] € preciso que a diferenca enire as médias obtidas seja
igual ou malor que 1,87,

e acorde com os valores apresentados na Tabela 8.6, a unica diferenca
entre as meédias cujo valor € menor que a MDS € a diferenca enfre os
tratamentos A ¢ B {Ase = 1.85). Desta forma. pode-se afirmar que nio ha
diferenca significativa, a 95% de confianga, entre os valores de concentracao de
pré-insulina obtidos a temperaturas de 25 e 40°C, na razao vim de 1:10.

Comeo, em relacdo & engenharia de processo, a exiracdo & temperatura
ambiente € mais vantajosa, em termos de custo, do que a 40°C, a condicdo
experimental Otima para a exiracdo da pré-insulina € a seguinte: temperatura
de 25°C, razdo vim de 10:1, tempo de extragfo de 2h e velocidade de rotacido de
300 rpm, tendo como solvente o tampéc bicarbonato de sédio 50 mM pH 10,0 ¢

DTT bm.

8.2. Concentracio de proteinas totais

Somente os termos lineares para a temperatura ¢ para razio vim se
mostraram estatisticamente significativos, a 95% de confianca, na exiracido de
proteinas (Tabela 8.3]. A razdo vim exerceu um efeito negativo sobre a extracio
de proteinas, enquanto a temperatura apresentou um efeito positivo.

O coeficiente de correlagao (0,961) e o teste F (22,24 vezes o F tabelado) a
95% de confianga se mostraram bastantes satisfatérios para a proposicido de
um modelo. O modelo obtido {com a exclusao de efeitos ndo significativos) para
a concentracdo de proteina nos extratos foi utilizado para a construcio do
grafico de superficie de resposta (Figura 8.6).

Para minimizar a extracdo de proteinas nativas do milho deve-se procurar
trabalhar na regido da superficie de resposta na qual a razio vim esteja em seu

nivel superior ¢ considerar a temperatura 6tima de extracdo da proteina
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recomnbinante no processo.
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Figura 8.8. Superficies de resposia para a extracio de proteinas do milho
transgénico como uma funcéo da temperatura e razio vim.

8.3. Concentracio de aclcares redutores (AR]

Somente os termos linear e quadralico para a razac vim se mostraram
estatisticamente significativos a 95% de confianca, enquanto a faixa de
temperatura estudada nao influenciou significativamente a extracdo de AR
(Tabela 8.3). A razdo v:m exerceu um efeito negativo sobre a extracédo de AR,
indicando gue um incremenio na razdc vim de 5:1 para 7:1 ird diminuir a
concentracao de AR presente no extrato. Este fato, como ja discutido no item
7.1.3, se deve a uma maior quantidade de solvente em relacfo & massa de
farinha.

O coeficiente de correlacdo {0,882) e o teste F {6.73 vezes o valor de F
tabelado)} a 95% de confianca se mostraram satisfatérios para a proposicio de
um modelo. O modelo obtido {com a exclusdo de efeitos néo significativos) para
a concentracao de AR nos exiratos foi utilizado para a construcao do grafico de
superficie de resposta (Figura 8.71.

Como o objetivc desta analise ¢ encontrar uma condicao otima para
minimizar a extracdo de impurezas, no caso 0s agucares redutores, deve-se

procurar trabalhar na regido da superficie de resposta na gual a razdoc vin
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esieja em seu nivel superior e como a temperatura nio influenciou
significativamente a extracao de AR, deve-se considerar a temperatura étima de

extragao da proteina recombinante no processo.

ey

o T T T R
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Figura 8.7. Supertficie de resposta para a extracio de AR do endosperma do
milho ransgénico como uma funcio da temperatura e razao vim.

8.4. Concentracéo de acidicares redutores totais (ART]

Assim como na extragdo de AR, somente os termos linear e quadratico
para a razac vin se mostraram estatisticamente significativos a 95% de
contfianga e aqui, novamente, a razdo vim exerceu um efeito negativo sobre a
extracdo de ART (Tabela 8.3].

O coeficiente de correlacac (0,949] e o teste F {16,98 vezes o valor de F
tabelado) a 95% de confianca se mostraram satisfatorios para a proposiciao de
um modelo. O modelo obtide (com a exclusdo de efeitos nao significativos) para
a concentracao de ART foi utilizado para a construcgdo do grafico de superficie
de resposta (Figura 8.8).

Apesar de no planejamento completo 2¢ do capitulo anterior os efeitos
principals de tedas as varidveis terem se mostrados significativos na extracao
de ART ({descritc no item 7.1.2), neste planejamenio experimental a
temperatura nac se mostrou estatisticamente significativa. Uma possivel
explicacdo para este resultado seria a grande influéncia que o efeito da razdo

vim na concentracac de ART do extrato, gue pode ter minimizado a influéncia
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da temperatura no processo. No geral, o comportamento da exiracas de ART se
mostrou bastante similar ao de AR e, portanto, para minimizar a extracio de
ART nos extratos deve-se procurar trabalhar na regifo da superficie de resposta
na qual a razdc vim esteja em seu nivel superior e considerar a temperatura

6tima de exiracio da proleina recombinanie no processo.

= 'm

800000000

\:\\u\‘?&%h P

Figura 8.8. Superiicies de resposta para a extracdo de ART do endosperma do
milho transgénico como uma funcao da temperatura e razao vim.

8.5. Concentracdo de polifenéis

Somente ¢ termo linear para a temperatura se mostrou estatisticamente
significativo para a extracio de polifendis, a 95% de confianca. Isto significa
que, estatisticamente. na faixa de valores estudada, a extracdo de polilendis
independe dos valores de razdo vim utilizados no processo (Tabela 8.3].

O coeficiente de correlacio {0,588} ¢ o teste F {2,52 vez o valor de F
tabelado) a 95% de confianca nao se mostraram satisfatérios para a proposicéo
de um modelo. Como a temperatura teve um efeito negativo na extracao de
polifendis, deve-se utilizar a temperatura em seus niveis superiores para
minimizar a extracdo de polifendis e considerar as condi¢des otimas de razdo

vim para a extra¢ao da proteina recombinante.
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8.6. Conclusdes sobre a otimizacio da extracédo da pré-insulina

Nesta etapa do trabalho realizou-se um estudo visando & otimizacao da
extracdo de pro-insulina da {arinha do endosperma do milho transgénico em
tampao bicarbonato de soédio 50 mM pH 10,0 ¢ DTT 5 mM, através de um
planejamento fatorial completo 22 do tipo estrela. As varidveis independentes do
processo — temperatura € razao vim — foram previamente selecionadas em um
planejamento experimental 24, descrilo no Capitulo 7. A analise de otimizacioc
da extra¢aoc de pro-insulina foi realizada em conjunto com a minimizacao de
alguns dos componentes naturais do milho, incluindo os carboidratos,
polifendis e proteinas nativas.

Observaram-se algumas alteracdes na significincia estatistica dos efeitos
das wvariavels temperatura e razdoc wvin em relacdo ao planejamento
experimental do Capitule 7. Provavelmente, o efeito da variavel razdo vim possa
ter dissimulado o efeito da {emperatura em algumas das respostas. Oulra
possivel causa destas alteragdes seria o fato de que a farinha de endosperma
utilizada neste planejamento {oi diferente daquela utilizada anteriormente. Esta
nova farinha foi preparada a partir de milhos transgénicos de uma geracéo
diferente {mais avancada) e pelos resultados obtidos, a expressiao de pro-
insulina fol maior nesta Gltima geracdo de sementes. Os valores maximos de
concentragac de pré-insulina obtidos com a nova farinha foram 20.72 ug/ml ou
0,45% TSP, comparados a 4,56 ug/ml ¢ 0,08% TSP obtides com a farinha
utilizada nos ensaios descritos no Capitule 7. Segundo Twyman et al. (2003]).
niveis de expressic entre 0,1 ¢ 1% TSP siao suficientemente competitivos em
relacdo a outros de sistemas de expressao para viabilizar economicamente ¢
uso de plantas comoe biorreatores.

As analises das superficies de resposia e do tesie de Tukey indicaram que
a regiao otirna para maximizar a extracao de pro-insulina do milho transgénico
e ao mesmo tempo minimizar a concentragdo dos compostios interferentes €
aquela na qual a razao vim seja de 1:10 e a temperatura de 25 °C. Esta

condicéo, em um tempo de extracac de duas horas e agitacdo a 500 rpm, ¢ a
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indicada comeo Otima para a exiracao da pro-insulina humana recombinante do
mitho transgénico. A analise da extracio da pré-insulina do milho transgénico

em termos de produtividade e WTEP (ambém levaram a esia mesma conclusio.
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Capitulo 9

Conclusdes e sugestoes para trabalhos futuros

3.1. Conclusdes

O objetivo deste trabalho foi estudar o processo de extracio da pro-
insulina humana recombinante produzida no endosperma de milho
transgénico. Neste contexto, avaliaram-se os exiratos agquosos de seis
variedades de milhos comerciais quanto as propriedades relacionadas 4 RPB —
concentracao de componentes nativos do milho (carboidratos, compostos
fenolicos e proteinas), taxa de filtracao e teor de lipideos — e realizou-se a
selecdo e otimizacdo das varidveis operacionais relevantes na extracao da pro-
insulina em conjunto com a minimizacéo dos componentes nativos do milho.

Em relacéo a primeira etapa do trabalho, que envolveu a comparacao dos
extratos aquosos de seis variedades de milhos comerciais, concluiu-se que as
sementes de milho do tipo doce apresentaram, em geral, um desempenho
inferior as outras variedades em relacfo ao uso como matéria-prima em um
processo de RPB de proteinas heterdlogas. No entante, n&o fol observada
nenhuma diferenca expressiva na qualidade dos extratos obtidos utilizando as
variedades QPM BR451, QPM BR473 e o milho comum, indicando que a
escolha entre essas variedades mndc irda afetar significativamente o
processamento da proteina recombinante.

Na segunda etapa do trabalho, através da analise dos efeitos do pH ¢ da
forca idnica na extracio da pré-insulina humana do milho transgénico, pode-se
concluir que a pré-insulina nado foi eficientemente extraida nas condigdes
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avaliadas e que esta se encontra, possivelmente, associada a outros
componentes nativos do milho.

Assim, ma ierceira elapa do trabalho, foi realizada uma analise da
eficiéncia de exiracdo da pré-insulina da farinha do endosperma do milho
ransgénico em diferentes solugdes e selecionaram-se duas, entre irinia
solugbes extratoras mais eficienies para prosseguir os estudos de extracio: o
tampac bicarbonato 50 mM pH 10,0 e DIT 5 mM e o tampado alcodlico
composto por uma solugido de etanol 70% em tampéio glicina 50 mM pH 3.0 e
DTT 5 mM. Estes estudos também permitiram a verificaclo do efeito importante
do agente redutor na solubilizacfo da pro-insulina recombinante.

A influéncia das variaveis operacionais do processo de extracioc nestes
dois solvenies selecionados fol avaliada visando a meaximizacao da exiracio da
proteina recombinante e a minimizacio do contetido de impurezas no extrato.
Neste estudo pode-se concluir que a influéncia das varidavels operacionais
diferiu dependende do solvente utilizade. A eficiéncia da recuperacio de pré-
insulina foi bastante superior quando se utilizou o tampao bicarbonato, sendo
gue, a concentracao de pré-insulina nos extratos obtidos com o tampédo
bicarbonate chegou a ser mais de 100 vezes superior ac valor da concentracio
de pré-insulina no extrato aleodlico, para uma mesma condicao experimental.
Portanto, selecionou-se o tampao bicarbonato de sédio 50 mM pH 10,0 ¢ DTT
5mM e as variaveis independentes lemperalura e razdo vim para serem
analisadas em um planejamento f{aforial 27 completo do tipo esirela visando a
otimizacdo da ex{ragéc de pré-insulina do endosperma do milho transgénico.

Os valores maximos de concentracio de pré-insuling obtidos foram 20,72
ug/ml ou 0,45% TSP. As analises das superficies de resposta e do teste de
Tukey indicaram que a regifio 6tima para maximizar a extragao de pro-insulina
do milho transgénico e ac mesmo tempo minimizar a conceniragdc dos
compostos nativos analisados € aquela na gual a temperatura seja 25 °C e a
razdo vim 10:1. Esta condicio, em um tempo de extracdo de duas horas em

agitacao a 500 rpm, € a indicada como 6tima para a extracao da pro-insulina
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hurmnana recombinante do milho transgénico.

Como conclusdes gerais, constatou-se que a escolha da variedade de
milho comercial influenciou a complexidade do extrato, sendo dque as
variedades QFPM e o milho do tipo comum foram o$% gue apresentaram, €m
termos de processo, caracleristicas mais vaniajosas do gue as variedades de
milho do tipo doce: a pré-insulina ndo fol eficientemente exiraida em solugdes
simples de 4gua a um pH controlado e a presenca do agente redutor no tampao
de extracao foi importante na solubilizacdo desta proteina: a extracaoc de pro-
msulina foi mais eficiente em tampac alcalino em relacfo ac tampao alcodlico,
que é amplamente utilizado na solubilizacéo das zeinas do milho e, finalmente,
as variaveis de processo gque mais influenciaram a exiragdo foram a

tfemperatura e a razago vinL.

9.2. Sugestdes para trabalhos futuros

Para dar continuidade a este trabalho, sugere-se gue sejam realizados
experimentos em uma escala maior, utilizando reatores de volumes suficientes
para obtencao de dados que permitam estudar a fluidodinamica do processo.
Pode-se ainda complementar os estudos com uma avaliacdo da influéncia dos
tipos de agitadores empregados, bem como uma avaliacdo da influéncia do
tamanho de particula na eficiéncia de extracdo. Uma outlra sugestao seria
avaliar a eficiéncia da extracio apods a adigéo de um segundo estagio.

Em relacio as etapas posteriores a extragao, sugere-se que sejam
realizados estudos visando 4 concentracio e purificacdo da pro-insulina nos
extratos. Como técnicas de concentracéo poderiam ser avaliadas a precipitacao
isoelétrica e também a precipitacio com o sal sulfato de amodnio. A
cromatografia de fiitracdo em gel poderia também ser utilizada para concentrar
a pré-insulina. Como técnicas de purificacdo poderiam ser utilizadas a
cromatografia de troca idnica ou a hidrofobica. Poderia também ser avaliada a
purificacdo por cromatografia de afinidade a fons metalices (IMAC), uma vez

que a pré-insulina possui residuos de histidina superficialmente localizados.



Conclustes

Adicionalmente, como uma das principais dificuldades encontradas neste
trabalho foi relacionada & parte analitica, sugere-se que seja estudado o
desenvolvimentc de um profocolo de ELISA para a quantificagidc da pré-
insulina. © uso de kits comerciais de ELISA apresentaram resultados bastante
satisfatérios, no entanto, como eles possuem um custo elevado, as andlises

foram limditadas.
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