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Resumo

Os trabalhos realizados utilizando plantas transgénicas como biorreatores para
producdo de proteinas recombinantes indicam que a canola, o milho e a soja sdo candidatos
de grande potencial. Apesar da semente de soja e suas proteinas serem sistemas bem
estudados, ndo existem estudos sistematicos e comparativos sobre da utilizagdo da soja
como um biorreator, no tocante a extragao e purificacdo de proteinas recombinantes. Até
hoje, segundo a literatura consultada, s6 existe uma tentativa de usar soja como biorreator
(Russel et al.,, 2005), mas por causa da baixa expressdo da proteina recombinante
(hormdnio de crescimento humano), este estudo aparentemente nao teve continuidade. O
objetivo deste trabalho foi avaliar, sob o ponto de vista de recuperagdo (extragdo) e
purificacdo, sementes de soja como biorreatores para producao de proteinas recombinantes,

usando B-glucuronidase recombinante (rGUS) como proteina modelo.



i

Abstract

The work done on the field of using trasgenic plants as bioreactors indicates the
soybean, canola and corn as a plants of choice. Although the extraction and purification of
soybean seed proteins is well studied and the plant is relatively easy to transform, there is
practically no study done with transgenic soybean seeds expressing recombinant proteins in
terms of downstream processing. To our knowledge, soybean was used to produce human
growth hormone (Russel et al., 2005), but the study of purification was not done due to the
low expression level of that recombinant protein. The objective of this work to evaluate the
soybean seeds, in terms of recuperation (extraction) and purification, as a bioreactor for

production of recombinant proteins using b-glucuronidase (rGUS) as a model protein.
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Capitulo 1 — Introducao

1.1 O uso de plantas transgénicas como biorreatores

O uso de plantas como biorreatores deixou de ser apenas um potencial atrativo
para produgdo comercial de proteinas recombinantes. O nimero de proteinas recombinantes
produzidas com sucesso em cereais (milho, arroz e trigo) e sementes usadas para produgao
de dleo (soja, canola e girassol) aumentaram nos ultimos tempos (Giddings et al., 2000).
Como exemplo, a empresa ProdiGene desenvolveu recentemente métodos para producao,
purificagdo e caracterizag@o das proteinas avidina e B-glucuronidase produzidas em plantas
transgénicas (Menkhaus et al., 2004). Recentemente a tripsina recombinante produzida no
milho (TrypZean) foi colocada no mercado, sendo a primeira proteina recombinante

produzida em grande escala (Woodard et al., 2003).

As proteinas recombinantes produzidas em plantas transgénicas t€ém vantagens em
compara¢do com as proteinas recombinantes produzidas em bactérias, células animais ou
animais transgénicos que incluem: (1) custo de produ¢do mais baixo em comparacdo com
outros sistemas; (2) ja existe a infraestrutura e tecnologia para producao e processamento
de plantas; (3) as plantas ndo tém patdégenos humanos que podem contaminar o produto
final; (4) as plantas podem produzir as proteinas com a glicosilagdo exata (que ndo ¢
possivel usando bactéria como biorreator) e na forma ativa; e (5) a proteina pode ser
produzida dentro de um 6rgao especifico, por exemplo, semente, onde ela estd protegida
contra degradagdo e, portanto, a estabilidade da proteina aumenta (Horn et al., 2004).
Recentemente, quatro areas de pesquisa com plantas trangénicas como biorreatores tém se

destacado (Teli e Timko, 2004):

a) Producdo des peptideos, proteinas e enzimas de importiancia farmacéutica e

industrial;

b) Producdo de anticorpos e seus fragmentos em plantas;



c) Produgdo de vacinas e

d) Manipulagdo do metabolismo de plantas para producdo de metabolitos

secundarios usados em medicina ou na industria.

Nos tultimos trés anos as pesquisas com plantas transgénicas se tornaram tao

abundantes quanto as com animais transgénicos (Nikolov e Woodard, 2004). J4 fazem dez

anos que estudos detalhados vem sendo realizados com canola, milho e tabaco. Por outro

lado, com as plantas como alfafa, trigo, arroz e cevada somente avaliagdes limitadas foram

feitas. O resumo dos trabalhos feitos nos ultimos trés anos na area de recuperacdo e

purificacdo de proteinas recombinantes produzidas em plantas transgénicas estd

apresentado na Tabela 1.1.

Tabela 1.1

Estudos de “downstream processing”

(adaptado de Nikolov e Woodard, 2004).

feitos com plantas transgénicas

Planta Proteina Etapas de purificacao Comentarios Reférencia
transgénica recombinante
Milho Aprotinina Clarificagdo FR =0,49 Azzoni et al.,
(semente) - filtragdo (3 pm) Pureza=79% 2002

Purificagdo

- cromatogafia de afinidade

com tripsina

- IMAC com Cu*'
Milho Tripsina Clarificagao FR = 0,65 Woodard et al.,
(semente) -centrifugacdo Pureza > 98% 2003

Purificagdo

-cromatografia de afinidade

com inibidor de tripsina

-troca catidnica
Canola GUS Clarificacdo Comparando as Bai e Glatz,
(semente) -centrifugacao cromatografias 2003

-filtragdo (0,22 um) em gel com leito fixo e

Purificacdo expandido:

-troca anibnica em leito fixoe =~ FR>0,65

expandido FP>30



Batata
(tubérculo)

Tabaco
(folha)

Tabaco
(folha)

Tabaco
(folha)

Tabaco
(folha)

Tabaco
(folha)

Tabaco
(folha)

IgG

Xilanase

Fusédo de

GUS-
polihistidina-y-
interferon

Fusao de
peptideo-CBD

IgG

Fusao GUS-
calmodulina

Triconsantina

Clarificacao FR=0,1
-centrifugacao (2x) Bandas principais
Purificagao com 59 e 28 kDa
-cromatografia de afinidade obtidas com SDS-
com proteina G PAGE
Clarificagdo (ndo fornecida) FR =0,85
Purificagdo Banda pricipal
-precipitacdo com temperatura  obtida com SDS-
elevada (70 °C) PAGE

-troca anidnica (Q-Sepharose)

Clarificacao (ndo fornecida) FR =0,75
Purificagao FP nao fornecido
-troca anidnica

-IMAC com Ni*

-troca cationica

FR e FP nao
fornecidos

Clarificacdo

-centrifugacéo (2x)
Purificagdo

-exclusdo pelo tamanho
-cromatografia de afinidade
usado quitina como ligante

Clarificacdo

-centrifugacéo (2x)
Purificagao

-cromatografia em leito
expandido usando proteina A
como ligante de afinidade

FR < 0,60
Pureza > 90%

Clarificacdo

-centrifugacéo (2x)
Purificagdo

-precipitagdo com sulfato de
amonio

-dialise

concentragao
-cromatografia de afinidade
com pentotiazina

FR =0,85
FP=20

FR e FP nao
fornecidos

Clarificacao
-centrifugacao
Purificagdo

-dialise

-exclusdo pelo tamanho
-concentragao

-troca catidnica

De Wilde et al.,
2002

Leelavathi et
al.,2003a

Leelavathi e
Reddy, 2003b

Morassutti et
al., 2002

Valdes et al.,
2003

Desai et al.,
2002

Krishnan et al.,
2002



Ervilha Fusdo GUS-  Clarificagao Avaliagdo dos Menkhaus et
(semente)  polihistidina ~ -centrifugagao métodos: al., 2004
- filtragdo (0,22 wm) FP =260 (IMAC)
Purificacdo FP=3 (CTA)
-IMAC com Co* FP=4 (P])
-troca anionica(CTA) FP=1,5 (PP)
-precipitacao isoelétrica (PI)
-precipitacdo usando
polieletrolitos (PP)
Arroz Lactoferina Clarificagao Banda unica Nandi et al.,
(semente) humana -filtragdo (3x) detectrada em 2002
Purificagdo eletroforese SDS-
-troca catidnica PAGE
Arroz Lisozima Clarificagdo FR =0,60 Huang et al.,
(semente) humana -ﬁlt.rag:ﬁo (3x) Banda unica 2002
Purificagao detectada em

eletroforese SDS-
PAGE

-troca catidnica
-exclusdo pelo tamanho

FP — fator de purificagdo, FR — fator de recuperagdo, CTA — cromatografia de troca id6nica, PI — precipitagdo

no ponto isoelétrico, PP — precipitagdo com polimeros polivalentes.

1.2 Colocacao do problema

Os trabalhos realizados utilizando plantas transgénicas como biorreatores para
producdo de proteinas recombinantes indicam que a canola, o milho e a soja sdo candidatos
de grande potencial devido ao alto rendimento agrondmico em termos de proteina
produzida pela area plantada (Holzmann, 1994; Whitelam et al., 1993). Nos ultimos anos, a
maioria dos trabalhos realizados nesta area foram feitos com milho e canola, sendo que ha
poucos estudos utilizando a soja como biorreator, apesar de ser esta uma planta que se
autopoliniza (o risco de ser cruzada com plantas nativas ¢ pequeno) e facil de se modificar
geneticamente em comparagao ao milho. Pode-se citar os trabalhos de Zeitlin et al. (1998)
e Philip et al. (2001), nos quais a proteina recombinante (anticorpo contra virus herpex
simplex e caseina, respectivamente) foi expressa e purificada usando-se cromatografia de
afinidade. Em um terceiro trabalho, a tentativa de usar soja como biorreator (Russel ef al.,
2005) aparentemente ndo teve continuidade, devido a baixa expressdo da proteina

recombinante (hormonio de crescimento humano). H4, no entanto, estudos com soja nao



transgénica nos quais “spiking” (adicdo de proteina estudada ao extrato) procurou emular

extratos de soja transgénica (Dharmadi et al., 2003; Menkhaus et al., 2002).
1.3 Objetivo do projeto

O objetivo deste trabalho foi avaliar, sob o ponto de vista de recuperagdao
(extragdo) e purificacdao, sementes de soja como biorreatores para producao de proteinas
recombinantes, usando B-glucuronidase recombinante (rGUS) como proteina modelo.
Assim, estudou-se a extragdo da rGUS, assim como de compostos naturalmente
encontrados na semente (proteinas, polifendis e carboidratos) e o uso de cromatografias de
troca i0nica e intera¢do hidrofobica na purificagdo de rGUS comparando-se os resultados

de purificacdo com trabalhos semelhantes feitos com canola e milho ja publicados.



Capitulo 2 — Revisao bibliografica

Neste capitulo, a composi¢cdo das sementes de soja, bem como a extragdo e
purificacdo das proteinas nativas da soja sdo abordadas, sabendo-se que, apesar da semente
de soja e suas proteinas serem sistemas bem estudados, ndo existem estudos sistematicos e
comparativos sobre a utilizacdo da soja como um biorreator, no tocante a extragdao e
purificacdo de proteinas recombinantes. Como este trabalho consiste basicamente em uma
comparag¢do do uso da soja como biorreator em relacdo a canola e ao milho, fez-se também
uma revisdo sobre as composicoes das sementes do milho e da canola, assim como a

extragdo e purifica¢ao da proteina recombinante B-glucuronidase produzida nestes sistemas.

2.1 Composicao e estrutura da semente da soja

A semente da soja (Glycine max) é constituida de casca, cotiledone e hipocotil e
embrido. Cotiledones (a maior parte da semente) sdo constituidos por um conjunto de
pequenas células de parede celular fina, e sdo compostos basicamente de proteinas (37%),
carboidratos (30%) e 6leo (20%). O dleo corresponde a aproximadamente 20% da massa da
semente, do qual 12% sdo de acidos saturados e 88% de acidos ndo-saturados. Os principais
acucares da semente de soja sdo o dissacarideo sacarose (Ci2H»0:1), o trissacarideo
rafinose (CisH3.016) € o tetrassacarideo estatiose (C,sH4201). A concentragdo de glicose e
de outros acucares redutores diminuem durante a maturagdo. Os polifendis representam
aproximadamente 0,02% da massa da semente e tém a concentragdo mais baixa comparada
com o milho (0,03%) e a canola (0,64%). A fitina, um sal de acido hexafosforico ou fitico e
os acidos fenodlicos sdo importantes porque influenciam na solubilidade da proteina de soja
(Smith et al, 1972). Os acidos fendlicos, por exemplo, causam precipitagdo devido as

ligagdes que fazem com as proteinas (Charlton et al., 2002).

A maioria das proteinas da semente de soja estd presente dentro de pequenos
corpusculos protéicos. As proteinas de sementes, em geral, podem ser divididas em quatro

grupos de acordo com solubilidade diferencial (Osborne, 1924): a) albuminas, soliveis em



agua, b) globulinas, soluveis em solu¢des aquosas salinas, c¢) prolaminas, soliveis em
solucdes alcoodlicas e d) glutelinas, soluveis em solugdes aquosas de pH alcalino ou com
agente redutor (por exemplo, B-mercaptoetanol). As proteinas da soja contém somente dois
destes grupos: as albuminas, as quais representam menos de 10% da proteina total (baixa
massa molecular, cerca de 20 kDa), e as globulinas, que representam o restante,
constituidas de proteinas de massa molecular de 20 a 700 kDa. As globulinas da soja sao
separadas em quatro grupos baseado nos coeficientes de sedimentacao: 2S, 7S, 11S e 15S
(22, 37, 31 e 1% das globulinas, respectivamente). A fragdo 2S, também conhecida como
a-conglicinina, consiste de proteinas com faixa de massa molecular de 8 at¢ 50 kDa e
solubilidade em ampla faixa de pH. A B-conglicinina (em alguns artigos chamada de
proteina 7S), que representa a maioria das proteinas 7S, consiste de pelo menos sete
isomeros os quais sdo compostos de diferentes combina¢des das mesmas trés subunidades.
As diferentes isoformas de B-conglicinina t€ém massa molecular entre 130 e 180 kDa ¢
ponto isoelétrico (pI) perto de 4,9. As demais proteinas encontradas na fragdo 7S sdo
hemaglutinina, lipoxigenase e B-amilase. A proteina 11S, chamada de glicinina (proteina
majoritaria na fracdo 11S) ¢ um heteromultimero complexo composto de 11 ou 12
subunidades. A glicinina tem massa molecular entre 300 e 350 kDa e ponto isoelétrico
entre 4,5 ¢ 4,8. As maiores proteinas da soja sao as proteinas 15S, com massa molecular
em torno de 700 kDa e com ponto isoelétrico perto de 4,5 (Menkhaus et al., 2004b). As

propriedades fisicas de algumas proteinas da soja estdo apresentadas na Tabela 2.1.

A B-conglicinina e a glicinina associam-se através de pontes dissulfetos formando
polimeros. Este fato contribui para a dificuldade de solubilizacdo da proteina da soja
quando precipitada. A polimerizagao também causa aumento de viscosidade das solugoes,
porém ¢ um processo reversivel quando se adiciona mercaptoetanol, sulfito de sodio ou
cisteina (Wolf, 1970). Outra caracteristica em comum ¢ a sensibilidade destas proteinas a
forca i6nica. A mudanga mais 6bvia é observada com P-conglicinina, que em pH 7,6 ¢
concentragdo de NaCl & 0,5 mol/L existe em forma de mondémero com massa molecular de
180 a 210 kDa, mas no mesmo pH e a concentracdo de NaCl 0,1 mol/L, sua massa
molecular ¢ 370 kDa, sendo portanto um dimero. O mesmo fendmeno também ¢ observado

com a glicinina, mas a dimerizagdo ndo ¢ completa (Smith et al/, 1972).



Tabela 2.1 Propriedades fisicas das proteinas purificadas da soja (adaptado de Allan e
Sidney, 1972).

Vao Sozo,égua Dzo, agua MM Método de

Proteina (mL/Gm) x10® x10’ (Da) determina- pl
(s) (m?/s) cio de MM
Inibidor de tripsina 0,69 2,3 9,03 21.000 SD 4,0 -
(Bowman-Birk) 16.400 AE 4,2
7.975 AA
8.000 SE
8.250 GF
12.000 GF
Citocromo ¢ 1,8 12.000 GF
Inibidor de tripsina 0,698 2,29 21.000 AE 4,5
(Kunitz)
2.3S Globulina 2,28 18.200 SE
2.8S Globulina 2,80 32.600 SE 4,4
Alantoinase 50.000 SE
B-Amilase 4,67 7,47 61.700 SD 5,85
69.000 AA
Hemaglutinina 6.4 5,72 105.000 SD 6,1
89.000 LS
Lipoxigenase 0,734 5,65 5,59  102.000 SD 54—
102.000 GF 5,65
108.000 SE
Globulina 7S 0,725 7,92 3,85  330.000 AE 49
(B-conglicinina) 186.000 AE
180.000 SE
193.000 SV
210.000 GF
Globulina 118 0,719 12,2 2,91  333.000 LS ~5,0
(glicinina) 356.000 LS

' AA-Anilise de aminoacidos; AE-“approach to equilibrium”; GF-filtragdo em gel; LS-
espalhamento de luz; SD-sedimentagdo-difusdo; SE- equilibrio de sedimentacdo; SV-
sedimentacao- viscosidade.

MM — massa molecular; Vi — volume molar; s sz — coeficiente de sedimenta¢do em
agua; Dy a0 — coeficiente de difusdo em agua.



2.2 Composicao e estrutura de sementes de milho e canola

A semente do milho pode ser dividida em duas partes: embrido e endosperma,

onde o endosperma representa a maior parte da semente (83%). O embrido contém

aproximadamente 56% de carboidratos, 33% de gordura, 18% de proteina e 0,03% de

polifendis. O endosperma ¢ composto basicamente de amido (88%). O milho contém em

torno de 66% de carboidratos, 11% de proteina e 4% de gordura. A Tabela 2.2 mostra as

composi¢des e propriedades de proteinas das sementes do milho, canola e soja. As

proteinas do milho sdo divididas em quatro grupos: albuminas, globulinas, glutelinas e

prolaminas (conhecidas como zeinas).

Tabela 2.2 Tipos de proteinas em sementes (representados em porcentagem de proteina

total) com algumas proteinas principais e propriedades (adaptado de Menkhaus et al.,

2004Db).
Planta Tipos de proteinas e suas propriedades
Albuminas Globulinas Prolaminas Glutelinas
Canola 14% 70% <20% (oleosina) 0%
cruciferina (12S): 280-350 kDa,
pI=7.,2, 50%;
napina (1,7S): 12-14 kDa,
pI>10, 20%
Milho 7% 5% 52% (zeina) 25%
16-20 kDa  2S: 25 kDa; B-zeina 15kDa  composto de
3S: 45 kDa; 7Z19: 19 kDa; seis fracdes
7S: 60-68 kDa; 722:22 kDa de 17,5, 25,
12S: 55 kDa X-zeina 27 kDa 38,53,70
e >70 kDa
Soja  10% 90% 0% 0%
quatro 15S: 720 kDa;
fragdes: 10-  glicinina (11S): 300-350 kDa,
200 kDa pl=4,5 - 4.8;

B-conglicinina (7S): 130-
180 kDa, pI=4,8
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A canola ¢ parecida com a soja por ser uma planta dicotiledonea, onde o
cotilédone representa 85% da semente. As proteinas e o 6leo da canola estdo presentes no
interior da semente em corpos protéicos conhecidos como corpos oleosos. O oleo
representa 40%, a proteina 21%, os carboidratos 5% e polifendis 0,64% da massa da
semente. As proteinas da semente de canola sdo constituidas principalmente por globulinas,
prolaminas e albuminas, sendo o grupo das globulinas o mais abundante (Menkhaus et al.,

2004b).

2.3 Extracao de proteinas nativas de soja

Dos solventes testados para a extracdo de proteinas nativas da soja, a agua
destilada, dgua a pH 7-9 e solugdes aquosas com cloreto de sodio (0,5-2,0 mol/L) sdao os
mais eficientes (Smith et al., 1938a, 1938b, 1966). Estudos sobre a influéncia de varios
acidos e bases usados para ajuste de pH de extrato de soja mostraram que a quantidade de
proteina da soja extraida ¢ independente do acido ou base usado (Smith et al., 1938a) e tem
o minimo em torno de pH 4,0. Neste trabalho também estudou-se a influéncia de sais NaCl
e CaCl, a diferentes valores de pH. Percebeu-se que, em torno de pH 4, a adigdo de NaCl
aumenta a solubilidade das proteinas. Com a adi¢do de pequena concentra¢ao de CaCl, (até
0,1 mol/L), a solubilidade na faixa de pH de 5 a 9 diminui, mas adi¢do n3o aumenta a
solubilidade das proteinas a pH 4. Com o aumento da concentracdo de CaCl, acima de 0,1
mol/L, observa-se um fendmeno parecido com o observado para o caso de NaCl. Em outro
trabalho dos mesmos autores (Smith ez al., 1938b), o efeito de diferentes sais na extragdo de
proteina da soja foi estudado. Independente do sal usado, observou-se que se a
concentracdo foi aumentada até certo valor especifico (dependendo do sal usado) houve
diminui¢do da solubilidade de proteina, mas se a concentracao de sal foi aumentada acima
deste valor especifico, a solubilidade das proteinas aumentou. Para os sais monovalentes
(LiCl, NaF, NaCl, NaBr e KCl), a solubilidade minima das proteinas era atingida usando
concentracao de sal igual a 0,1 mol/L. Para os sais bivalentes CaCl, e MgCl,, a solubilidade
minima das proteinas era atingida usando concentragao de sal igual a 0,02 mol/L. Usando-
se os sais monovalentes, conseguiu-se diminuir a solubilidade das proteinas duas vezes e,
no caso dos sais bivalentes, quatro vezes, comparando com solubilidade usando-se agua

pura.
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2.4 Purificacio de proteinas de soja

Virios trabalhos ja foram feitos usando técnicas cromatograficas de afinidade,
troca-ionica, interagdo hidrofobica e exclusdo pelo tamanho para purificar ou estudar
diferentes proteinas nativas de soja. A literatura apresenta pelo menos trés trabalhos que
utilizam cromatografia de afinidade para purificar proteinas nativas da soja: uricase, usando
Arginina-Sepharose (Larsen, 1990), peroxidase, usando Concavalina A-agarose (Miranda

et al., 2002) e aglutinina, usando galactosyl-Sepharose (Franco-Fraguas et al., 2003).

Sathe (1991), usando cromatografia de troca ionica (resina DEAE DE-53),
estudou propriedades de uma proteina ndo identificada de propriedades parecidas com
glicinina da soja. Porter et al. (1991) purificaram o-galactosidase usando resina QAES50C.
Stephens et al. (1998) purificaram aspartato aminotransferase usando cinco etapas
cromatograficas, entre elas DEAE-celulose como primeira etapa e também para concentrar
o eluido depois de cromatografia de exclusdo pelo tamanho. Ferreira ef al. (1998) usaram
DEAE e SP-Sephadex para purificar e caracterizar as multiplas formas de fosfatases da
soja. Dharmadi et al. (2003) fizeram avaliacdo economica de purificacdo de proteinas
nativas de soja em paralelo com a proteina recombinante, almejando o uso de soja como
possivel planta transgénica para produc¢do de proteinas recombinantes. A resina CM-

Sephadex C50 foi utilizada neste trabalho.

Stephens et al. (1998) usaram cromatografia de interagdo hidrofobica como
segunda etapa na purificagdo de aspartato aminotransferase usando Phenyl-Sepharose.
Yeboah ef al. (1995) usaram a resina Butyl-Toyopearl para separar o inibidor de tripsina
Bowman-Birk da soja. Yoon et al. (2000) purificaram sintetase de espermidina usando

omega-Aminooctyl-Sepharose como resina.

A cromatografia de exclusdao de tamanho foi usada no trabalho de Thanh et al.,
(1975) para estudar heterogenidade de fragdo 7S da proteina de soja com Sephadex G-200.
Akhtaruzzaman et al. (1993) purificaram e caracterizaram uma protease, que digere
glicinina da soja, usando Comosil 5C 18-AR. Cole et al. (1994) estudaram separagdo de
proteinas e isoflavonas de soja usando coluna Biosep SEC-S3000. Koplik et al. (2002)

usaram coluna Fractogel END BioSEC para fracionar a proteina da soja.
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2.5 Producéao de plantas transgénicas

Até hoje existem trés métodos de transformacdo genética das plantas terrestres

para produgdo das proteinas recombinantes (Horn et al., 2004):

1) Transformacao nuclear da planta, onde o gene hdspede € transferido para as
células das plantas usando-se Agrobacterium tumefaciens ou a técnica de

bombardeamento com o objetivo de incorporar o gene no genoma da planta;

2) Transformacao de cloroplasto (estrutura das células de planta responsavel pela
fotossintese, com autonomia de replicagdo contendo DNA plastidial) da

planta;

3) Transformagdo tempordria das plantas, baseando-se no uso de virus para

infectar a planta e expressar a proteina recombinante.

A vantagem da transformag¢do nuclear ¢ a producdo de proteina recombinante no
orgdo especifico, por exemplo, a semente, que vai garantir a estabilidade prolongada da
proteina. No entanto, a desvantagem dessa técnica ¢ que a planta pode transferir o gene
recombinante ao cruzar com as plantas nativas, se plantada no campo. No caso de
transformagdo do plastidio do tabaco, concentracdo de proteina recombinante de até 40%
de massa seca da folha ja foi atingida. Como o DNA do cloroplasto ndo estd presente no
polen, o risco de espalhamento de DNA transgénico ¢ reduzido, mas a proteina expressada
na folha nao fica estavel por muito tempo, quando comparado com a proteina expressada na
semente. A técnica de transformagao temporaria € usada para obter a proteina recombinante
em tempos mais curtos, mas o método ndo ¢ apropriado para producdo de proteina em

grande escala (Horn et al., 2004).

2.6 A enzima B-glucuronidase (GUS)

2.6.1 Propriedades da GUS
A B-glucuronidase (E.C. 3.2.1.31) é uma enzima homotetramérica com massa

molecular de 270 kDa, que catalisa a hidrélise de varios tipos de glucunorideos. A GUS
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hidroliza B-D-glucunorideo em glucunorato e alcool, conforme a Figura 2.1. Ela pode ser
encontrada em mamiferos e também em bactérias. A maioria dos substratos da GUS sao
produtos do metabolismo de desintoxicagdo dos vertebrados. Resumidamente, os
hormonios esterdides, produtos secundarios de plantas e antibidticos, sao conjugados com
acido glucurdnico no rim e em outros o6rgaos dos vertebrados e depois secretados pela urina
e fezes. A GUS de Escherichia coli possui massa molecular de mondmero calculada igual a
68.447 Da e ¢ composta de 603 aminoacidos, tendo pl igual a 5,5 (Protein Data Bank).
Devido a alta estabilidade do homotetramero, simplicidade de detec¢ao e quantificacao de
sua atividade enzimadtica, a GUS ¢ muito utilizada como sistema reporter - determinar se a
transformagdo genética foi sucedida (Jefferson, 1989). Uma outra vantagem neste uso ¢ que
a GUS esté ausente na maioria dos organismos, especialmente plantas, € ndo compromete a

fun¢do dos organismos nas quais € expressa.

COOH COOH
H O O—R __ H O OH
HO + O H — O H + R-OH
HO H HO H
H OH H OH
B-D-glucuronideo D-acido glucurénico

Figura 2.1 Reacdo catalisada pela B-glucuronidase.

2.6.2 Extracido de GUS de Escherichia coli e de GUS recombinante (rGUS) de milho e
canola transgénicos

A extragdo de GUS em todos os trabalhos encontrados na literatura era feita
usando-se um tampao com pH neutro e sem presenca de sal. Na extragdo de GUS de E. coli
(Aich et al., 2001), rGUS produzida em milho (Kusnadi et al., 1996) ou em canola (Bai e
Nikolov, 1998 e 2002a), o mesmo tampao foi utilizado: tampao fosfato de s6dio (NaPi) 50

mM pH 7,5 e, para o caso de rGUS extraida do milho e canola, uma relagao solido-liquido
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de 1:10 foi usada. Em estudo feito com rGUS(His6) produzida em ervilha transgénica

(Menkhaus et al., 2004a), a extragdo maxima da proteina foi atingida em pH 7,0.

No caso do milho percebeu-se que a extracdo de rGUS era completa se
mercaptoetanol 2% e dodecil sulfato de sédio (SDS) 1% fossem adicionados ao tampao de
extragdo (Kusnadi et al., 1996). O uso de detergentes como Triton X-100 ou Tween-20 nao
aumentou a quantidade de rGUS extraida. Notou-se que o tamanho ou forma (I&minas ou
flocos) das particulas de milho como também a velocidade de agitagdo ndo contribuiram
significativamente na extracdo de rGUS. A presenca de NaCl 0,5 mol/L ou inibidores de
proteases no tampao de extracdo ndo aumentou a recuperacdo de rGUS. Também o
aumento de pH para 10,0 ndo melhorou a recuperagdo de rGUS. Em caso de extragdo com

SDS, a proteina foi inativada, e nem apds a didlise recuperou-se sua atividade (Kusnadi et

al., 1998).

2.6.3 Purificacao de GUS de fontes naturais e de rGUS de canola e milho transgénicos
2.6.3.1 Escherichia coli

Na purificacdo de GUS de E. coli por Blanco e Nemoz (1987), os autores
utilizaram cromatografia de afinidade com tiofenil-glucunorideo como ligante. O eluente
desta cromatografia foi repassado na mesma coluna, mas usando condi¢des de eluigdo
diferentes da primeira cromatografia, obtendo-se uma pureza de 95%. Na primeira
cromatografia, a GUS foi adsorvida usando Tris-HCI com pH 7,0. Em seguida, a coluna foi
lavada com tampao de adsor¢ao com 3 mol/L de KCI. Para eluir a proteina, um gradiente de
NaCl 0,1 a 0,4 mol/L foi utilizado em tampao de adsor¢do. A fracdo que apresentou
atividade de GUS foi coletada, re-alimentada na coluna e a eluigdo realizada com gradiente

de NaCl de 0,1 a 0,5 mol/L na tampao de adsor¢ao.

Carlsson et al. (1996) utilizaram a precipitagdo de afinidade por ions metalicos —
utilizando etileno glicol-bis(B-aminoetil éter) N,N,N’,N’-acido tetraacético (EGTA) com o
ion metalico Zn*" imobilizado e cromatografia de afinidade por ions metalicos (IMAC)
usando Zn** para purificar GUS contendo a fusdo de polihistidina. Os autores constataram

que a enzima perdeu 90% de atividade devido a inibigdo pelo Zn*". Segundo Doyle et al.
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(1955), ions metalicos inibem a atividade da GUS, sendo que Cu*", Hg*" ¢ Ag" provocam a
inibicdo completa, Ni*", Sn** ¢ Zn*" causam inibi¢do parcial e AI’*, Fe’* ¢ Sn’ ndo tém o
efeito na atividade de GUS. A inibicdo ¢ reversivel usando-se agentes quelantes e

componentes contendo grupo sulfidril (por exemplo cisteina).

No trabalho de Aich et al. (2001) a purificagdo de GUS constitui-se de quatro
etapas: precipitacdo com sulfato de amodnio, cromatografia de troca idnica (DEAE-
Sephacel), filtragdo em gel (Superose 12) e cromatografia de troca idnica usando

hidroxiapatita como suporte. A pureza da enzima obtida por este método estimada foi de

90% usando-se analise de SDS-PAGE.

2.6.3.2 Figado bovino

A GUS de figado bovino foi purificada usando-se cromatografia de afinidade com
sacaro-1, 4-lactona (forte inibidor da atividade de GUS) e o-aminofenyl-S-gluconorideo
como ligantes (Harris ef al. 1972). Em ambos casos a cromatografia foi feita nas mesmas
condi¢des, com tampdes de adsorcao e lavagem Tris 2 mmol/L e HCl 5 mmol/L a pH 7,3

sendo a GUS eluida usando acido acético 0,1 mol/L.

2.6.3.3 Milho transgénico

A rGUS produzida em milho transgénico foi purificada (como proteina modelo)
por dois processos (seqliéncia de cromatografias) semelhantes. No primeiro caso, Kusnadi
et al. (1996) estudaram a influéncia do tecido da semente (embrido ou endosperma), como
também o processo de desengorduramento na recuperagdo e purificacdo da rGUS. A
primeira cromatografia da seqiiéncia foi troca i6nica usando DEAE-Toyopearl, para
capturar a rGUS do extrato. O tampao de fosfato 50 mmol/L com pH 7,5 foi utilizado para
lavagem e para eluir a rGUS, o tampao de lavagem com NaCl 300 mmol/L. As fra¢cdes com
rGUS foram combinadas em um “pool” que foi diluido com tampao de eluicdo contendo
sulfato de amonio 1 mol/L e filtrado com filtro 0,45 um de poro. O “pool” foi injetado na
coluna de interagao hidrofobica de Octyl-Sepharose. A coluna foi equilibrada e lavada com

tampao de fosfato 50 mmol/L pH 7,5 com NaCl 300 mmol/L e sulfato de amo6nio 1 mol/L e
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as proteinas fracamente adsorvidas foram eluidas usando tampao de lavagem com NaCl
150 mmol/L e sulfato de amonio 500 mmol/L. Para cluigdo da rGUS utilizou-se um
gradiente de NaCl 105 mmol/L com sulfato de amonio 350mmol/l & NaCl 52 mmol/L com
sulfato de amdnio 175 mmol/L em tampdo de extra¢do. As fragdes que apresentaram
atividade de rGUS foram agrupadas e dialisadas com agua destilada. O produto da diélise
foi injetado numa segunda coluna contendo DEAE-Toyopearl equilibrada com tampao de
lavagem. A eluicdo foi feita com gradiente de NaCl 0 a 0,3 mol/L no tampao de lavagem. A
pureza obtida para a rGUS usando esta seqiiéncia de cromatografias foi aproximadamente
50%. Concluiu-se também que o amido presente no endosperma e o 6leo da embrido ndo

afetaram na purificagdo.

No segundo caso, Kusnadi et al. (1998) otimizaram as cromatografias realizadas
anteriormente e incluiram a cromatografia de exclusdo pelo tamanho como etapa final. A
resina da cromatografia de interacdo hidrofobica foi substituida pela resina Phenyl-
Sepharose, mantendo-se o mesmo tampao de lavagem: fosfato de aménio 50 mmol/L pH
7,5. Inicialmente, a cromatografia de troca i6nica com a resina DEAE-Sepharose Fast Flow
foi usada para capturar a rGUS. A rGUS foi eluida usando-se NaCl 0,3 mol/L e
mercaptoetanol 10 mmol/L no tampao de extragdo. O fator de purificacdo antigido foi 5 e a
recuperagao de atividade foi de 110% devido, possivelmente, & remocao de um ou mais
inibidores da rGUS. Assim, testes foram feitos com GUS de E. coli para verificar se o
extrato de milho continha substancias que inibiam sua atividade. Observou-se que a GUS
adicionada no extrato de milho perdeu em torno de 40% de atividade, comportamento
parecido aquele quando se usou extrato de soja. As fracdes com rGUS presentes no eluato
da primeira cromatografia foram agrupadas e diluidas 1:1 com tampao de elui¢ao contendo
sulfato de amonio 3 mol/L para antingir a concentracdo final de sulfato de amoénio de 1,5
mol/L. Primeiro as proteinas fracamente adsorvidas foram eluidas usando sulfato de
amoOnio 225 mmol/L no tampao de fosfato 50 mmol/L pH 7,5 e a rGUS eluida usando 140
mL de mesmo tampao mas sem sulfato de amonio. O fator de purificagcdo e a recuperagao
foram, respeitivamente 8 e 46% para rGUS extraida do endosperma e 10 e 42% para o caso
de uso de embrido. Devido a baixa condutividade do eluato, a dialise ndo foi necessaria. A
terceira cromatografia usada foi a troca i6nica (DEAE Sepharose Fast Flow) sendo que a

rGUS foi eluida por meio de um gradiente linear de NaCl de 0 a 0,5 mol/L no tampao de
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lavagem. Foram coletadas fragdes de 5 mL e as que continham rGUS foram diafiltradas
(usando NaCl 150 mmol/L e glicerol 5% no tampao de lavgem) e concentradas até atingir
um volume de 5 mL. O diafiltrado foi injetado na coluna Hi-Prep 26/60 Sephacryl S-300
HR. Os resultados de purificacio de rGUS a partir de endosperma ou embrido sio
apresentados na Tabela 2.3. Os fatores de purificagdo foram elevados (da ordem de 1000

mas a recuperacao final baixa, apenas 10%).

Tabela 2.3 Purificacdo de rGUS de endosperma e embrido (Kusnadi et al., 1998).

Fator de purificacao Recuperacio (%)
Endosperma Embrido Endosperma Embriio
Extracao | 1 100 100
DEAE-Sepharose 5 6 110 110
Phenyl-Sepharose 40 60 46 42
DEAE-Sepharose 130 190 36 23
Sephacryl S-300 HR 1.100 900 10 10

2.6.3.4 Canola transgénica

Zhang et al. (2001) compararam a purificacao da GUS de E. coli e fusoes de GUS
com histidina produzidas em E. coli adicionadas a extrato de canola nao transgénica
(técnica chamada “spiking”) através de cromatografias de troca anidnicas utilizando trés
resinas: Q-Sepharose Fast Flow, DEAE-Sepharose Fast Flow e DEAE-Sepharose-CL6B.
Em todos os casos, o tampao de extragdo foi fosfato 50 mmol/L a pH 7,0 e razdo massa
volume de 1:10. O “spiking” era feito combinando-se 3 mL de extrato da canola e 2 mL de
solugdo de GUS, com concentra¢do final de 0,4 a 1% de proteina total. Em todas as
cromatografias, o volume de injecdo na coluna foi de 5 mL e a eluigdo foi feita usando
gradiente linear de NaCl de 0 a Imol/L em tampao fosfato 50 mmol/L a pH 7,0. No caso de
GUS purificada usando Q-Sepharose Fast Flow, o fator de purificagdo atingido foi 55 ¢ a

recuperacdo de 77%.

Bae e Glatz, 2002b purificaram rGUS de canola transgénica usando Streamline
DEAE. A extragdo usando farinha de canola desengordurada com hexano foi feita com
tampao fosfato de s6dio 50 mmol/L pH 7,5 e razdo massa volume 1:10. Compararam-se

duas formas de elui¢do. No primeiro caso, a eluicdo foi feita usando gradiente linear de
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NaCl 0 a 500 mmol/L no tampao de extracdo. No segundo caso, as proteinas fracamente
adsorvidas (em torno de 70% de proteinas totais) foram eluidas com NaCl 175 mmol/L no
tampao de extracao ¢ a rGUS com NaCl 500 mmol/L no tampao de extracao. No primeiro
caso (gradiente linear), o fator de purificag¢do foi 18 e a recuperacdo de 104% e no segundo
de 31 e 112%, respectivamente. Observou-se que no segundo caso, a fator de recuperago

quase dobrou.
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Capitulo 3 — Materiais e Métodos

Neste capitulo sdo apresentados os materiais e as metodologias empregadas no
presente trabalho. Como o objetivo geral do trabalho ¢ avaliar a soja como biorreator, os
dados obtidos nos estudos de extragdo e purificagdo foram comparados com os ja
publicados (Figura 3.1). O planejamento geral dos experimentos utilizados para obter estes

dados esté apresentado na Figura 3.2.

3.1 Materiais

3.1.1 Reagentes

A B-glucoronidase de E. coli (B-glucuronidase from E. coli Type IX-A), o
substrato metil-umberifenil-glucuonorideo (MUG) e metil-umberifenila (MU), usado como
referéncia no ensaio de atividade de GUS, foram adquiridos da Sigma (EUA). Os principais
reagentes utilizados na preparagdo dos solventes — acido fosforico, fosfato de sodio
monobasico, fosfato de s6dio bibasico, acido citrico, citrato de soédio, bicarbonato de soédio,

sulfato de amonio, cloreto de sodio e hexano —eram de grau analitico (Synth, Brasil).

3.1.2 Soja transgénica e nio-transgénica

Sementes de soja variedade BR-16 (chamada neste trabalho de BR-16) e
variedade da soja BR-16 geneticamente modificada expressando a rGUS (chamada neste
trabalho de BR-16tg) foram doadas pela Empresa Brasileira de Pesquisa Agropecuaria —
Centro Nacional de Pesquisa de Recursos Genéticos e Biotecnologia. Ambas variedades
BR-16 e BR-16tg eram de ano 2003 cultivadas no estado do Parand, Brasil. Para expressar
a rGUS usou-se promotor constitutivo (ACT2p) e terminador “nost”. A transformacgao
genética foi feita utilizando técnica de bombardeamento de regido meristematica dos

embrides (Aragdo et al., 2000), que resultou em soja transgénica fértil. O cassete de



20

expressdo também possuia o gene marcador ahas (isolado de Arabidopsis thaliana) para

conferir tolerancia ao herbicida imazapyr (Aragao et al., 2000).

Plantas transgénicas
(rGUS)

Dados de literatura:
estudo a partir de
canola transgénica

(Bae e Glatz, 2002b)

Soja transgénica

v

Dados de literatura:
estudo a partir de
milho transgénico

(Kusnadi et al., 1996,
1998a e 1998Db)

v

EXTRACAO EXTRACAO EXTRACAO
(rGUS) (rGUS) (rGUS)
pH=175 3,4<pH<7,6 pH=17,5
CNaCl =0 0< CNaCl < 0,2 mol/L CNaCl =0
m:v=1:10 m:v=1:20 m:v=1:10
PURIFICACAOQ PURIFICACAQ PURIFICACAQ

- CTI - CTI
- CTI - CIH - CH
- CET

Figura 3.1 Fluxograma esquematizando os estudos descritos na literatura sobre extragdo e
purificacdo de rGUS e o planejado neste trabalho. Cnaci = concentragdo de NaCl; m:v =
massa de farinha de soja : volume de tampao; CTI = cromatografia de troca idnica; CIH =

cromatografia de interacao hidrofobica; CET = cromatografia de exclusdo pelo tamanho.
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Semente da soja nao
transgénica — BR-16

Semente de soja
transgénica — BR-16tg

v

v

Moagem Moagem
& Hexano & Hexano
Oleo Oleo
Desengorduramento — » Desengorduramento - >
50°C;6h 50°C;6h
EXTRACAO EXTRACAO
34<pH<7,6 34<pH<7,6
0 < Craci< 0,2 mol/L 0 < Craci< 0,2 mol/L
m:v=1:20 m:v = 1:20
ANALISES ANALISES
- rGUS - proteinas
—» - proteinas _» - po]ifen()is
- polifenois - AR
- AR - AT
- AT GUS de E. coli
e E. coli
<«
v v
PURIFICACAO PURIFICACAO
- CTI - CTI
- CIH - CIH
- CET - CET

Figura 3.2 Fluxograma esquematizando o plano de trabalho. Cnaci = concentragdo de
NaCl; m:v = massa de soja : volume de tampdo; CTI = cromatografia de troca i6nica; CIH
= cromatografia de interagdo hidrofobica; CET = cromatografia de exclusdo pelo tamanho;

AR = agucares redutores; AT = aglcares totais
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3.2 Métodos
3.2.1 Moagem das sementes

As sementes de soja foram moidas a seco utilizando um moedor de café (MIMI-
MATE PLUS, Cuisinart, EUA). A temperatura de farinha foi monitorada durante a
moagem e mantida abaixo de 60 °C. A farinha da soja foi peneirada, usando-se uma peneira
de abertura 0,5 mm. A fracdo com didmetro de particula menor que 0,5 mm foi usada para

desengorduramento.

3.2.2 Desengorduramento da farinha de soja

O desengorduramento da farinha da soja foi feito usando-se hexano (Synth,
Brasil) em aparelho tipo Soxhlet. Um volume de 400 mL de hexano foi usado para 100 g de
farinha da soja. O desengorduramento da farinha foi feito a 60 °C por 6 horas e a farinha
desengordurada retirada do aparelho e deixada no dessecador a temperatura ambiente

durante a noite para evaporar o hexano da farinha.

3.2.3 Extracao aquosa com variaciao de pH e forca ionica

Em béqueres de 250 mL (5,5 cm de diametro), 5,0 g de farinha de soja
desengordurada, com teor de 6leo menor que 2%, foram agitados com 100 mL de tampao
aquoso (razao volume:massa de 20:1) por 30 min a 20 °C. A forga idnica da solugdo
extratora foi variada pela adicdo de NaCl. O pH desejado foi mantido com tampao de
citrato 50 mmol/L e fosfato 50 mmol/L. Utilizou-se um agitador mecanico modelo Q-251D
da marca IKA Labortechnic (Alemanha) com um impelidor do tipo pas inclinadas (4 cm de
diametro e inclinag¢do de pas de 45°, construido pela empresa Kroma, Brasil) a uma rotagao
de 500 rpm. Ensaios de cinética de extragdo foram realizados, para determinar o tempo
necessario para se extrair a rGUS da soja transgénica. Apods o periodo de 30 min (o tempo
de extra¢dao escolhido), a suspensao foi centrifugada em 15.000 g por 20 min a 5 °C em
uma centrifuga (5804R, Eppendorf, Alemanha). O sobrenadante foi removido, filtrado em
uma membrana de poro de 3 um (Inlab, Brasil) e utilizado imediatamente para analise ou

congelado em tubos Eppendorf de 1 mL para analise posterior.
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3.2.4 Planejamento experimental

O objetivo da selecdo das condigdes de extracdo foi tentar minimizar a quantidade
de proteinas nativas, polifendis e agucares extraidos e maximizar a extragdo de rGUS. Os
limites para planejamento experimental (Tabela 3.1) foram escolhidos com base de dados
da literatura: proteinas de soja tém solubilidade minima em pH 4,2 (Wolf, 1970) e
concentracdo de sais monobasicos (NaCl) de 100 mM (Smith et al. 1938b); para
rGUS(His6) de ervilha, a extragdo maxima da proteina foi obtida em pH 7,0 (Menkhaus et
al., 2004a). O modelo polinomial quadratico apresentado na Equagdo 3.1 foi ajustado para
cada uma das respostas, sendo que os parametros ndo significativos foram retirados do

modelo e adicionados a falta de ajuste.
Y=o+ fx+f,x,4 ﬁuxlz t ﬁ22x22 t B pxx, Equagéo 3.1

Na equagdo 3.1, Y representa a varidvel resposta ou dependente; x; e x. representam
os niveis codificados das variaveis independentes; [, é o coeficiente que representa a
média; B; e [, sdo os coeficientes dos termos lineares; S, e > sdo os coeficientes dos

termos quadraticos e S ¢ o coeficiente do termo de interagao.

Tabela 3.1 Ensaios do planejamento experimental fatorial completo da extragao utilizando

com tampao citrato — fosfato 50 mmol/L de semente de soja BR-16 e BR-16tg.

Variaveis codificadas Variaveis decodificadas
Ensaio pH Cnaci pH (mg:(a)f}L)
1 +1 +1 7,00 170
2 +1 -1 7,00 30
3 -1 +1 4,00 170
4 -1 -1 4,00 30
5 0 0 5,50 100
6 0 0 5,50 100
7 0 0 5,50 100
8 +1,41 0 7,60 100
9 -1,41 0 3,40 100
10 0 +1,41 5,50 200
11 0 -1,41 5,50 0
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3.2.5 Concentracio de proteina total

As concentragdes de proteina total nas amostras foram determinadas utilizando o
método de Bradford (1976), com albumina de soro bovino (Sigma, EUA) como referéncia
para a obtencdo da curva padrao. O procedimento se constituiu em adicionar 200 puL de
solucdo cuja concentracao foi medida em 1000 pL da solugdo contendo azul de Commasie
e agitar a mistura em vortex. Apds 10 min fazia-se a medida da absorbancia da mistura
reacional a 595 nm. Quando maior sensibilidade foi necesséria, utilizou-se o reagente
Protein Plus (Pierce, EUA), também baseado na coloragdo por azul de Commasie. Colocou-
se 750 uL de solugdo junto com 750 UL de reagente Protein Plus, agitou-se a mistura em

vortex e, apos 10 min, a absorbancia a 595 nm da mistura reacional foi medida.

3.2.6 Electroforese SDS-PAGE

A eletroforese SDS-PAGE foi realizada em equipamento Mini-Protean III
(BioRad, EUA) utilizando gel de poliacrilamida 15% em condi¢des desnaturantes e
redutoras (Laemmli, 1970). A desnaturacdo das proteinas das amostras foi realizada por
aquecimento a 100 °C por 5-7 min, com ou sem presenga de B-mercaptoetanol no tampao
de desnaturag@o. Aliquotas de 5 a 15 pL de cada amostra foram aplicadas nos géis e estes
submetidos a uma voltagem de 180 mV em cuba vertical. O procedimento de coloracdo dos
géis foi feito usando solugdo de azul de Commasie R 250 a 0,2% ou nitrato de prata,
segundo protocolo descrito por Morrissey (1981). Os marcadores de massa molecular
usados foram albumina de soro bovino (66 kDa), ovalbumina de ovo de galinha (45 kDa),
gliceraldeido-3-fosfato desidrogenase de musculo de coelho (36 kDa), anidrase carbonica
de eritrocito bovino (29 kDa), tripsinogénio de pancreas bovino (24 kDa), inibidor de
tripsina da soja (20 kDa), a-lactalbumina de leite bovino (14,2 kDa) e aprotinina de pulmao
bovino (6,5 kDa).

As caracterizagdes dos extratos da soja e a identificacdo das proteinas presentes nos
extratos foram feitas comparando as bandas protéicas com as obtidas por Wolf et al. (1992)

que realizaram a eletroforese, sem [-mercaptoetanol no tampdo de desnaturagdo,

juntamente com a analise de seqliéncia de aminoacidos “N—terminal” para identificar as
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proteinas ou subunidades destas. As bandas eletroforéticas foram identificadas de acordo
com as suas massas moleculares: lipoxigenase (100 kDa), subunidades da B-conglicinina
(o', a e B com as massas moleculares de 76, 63 ¢ 48 kDa, respectivamente), B-amilase (55
kDa), subunidades da glicinina (A; com massa molecular 40 kDa, subunidades A ., A, € A,
com massas moleculares iguais a 34 kDa e subunidade B de massa molecular de 22 kDa),

aglutinina (32 kDa) e inibidor da tripsina de soja (20 kDa).

3.2.7 Concentrac¢ao de carboidratos

As concentragdes de acucares redutores (AR) e acucares totais (AT) foram
determinados pelo método do 4cido dinitrosalicilico (DNS) como descrito por Miller et al.
(1959), que se baseia na reacdo de Oxido-reducdo de glicose pelo DNS. As curvas de
calibragdo foram feitas com glicose (no caso de AR) e sacarose (no caso de AT) da Synth
(Brasil). O protocolo do método consiste em adicionar 0,5 mL da amostra a 0,5 mL de
solugdo de reagente DNS e aquecer a mistura a 100 °C durante 5 min. Em seguida, resfriar
a amostra em banho de gelo e adicionar 8,0 mL de solucdo de tartarato de sddio e potassio
54 mmol/L. Por fim, medir a absorbancia a 540 nm. A concentracdo de AR ¢é entdo
determinada pela curva padrao de glicose. O procedimento para determinagdo de AT possui
uma etapa adicional ao prévio procedimento de AR, que ¢ a hidrolise 4acida dos
carboidratos da amostra. Para tal, adiciona-se 2,0 mL de HCI 2,0 mol/L a 2,0 mL da
amostra e aquece-se a 100 °C por 5 min. Ap6s o resfriamento em banho do gelo, adiciona-
se 2,0 mL de NaOH 2,0 mol/L. A partir dai, foi determinadoo teor de AR como descrito
anteriormente, porém utilizando uma curva padrdo de sacarose, cujas solucdes de

concentragdes conhecidas sdo também previamente hidrolisadas por HCL.

3.2.8 Contenudo de dleo

A concentracdo de 6leo foi medida usando método gravimétrico com hexano
como solvente em aparelho do tipo soxhlet (determinador de lipideos Q-308G22, Quimis,
Brasil) segundo método 920.39 da AOAC (1995). O procedimento constituiu-se em pesar

5,0 g de farinha de soja e envolvé-la em papel de filtro e acomodar em um cilindro de
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celulose. O cilindro era imergido no solvente em ebuli¢do durante 30 min. Apds este tempo
o cilindro foi levantado e o gotejamento sobre a amostra foi mantido por mais 15 min para
se fazer uma lavagem do 6leo contido no solvente que molhava a farinha. Depois da
recuperacdo do solvente, o copo da fervura contendo o 6leo foi levado para a secagem em
estufa a 70 °C durante 15 min. Ap6s o resfriamento, o copo de fervura, previamente tarado,

foi pesado e o contetido de d6leo determinado.

3.2.9 Concentracio de compostos fenolicos

Polifenodis em solucdo foram quantificados através do método colorimétrico azul
da Prussia (Price e Butler, 1977) usando-se K;Fe(CN)s como reagente e D-catequina
(Sigma, EUA) para constru¢do de uma curva padrdo. A base quimica da metodologia ¢ a
redugdo, pelos grupos hidroxi-fendlicos, de ions Fé™ a Fé™, os quais sdo complexados com
K;3Fe(CN)s para produzir uma solucdo de coloragdo azul. O procedimento de andlise
consiste em adicionar 250 UL de solugdo de FeCl; 0,1 mol/L (preparada em solu¢ao de HCI
0,1 mol/L) e 250 puL de KsFe(CN)s 0,1 mol/L a 5,0 mL da amostra. Apds 10 min da adigdo

do ultimo reagente, fez-se a medida da absorbancia da mistura reacional a 720 nm.

3.2.10 Analise de atividade de GUS

O método da atividade de GUS utilizado foi adaptado do método Jefferson
(Brasileiro e Carneiro, 1998). Baseia-se na hidrolise do substrato metil-umberifenil-
gucuonorideo (MUG) pela GUS, cujo produto da reacdo ¢ metila-umberifenila (MU). Em
pH alcalino (11,5) a MU ¢ excitada com luz de comprimento de onda 360 nm e a emissao ¢
medida no comprimento de onda 460 nm. Uma unidade enzimatica corresponde a hidrolise
de 1 pmol de substrato por minuto. Para preparar curva da calibragcdo usou-se solugdo de

MU a varias concentragoes.

Em um ensaio de medida de atividade, 150 UL do tampdo de reacdo (2,2 mg de
MUG dissolvido em 2,5 mL de tampao de extragdo para atingir a concentracao final da
MUG de 2 mmol/L) foi pré-aquecido em banho termostatizado por 10 min a 37 °C. Depois,

adiciona-se 50 UL de solucdo da amostra e imediatamente uma aliquota de 20 uL da
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mistura reacional foi retirada e transferida para 1980 uL de tampao de parada (Na,COs 0,2
mol/L pH 11,5) para determinar o ponto zero de reagdo. As aliquotas de 20 pL sdo retiradas
dos tubos contendo a mistura reacional, incubados a 37 °C, durante uma hora, a cada 15
min, as quais foram transferidas para 1980 uL de tampao de parada. Em seguida, a
fluorescéncia foi medida no espectrometro de fluorescéncia modelo F-4500 (Hitachi,
Japao), onde a MU liberada pela rGUS foi excitada com 365 nm e a absorbancia da
radiacdo emitida foi medida a 460 nm. A atividade e atividade especifica foram calculadas

conforme Equagdes 3.2 e 3.3.

A - Uf(MED[DA) ‘ VREAcAb ‘ 1 pmolMU} Equacio 3.2
GUS ~ . .
U (CALIBRACAO) Vixizaro  Viepmo min- mL
AE. - U s epinay ‘ Vreacio _ 1 pmolMU] Equacio 3.3
GUS . .
U./‘(CALIBRACAAO) Vextraro Voo CPROTE,'NA min- mg

em que:
Usmepipa = variacdo de absor¢dao com o tempo (1/min)
Uncarisracio) = inclinagdo de curva de calibragdo com UM (1/pmol MU)
Vreacio = volume de reagcdo =200 uL (uL)
Vextraro = volume de extrato utilizado no ensaio = 50 puL. (uL)
Vuepino = volume de mistura reacional usada na medida = 20 uL. (uL)
Crroreina = concentragdo de proteina (mg/mL)
Acus = atividade de GUS (pmol MU/(min-mL))
AEgus = atividade especifica de GUS (pmol MU/(min-mg))

3.2.11 Ensaios de cromatografia de troca anionica usando resina DEAE-Sephadex

O gel DEAE-Sephadex A25 (Pharmacia, Suécia) foi preparado da seguinte
maneira: 1,025 g de gel foi colocado em béquer juntamente com 30 mL de tampao fosfato
50 mmol/L pH 7,00 contendo NaCl 200 mmol/L. O béquer foi levado para um banho a 100
°C, tampado com placa de vidro e levemente agitado a cada 15 min. Depois de duas horas

deixou-se a solucdo resfriar até atingir a temperatura ambiente. Uma coluna C10/10
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(Pharmacia, Suécia) com 10,0 cm de altura e 1,0 de diametro foi empacotada com o gel até

atingir um volume de 5,5 mL de leito.

O pH dos extratos da soja foi ajustado para pH 7,0 usando-se a solugdo de fosfato
bibasico de sddio 500 mmol/L pH 11,40 (pH ajustado com NaOH), para resultar em uma
concentragdo final de fosfato 50 mmol/L. O extrato com o pH ajustado foi usado para

alimentacao da coluna.

Em todas as cromatografias, a coluna foi equilibrada com tampao de fosfato 50
mmol/L pH 7,00 (tampao A) e vazdo era de 1,0 mL/min. Depois da inje¢do, a coluna foi
lavada com pelo menos 55 mL de tampdo A (10 volumes de coluna). Dois sistemas
cromatograficos foram usados. O sistema Waters consistia de bombas 1525 Binary HPLC
Pump com detector 2487 Dual A Absorbance detector (Waters, EUA) e o sistema Gilson
era composto de bomba Miniplus 3 com Detector 112 UV/VIS (Gilson, Franga). Trés
modos de eluigdo foram utilizados: 1) gradiente linear de tampao A a tampao A com NaCl
500 mmol/L; 2) eluicdo em degrau usando tampdo A com NaCl 200 mmol/L. e tampao A

com NaCl 300 mmol/L e 3) elui¢do usando tampao A com NaCl 300 mmol/L (tampao B).

Depois de cada cromatografia, a coluna foi regenerada usando solucdo aquosa de
NaCl 1,0 mol/L. As fra¢des das cromatografias foram coletadas e a atividade de GUS e a
concentragdo da proteina total foram medidas. Também eletroforese SDS-PAGE das
fracdes eluidas foi realizada. Os fatores de purificacdo e recuperagao foram calculados para

“pools” de fragdes contendo atividade de GUS conforme as Equagdes 3.4 e 3.5.

Fator de purificagdo = AEGUS(pOOZ) Equagdo 3.4
P ¢ AE . |injetada) quacao >
A ool)- V| pool
Recuperagdo = GUS(p )Vl pool] Equagdo 3.5

A5 (injetada) - V (injetado)
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3.2.12 Ensaios de cromatografia de interacio hidrofobica usando Streamline-Phenyl
O gel Streamline-Phenyl (Pharmacia, Suécia) foi preparado da seguinte maneira:

o gel foi colocado em sonificador e degaseificado sob pressdo reduzida. A coluna C10/20

(Pharmacia, Suécia) com 20,0 cm de altura e 1,0 cm de diametro foi empacotada com este

gel para se atingir um volume de leito de 12,0 mL.

Para preparar as amostras a serem injetadas, as fragdes de cromatografia de troca
i6nica foram combinadas com tampdo de fosfato 50 mmol/L pH 7,00 com NaCl 300
mmol/L (tampao B) contendo sulfato de amonio 3,0 mol/L na propor¢do 1:1 (v/v) para
atingir a concentracdo final de sulfato de amonio de 1,5 mol/L. Um volume de 10 mL da
amostra foi injetado e a vazao da coluna foi mantida durante todo o ensaio em 1,0 mL/min.
A lavagem foi feita usando-se 40 mL de tampao B com sulfato de amoénio 1,5 mol/L. As
proteinas fracamente adsorvidas foram eluidas usando-se dois passos, onde o primeiro
tampao era o tampao B com sulfato de amonio 0,5 mol/L e o segundo apenas o tampao B.
A GUS foi eluida usando-se agua ultra pura. As fragdes das cromatografias foram
coletadas e a atividade de GUS e a concentracdo da proteina total foram medidas. Também
eletroforese SDS-PAGE das fra¢des eluidas foi realizada. Os fatores de purificagcdo e
recuperagao foram calculados para “pool” de fragdes contendo atividade de GUS. A

regeneragao da coluna foi feita usando-se pelo menos 250 mL de 4gua ultra pura.
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Capitulo 4 — Resultados e Discussoes

4.1 Extrac¢ao e analise dos extratos de sementes de soja BR-16

Realizou-se o estudo da extracdo dos componentes nativos da soja (proteinas,
carboidratos e polifendis) utilizando a semente da soja BR-16. O estudo da cinética de
extragdo foi feito para definir o tempo em que a extragdo alcangasse o equilibrio, avaliado
em termos de concentracdo de proteinas totais extraidas. Os resultados das extra¢des nas

varias condigdes estao descritos na Tabela 4.1 e discutidos a seguir.

Tabela 4.1 Resultados dos ensaios de extracdo para a semente de soja BR-16.

Variaveis Condicoes de Concentracoes dos componentes
codificadas extracio nativos medidos
Ensaio oy Cua pH Cua G G- Cm  Car
(mmol/L) (mg/mL) (mmol/L) (mg/mL) (mg/mL)
1 -1 -1 4 30 1,55 0,084 0,20 5,69
2 -1 1 4 170 2,19 0,099 0,19 4,81
3 1 -1 7 30 6,36 0,092 0,45 5,80
4 1 1 7 170 7,32 0,179 0,49 5,49
5 -1,41 0 3.4 100 1,92 0,103 0,13 5,38
6 1,41 0 7,6 100 7,24 0,201 0,82 5,29
7 0 -1,41 5,5 0 4,55 0,143 0,37 5,16
8 0 1,41 5,5 200 5,84 0,180 0,39 5,46
9 0 0 5,5 100 5,55 0,189 0,47 5,34
10 0 0 5,5 100 5,84 0,163 0,39 4,45
11 0 0 5,5 100 5,35 0,156 0,22 5,10

Cnacl — concentragdo de NaCl; Cp — concentracdo de proteina total; Cr — concentragao dos
polifendis; Car — concentracdo de agucares redutores; Car — concentragdo de aglcares
totais.
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4.1.1 Estudo de cinética para definir o tempo de extragio

Para definir o tempo de extragdo, a concentragdo de proteinas foi medida ao logo
do tempo de uma extracdo com tampao fosfato 50 mmol/L e NaCl 100 mmol/L apH 5,5 ¢ a
m:v de 1:20. Os resultados apresentados na Figura 4.1 demonstram, que a concentragdo de

proteinas no extrato atingia um valor maximo depois de 15 min.
8,0 -
6,0 - <&

4,0 -

Cp (mg/mL)

2,0

0, 0 </ T T T T T 1
0 10 20 30 40 50 60

t (min)

Figura 4.1 Cinética de extracdo de proteina de semente de soja BR-16. Solugao
extratora: tampao de fosfato 50 mmol/L e NaCl 100 mmol/L a pH 5,5;

temperatura, 20 °C; razdo massa:volume 1:20.

Portanto nos estudos a seguir, utilizou-se um tempo de extragdo de 30 min. Este
tempo foi o mesmo usado para extracdo de rGUS de canola (Zhang et al., 2001); no caso de
milho transgénico contendo rGUS, os tempos de extra¢do usados foram pelo menos 15 min

(Kusnadi et al., 1996 e 1998a) ou 25 min (Kusnadi ef al., 1998D).

4.1.2 Extracao das proteinas da semente de soja BR-16

A concentracdo das proteinas nos extratos variou de 1,55 mg/mL (condigdo de
extracdo a pH 4,0 e NaCl 30 mmol/L) a 7,24 mg/mL (condi¢ao de extracdo a pH 7,6 ¢
NaCL 100 mmol/L), sendo 4,7 vezes maior em pH 7,6 do que em pH 4,0 (Figura 4.2). Esta

diferenca, se desconsideramos as diferentes concentracdes de NaCl, esta em concordancia
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com trabalho de Smith et al. (1938a), no qual a concentragdo de proteinas extraidas usando

NaCl 100mM era 4,3 vezes maior em pH 7,6 do que em pH 4,0.

CP (mg/mL)

L':] y
CNQCI (mmol/L) pH
Figura 4.2 Superficie de resposta para a concentracdo de proteina (Cp) nos

extratos de semente da soja BR-16 em funcao de pH e concentragdao de NaCl.

A Tabela 4.2 apresenta os coeficientes de regressdo, desvio padrdo, o valor t, o
valor p e os limites de confianga para a concentrac¢do das proteinas no extrato de semente da
soja BR-16. Todos os efeitos, exceto a interacao entre o pH ¢ a for¢a i6nica se mostraram
estatisticamente significativos a 95% de confianca. Isto significa, que ndo ha interacdo entre

estas duas variaveis na extracao de proteinas para a faixa estudada.

Estes resultados estdo em concordancia com trabalho de Smith ef al. (1938a),
devido ao fato, que a adigdo de sal causa um aumento de solubilidade das proteinas da soja.
O efeito de diminuicao de solubilidade das proteinas em pH neutro e concentragdao de NaCl
100 mM, como escrito pelo Smith ez al. (1938b) ndo foi observado, possivelmente porque o
trabalho do Smith e colaboradores foi feito usando apenas agua e, neste trabalho, o tampdes

de fosfato e citrato foram usados. Isto poderia interferir nos resultados, pois a concentragdo
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de tampdo em si ja era 100 mM. Os efeitos das variaveis estudadas sdo apresentadas na

Figura 4.3.

Tabela 4.2 Coeficientes de regressdo, desvio padrdo, o valor t, o valor p e os limites de

confianga para a concentracao das proteinas no extrato de sementes da soja BR-16.

Coeficiente Desvio Limite de Limite de

de padrao t p confianca confianca
regressao —95% +95%
Média* 5,623 0,109 51,513 0,000 5,153 6,093
pH (L)* 2,184 0,067 32,668 0,001 1,896 2,471
pH (Q)* -0,655 0,080 -8,238 0,014 -0,998 -0,313
Craar (L)* 0,429 0,067 6,421 0,023 0,142 0,717
Craar (Q)¥ -0,348 0,080 -4,369 0,049 -0,690 -0,005
pH(L)XCraa(L) 0,080 0,095 0,851 0,484 -0,326 0,487

* Fatores estatisticamente significativos p < 0,05 (95% nivel de confianga); L — coeficiente linear; Q —

coeficiente quadratico.

437

Efeitos (mg/mL)
N

[ ]

QB

131

L |

-Q70

OpH (L) OopH (Q) O C(NaCl) (L) O C(NaCl) (Q) m pH (L) x C(NaCl) (L)

Figura 4.3 Histograma do efeito do pH e concentracdo de NaCl sobre a concentragao das

proteinas nos extratos de semente de soja BR-16.
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4.1.3 Extracao dos polifendis de semente de soja BR-16

A concentragdo de polifenodis extraidas em todos os ensaios variou de 0,084 a
0,201 mmol/L ou 24,39 a 58,35 mg/mL (expresso em concentracdo de catequina). Dados
sobre a concentragdo de polifendis da soja soliveis em agua ndo foram encontrados na
literatura. A superficie de resposta para concentacao dos polifendis esta apresentada na

Figura 4.4.

0,20 -
0,18-
0,16-

0,14-

CF (mmol/L)

0,12~

D“ i
CNQCI (mmol/L) pH
Figura 4.4 Superficie de resposta para a concentra¢do de polifenodis (Cr) nos

extratos de semente da soja BR-16 em funcdo de pH e concentra¢dao de NaCl.

A Tabela 4.3 apresenta os coeficientes de regressao, desvio padrao, o valor t, o
valor p e os limites de confianca para a concentracdo dos polifenois no extrato de semente
de soja BR-16. Somente o efeito linear do pH se mostrou estatisticamente significante,
indicando que a forga ionica ndo influencia na concentracdo dos polifendis extraidos das
sementes de soja BR-16. Os efeitos padronizados das variaveis estudadas estdo

apresentados na Figura 4.5.
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Tabela 4.3 Coeficientes de regressao, desvio padrdo, o valor t, o valor p e os limites de

confianca para a concentragao de polifenois no extrato de sementes de soja BR-16.

Coeficiente Desvio Limite de Limite de

de padrao t p confianca confianca
regressao -95% +95%
Média* 0,169 0,010 16,870 0,003 0,126 0,213
pH (L)* 0,028 0,006 4,576 0,045 0,002 0,055
pH (Q) -0,019 0,007 -2,652 0,118 -0,051 0,012
Craar (L) 0,019 0,006 3,118 0,089 -0,007 0,046
Crac1 (Q) -0,015 0,007 -2,034 0,179 -0,046 0,017
pH(L)XCraci(L) 0,018 0,009 2,046 0,177 -0,020 0,055

* Fatores estatisticamente significativos p < 0,05 (95% nivel de confianca) ); L — coeficiente linear; Q —
coeficiente quadratico.

0,2

0,17
S 0,15
2

0,1 -
£ 0,04 0,04
£ 0,05 |
K -0,04 -0,03 -
S0 ]

-0,05

OpH (L) OpH(Q) OC(NaCl) (L) O C(NaCl) (Q) M pH (L) x C(NaCl) (L)

Figura 4.5 Histograma do efeito do pH e concentragio de NaCl sobre a

concentracao dos polifenois nos extratos de soja BR-16.

4.1.4 Extracao dos acicares redutores de semente de soja BR-16

As concentragdes dos acucares redutores nos extratos (0,13 a 0,82 mg/mL)
representam de 0,26 a 1,64% de massa total da farinha. Smith et al. (1972) indicam que a
concentragdo de agucares redutores diminui (abaixo de 1,8% de massa total do semente),
quando a semente amadurece. Portanto se consideramos a soja BR-16 madura, a
concentracdo dos acucares redutores esta em concordancia com dados encontrados na

literatura. Foi observado, também, que a concentracdo dos agucares redutores aumenta com
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o aumento do pH. A superficie de resposta correspondente a acucares redutores ¢

apresentada na Figura 4.6.

CAR (mg/mL)

D‘“ )
CNQCI (mmol/L) pH
Figura 4.6 Superficie de resposta para a concentracdo de agucares redutores

(Car) nos extratos em func¢ao de pH e concentragao de NaCl.

A Tabela 4.4 apresenta os coeficientes de regressdo, desvio padrdo, o valor t, o
valor p e os limites de confianga para a concentragdo dos aglicares redutores no extrato de
semente de soja BR-16. Apenas o efeito linear de pH se mostrou estatisticamente
significativo. Isto sugere que a forca idnica ndo influencia na concentracdo dos agucares
redutores extraidos de soja BR-16 ndo transgénica. Os efeitos padronizados das variaveis

estudadas estdo apresentados na Figura 4.7.

Tabela 4.4 Coeficientes de regressao, desvio padrdo, o valor t, o valor p e os limites de

confianga para a concentracdo dos agticares redutores no extrato de soja BR-16.
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Coeficiente Desvio Limite de Limite de

de padriao t p confianca confianca
regressiao —95% +95%
Média* 0,391 0,046 8,587 0,013 0,195 0,587
pH (L)* 0,190 0,028 6,819 0,021 0,070 0,310
pH (Q) 0,019 0,033 0,572 0,625 -0,124 0,162
Craar (L) 0,008 0,028 0,301 0,792 -0,112 0,128
Crac1 (Q) -0,030 0,033 -0,905 0,461 -0,172 0,113
PH(L)XCnaci(L) 0,011 0,039 0,270 0,813 -0,159 0,180

* Fatores estatisticamente significativos p < 0,05 (95% nivel de confianga)

Q38

Q04 aaz Qa2

Efeitos (mg/mL)

OpH (L) O pH (Q) O C(NaCl) (L) O C(NaCl) (Q) m pH (L) x C(NaCl) (L)

Figura 4.7 Histograma do efeito do pH e concentragdo de NaCl sobre a concentracdo dos

acucares redutores nos extratos de soja BR-16.

4.1.5 Extracao das agticares totais da soja BR-16

As concentragdes dos agucares totais nos extratos (4,45 a 5,69 mg/mL)
representam de 7,36 a 9,40% de massa total da farinha. Este resultado estd em concordancia
com a literatura (Smith et al., 1972), que mostra que a concentragdo de agucares totais em

semente de soja madura estd em torno de 7,4%.

Nenhum dos efeitos se mostrou estatisticamente significante, ou seja, nem o pH
nem a concentra¢do de NaCl influenciam na concentragao dos agucares totais extraidos de
semente de soja BR-16. A concentracao média dos aglcares redutores em todos os ensaios

foi 5,27 mg/mL expressa em concentragao de glicose.
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4.1.6 Analise do perfil das proteinas extraidas por SDS-PAGE

A andlise qualitativa das proteinas extraidas foi feita através de eletroforese SDS-
PAGE. As amostras foram congeladas depois da extragdo e usadas sem diluicdo. A
concentragao do gel foi 15% de poliacrilamida e a revelacao foi feita com azul de Comassie

R250.

Observou-se no gel de eletroforese referente aos extratos obtidos a valores de pH
igual ou acima de 5,50 (Figura 4.8, pistas de 4 a 10) bandas fortes de massas moleculares
de aproximadamente 76, 63 ¢ 48 kDa, correspondentes as subunidades de B-conglicinina,
40, 34 e 22 kDa, correspondentes as subunidades de glicinina, e 20 kDa correspondente ao
inibidor de tripsina de soja (Wolf et al, 1992). A presenca majoritaria destas proteinas nos
extratos € explicada, em parte, por B-conglicinina ¢ a glicinina representarem cerca de 50%
da proteina total soltvel da semente de soja (Menkhaus et a/, 2004). Extratos a pH igual ou
menor que 4,00 (Figura 4.8, pistas de 1 a 3) ja4 ndo apresentam estas bandas de forma
acentuada, devido em parte a baixa solubilidade destas duas globulinas na faixa de pH em
questdo (Smith et al., 1972). Nesta faixa de pH prevalecem a lipoxigenase, B-amilase,
aglutinina e o inibidor de tripsina, como demonstra a presenca de bandas correspondentes a

100, 55, 32 e 20 kDa, respectivamente (Wolf et al., 1992).

A eletroforese, juntamente com os resultados de anélises dos extratos anteriores
mostrou que, na faixa de pH e concentragdo de NaCl estudados, condi¢do 6tima para
extragdo de uma proteina recombinante, se encontra a um valor de baixo pH e na auséncia
de NaCl no tampao, pois a maioria das proteinas extraidas nesta condi¢do t€ém a massa
molecular menor do que 66 kDa (Figura 4.8 — Pista 2), a concentracdo das proteinas
extraidas ¢ minima e concentragdo de AR diminui com diminui¢do pH do extrato. As
proteinas nativas da soja com massa molecular até 66 kDa ndo s6 tem a massa molecular
bem menor do que a B-glucuronidase (270 kDa), mas também os pontos isoelétricos destas

proteinas (Tabela 2.1) sdo menores (4,0 a 4,5) do que da B-glucuronidase (pl igual a 5,5).
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Figura 4.8 Perfil eletroforético SDS-PAGE em gel 15% dos extratos de BR-16 em varios
condi¢des de pH e concentragdo de NaCl. Tampao de desnaturagdo sem [3-mercaptoetanol.
MM: marcadores de massa molecular. Gel A. Pista 1: pH 3,4 ¢ 100 mM de NaCl. Pista 2:
pH 4,0 e 30 mM de NaCl. Pista 3: pH 4,0 e 170 mM de NaCl. Pista 4: pH 5,5 ¢ 0 mM de
NaCl. Pista 5: pH 5,5 e 100 mM de NaCl. Gel B. Pista 6: pH 5,5 ¢ 100 mM de NaCl. Pista
7: pH 5,5 ¢ 200 mM de NaCl. Pista 8: pH 7,0 e 30 mM de NaCl. Pista 9: pH 7,0 ¢ 170
mM de NaCl. Pista 10: pH 7,6 ¢ 100 mM de NaCl. Revelacdo feita com azul de

Coomassie.

4.2 Extracio e analise dos extratos de semente da soja BR-16tg

O estudo da extragdo das sementes de soja BR-16tg objetivou, principalmente, a
solubilizacdo da rGUS mas aliou-se também a extragdo dos componentes nativos
(proteinas, polifendis, aglicares redutores e agucares totais) como feito para a soja BR-16
(item 4.1). Inicialmente o estudo da cinética de extragdo da rGUS foi feito para definir o
tempo suficiente para extracdo em termos de rGUS. Os resultados das extracdes em varias

condigdes estdo descritos na Tabela 4.5 e discutidos a seguir.



Tabela 4.5 Resultados dos ensaios de extracdo para a semente de soja BR-16tg.

40

Variaveis Condicoes de Concentracoes dos componentes medidas
codificadas extracio
pH Craci Acus Cr Cr Car Car

Ensaio PH G

(mmol/L) (pmol MU (mg/mL) (mmol (mg/mL) (mg/mL)

/min-mL)

/L)
1 1 -1 400 30 0 136 0,101 022 7,58
2 1 1 400 170 0 2,16 0,123 022 76l
3 1 -1 7,00 30 3,75-100 7,70 0,172 0,58 8,00
4 1 1 700 170  3,52-10" 7,61 0,179 0,58 8,12
5  -1,41 0 340 100 0 1,62 0,085 008 7,24
6 141 0 760 100  3,690-10" 813 0,150 0,65 7,26
7 0 -141 550 0 3,46-107 444 0164 047 7,75
8 0 141 550 200  3,06-100 626 024 042 7,00
9 0 0 550 100 3,07-100 58 0173 048 7,69
0 0 0 550 100 319100 602 0,195 047 775
11 0 0 55 100 329-100 601l 0182 045 7,68

Craal — concentragao de NaCl; Cp — concentragao de proteina total; Cr — concentragao dos
polifenois; Car — concentragdo de acucares redutores; Car — concentracdo de agucares
totais; Agus — atividade de GUS.

4.2.1 Estudo de cinética da extracao de rGUS

Para definir o tempo minimo para atingir a concentracdo de equilibrio da extracdo

de rGUS, a atividade de GUS de uma extragao foi medida ao longo do tempo. O estudo de

cinética foi feito usando tampao fosfato 50 mmol/L NaCl 100 mmol/L e pH 5,50, valores

de concentragdo de NaCl e pH intermediarios das faixas do planejamento, e razao

massa:volume 1:20. Os resultados apresentados na Figura 4.9 mostram, que a atividade de

rGUS nao aumenta significativamente apds de 25 min de extracao.
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Figura 4.9 Extracdo de rGUS em fung¢do de tempo. Solucdo extratora: tampao de fosfato

50 mmol/L e NaCl 100 mmol/L a pH 5,5; temperatura, 20 °C; razao massa:volume 1:20.

Bai et al. (2002) estudaram a cinética de extracdo de rGUS produzida em canola
transgénica e constataram que a recuperagao de rGUS nao depende tanto do tamanho das
particulas de farinha desengordurada, mas da técnica de moagem, ou seja da quantidade de
células rompidas. Como as particulas da farinha de soja BR-16tg desengordurada eram
menores do que 500 um (compardveis com o tamanho das particulas dos estudos feitos
usando canola transgénica), a influéncia do tamanho das particulas na cinética da extracao
de rGUS nio foi estudada, ¢ o tempo de 30 min foi considerado apropriado para os estudos

posteriores.

4.2.2 Extracgao de rGUS da semente de soja BR-16tg

A extragdo de rGUS, monitorada pela atividade GUS nos extratos, foi totalmente
ineficiente a valores de pH 3,40 e 4,00: a solubilizagdo da rGUS ndo aconteceu, a enzima
foi inibida ou desnaturada a estes baixos valores de pH. Desta forma, a analise estatistica do
planejamento para esta varidvel de resposta ndo pode ser considerada, pois a superficie
gerada possibilita a previsdo de valores positivos de atividade em extratos obtidos a pH

igual a 4,00 e at¢ mesmo menores que este valor (dados ndo apresentados), o que nao
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condiz com os resultados experimentais obtidos. No entanto, o aumento da concentragdo de
NacCl, tanto para extragdes a pH 5,50 como a pH 7,00, resultou em diminuicao da atividade
de rGUS no extrato. Assim, a extracdo de rGUS foi otimizada em fun¢do do pH (sem a

adi¢dao de NaCl no tampao de extragdo) para a faixa de pH de 4,00 a 6,00 (item 4.3).

4.2.3 Extracao de proteinas da semente de soja BR-16tg

A concentracdo das proteinas variou de 1,36 mg/mL ( condigdo de extragdo a pH
4,0 e NaCl 30 mmol/L) a 8,13 mg/mL (condi¢do de extragdo a pH 7,6 ¢ NaCl 100 mmo/L).
A faixa de concentracdo, assim como as tendéncias que se pode observar na superficie de
resposta nas faixas estudadas, foram praticamente iguais aquelas obtidas com semente da
soja BR-16 (Figura 4.10). A superficie de resposta para a concentra¢do de proteina nos
extratos de semente de soja BR-16tg tem um comportamento também similar com as
superficies obtidas para as proteinas extraidas de cinco variedades do milho (Farinas,

2004), porém, a faixa de concentragdo das proteinas extraidas da soja ¢ superior.

10,0~
8,0 -

6,0 -

CP (mg/mL)

; .
CNQCI (mmol/L) pH

Figura 4.10 Superficie de resposta para a concentragdo de proteina (Cp) nos

extratos de semente da soja BR-16tg em funcdo de pH e concentragdo de NaCl.
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A Tabela 4.6 apresenta os coeficientes de regressdo, desvio padrdo, o valor t, o
valor p e os limites de confianca para a concentracao das proteinas no extrato de semente de
soja BR-16tg. Todos os efeitos, exceto a interacao entre a pH e concentragao de NaCl, se
mostraram estatisticamente significativos a 95% de confianca. Isto significa que ndo ha
interacdo entre estas duas variaveis na extracdo de proteinas para a faixa estudada. Os

efeitos das varidveis estudados estdo apresentados na Figura 4.11.

Tabela 4.6 Coeficientes de regressdo, desvio padrdo, o valor t, o valor p e os limites de

confianga para a concentragdo das proteinas no extrato de sementes da soja BR-16tg.

Coeficiente Desvio Limite de Limite de

de padrio t p confianca confianca
regressio —95% +95%
Média* 5,951 0,066 90,120 0,000 5,667 6,235
pH (L)* 5,250 0,081 64,918 0,000 4,902 5,598
pH (Q)* -1,278 0,096 -13,272 0,006 -1,692 -0,863
Craar (L)* 0,821 0,081 10,147 0,010 0,473 1,169
Craar (Q)¥ -0,802 0,096 -8,328 0,014 -1,216 -0,387
pH(L)XCnraci(L) -0,444 0,114 -3,882 0,060 -0,936 0,048

* Fatores estatisticamente significativos p < 0,05 (95% nivel de confianga); L — coeficiente linear; Q —
coeficiente quadratico.

Efeitos (mg/mL)
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Figura 4.11 Histograma do efeito do pH e concentracdo de NaCl sobre a concentracdo das

proteinas nos extratos de semente de soja BR-16tg.
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4.2.4 Extracio dos polifendis da semente de soja BR-16tg

A concentracao de polifenois extraidos variou de 0,101 a 0,195 mmol/L ou 29,32
a 56,61 mg/mL (expresso em concentracdo de catequina). Estes valores de concentracdo de
polifénois obtidos sdo muito similares aos resultados obtidos com soja BR-16 e
aproximadamente na mesma faixa obtida em extratos de semente de milho (Farinas, 2004).

A superficie da resposta para concentragao dos polifendis esta representada na Figura 4.12.

0,20
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0,05

; ,
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Figura 4.12 Superficie de resposta para a concentragdo de polifendis (Cr) nos

extratos de semente de soja em fungdo de pH e concentragdo de NaCl.

A Tabela 4.7 apresenta os coeficientes de regressao, desvio padrdo, o valor t, o
valor p e os limites de confianga para a concentragdao dos polifenois no extrato de soja BR-
16. O efeito linear e quadratico do pH e o efeito linear de concentragdo de NaCl se
mostraram estatisticamente significativos. Os efeitos das varidveis estudadas estdo

apresentados na Figura 4.13.
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Tabela 4.7 Coeficientes de regressao, desvio padrdo, o valor t, o valor p e os limites de

confianga para a concentracao dos polifenois no extrato de sementes de soja BR-16tg.

Coeficiente Desvio Limite de Limite de

de padrio t p confianca confianca
regressao —95% +95%
Média* 0,184 0,011 17,191 0,000 0,156 0,211
pH (L)* 0,055 0,013 4,204 0,008 0,021 0,089
pH (Q)° -0,074 0,016 -4,783 0,005 -0,115 -0,034
Craar (L)* 0,035 0,013 2,637 0,046 0,001 0,068
Crac1 (Q) 0,011 0,016 0,700 0,515 -0,029 0,050
PH(L)XCraai(L) -0,007 0,019 -0,404 0,703 -0,055 0,040

* Fatores estatisticamente significativos p < 0,05 (95% nivel de confianca) ); L — coeficiente linear; Q —

coeficiente quadratico.
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Figura 4.13 Histograma do efeito do pH e concentracdo de NaCl sobre a

concentracdo dos polifenois nos extratos de soja BR-16tg.

4.2.5 Extracao dos acgtcares redutores da semente de soja BR-16tg

As concentragdes de acucares redutores extraidos (0,08 a 0,65 mg/mL)
representam 0,16 a 1,30% da massa total da farinha. Estes valores de concentragdes de
acucares redutores nos extratos sdo parecidos com as concentragdes obtidas com semente

da soja BR-16 (Figura 4.14).

A Tabela 4.8 apresenta os coeficientes de regressdo, desvio padrdo, o valor t, o

valor p e os limites de confianga para a concentragdo dos aglicares redutores no extrato de
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semente de soja BR-16. Apenas o efeito linear e o efeito quadratico de pH se mostraram
estatisticamente significativos, ou seja, a concentracdo de NaCl ndo influencia na
concentracdo dos agucares redutores extraidos de soja BR-16tg. Comparando as
concentragdes de agucares redutores no extrato de semente de soja BR-16tg com os
medidos no extratos da endosperma de semente de milho (Farinas, 2004), percebeu-se que
no caso da soja, a concentragdo ¢ 2 a 10 vezes menor dependendo da variedade do milho.

Os efeitos das varidveis estudadas sao apresentados em Figura 4.15.

; ,
CNQC‘ (mmel/L) pH

Figura 4.14 Superficie de resposta para a concentra¢do de acucares redutores
(Car) nos extratos de semente de soja BR-16tg em fun¢do de pH e concentracao

de NaCl.



47

Tabela 4.8 Coeficientes de regressao, desvio padrdo, o valor t, o valor p e os limites de
confiancga para a concentracao dos agucares redutores no extrato de semente de soja BR-

l16tg.

Coeficiente Desvio Limite de Limite de

de padriao t p confianca confianca
regressao -95% +95%
Média* 0,467 0,011 44,435 0,000 0,440 0,494
pH (L)* 0,382 0,013 29,670 0,000 0,349 0,415
pH (Q)° -0,103 0,015 -6,724 0,001 -0,142 -0,064
Craar (L) -0,018 0,013 -1,416 0,216 -0,051 0,015
Crac1 (Q) -0,024 0,015 -1,597 0,171 -0,064 0,015
PH(L)XCnaci(LL) 0,000 0,018 0,024 0,982 -0,046 0,047

* Fatores estatisticamente significativos p < 0,05 (95% nivel de confianga)
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Figura 4.15 Histograma do efeito do pH e concentragao de NaCl sobre a concentragao dos

acucares redutores nos extratos de semente de soja BR-16tg.

4.2.6 Extracao de agticares totais de semente de soja BR-16tg

As concentracdes dos agucares totais extraidos estdo dentro de uma faixa bem
estreita (7,24 a 8,12 mg/mL) e representam 11,98 a 13,39% de massa total da farinha.
Nenhum dos efeitos se mostrou estatisticamente significativo pois, nem o pH nem a
concentracdo de NaCl influenciam na concentracdo dos agucares totais extraidos de soja
BR-16tg. A concentragdo média dos agucares totais em todos os ensaios foi 7,61 mg/mL

expressa em concentracdo de glicose. Isto ¢ comparavel com as concentragdes de aglicares
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totais extraidas de endosperma de semente do milho (Farinas, 2004). A concentragdo dos
agucares totais extraidos da soja BR-16tg foi em torno de 40% maior do que no caso de

soja BR-16.

4.2.7 Analise do perfil das proteinas extraidas por SDS-PAGE

O perfil das bandas protéicas obtidas através de SDS-PAGE com os extratos de
semente de soja BR-16tg (Figura 4.16) ¢ praticamente o mesmo do perfil obtido com soja
BR-16. Uma vez que as concentracdes de proteinas totais dos extratos de soja BR-16 e BR-
16tg também eram muito proximas, espera-se que a técnica de “spiking” com a soja BR-16
possa ser usada com alto grau de representatividade para estudar a purificagdo de GUS

usando-se técnicas cromatograficas.

4.3 Extracao de rGUS de semente de soja BR-16tg em funcio de pH sem

NaCl no tampao de extracgio

A otimizagao da extragao de rGUS em fung¢ao do pH foi realizada apenas com um
agente tamponante, o citrato de sddio na concentracdo de 50 mmol/L, e ndo com citrato e
fosfato, devido a faixa de pH utilizada nesta otimiza¢do — 4,10 a 6,25 — ser mais estreita,
eliminando-se, assim, o possivel efeito na extracdo de ions tamponantes distintos. Com a
determinagdo da concentracdo de proteina total nos extratos, pode-se plotar a atividade e
atividade especifica dos extratos, além da concentracdo de proteina total, em fun¢do do pH
(Figura 4.17). Tanto a atividade de GUS quanto a concentracdo de proteina total nos
extratos aumentaram com o aumento do pH de extracdo. No entanto, a atividade GUS
especifica apresentou um maximo entre pH 4,75 e 5,25, o que indica que o extrato tem
maior relacdo de atividade de rGUS por massa de proteina nativa. Pode-se, assim
considerar o pH 5,25 como ponto 6timo de extragdo da rGUS pois possibilita o rendimento
de extragdo mais elevado (maior atividade de GUS por unidade de volume) dentro da faixa
de pH de atividade especifica maxima. Com extracao a este pH, 75% da rGUS ¢ extraida

com apenas 40% da proteina total, quando comparada com valores obtidos a pH 6,25.
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Figura 4.16 Perfil eletroforético (SDS-PAGE em gel 15%) dos extratos de BR-16tg em
varios condigbes de pH e concentracdo de NaCl. Tampdo de desnaturagio sem f-
mercaptoetanol, MM: marcadores de massa molecular. Gel A. Pista 1: pH 3,4 ¢ 100 mM
de NaCl. Pista 2: pH 4,0 e 30 mM de NaCl. Pista 3: pH 4,0 ¢ 170 mM de NaCl. Pista 4:
pH 5,5 ¢ 0 mM de NaCl. Pista 5: pH 5,5 ¢ 100 mM de NaCl. Gel B. Pista 6: pH 5,5 e 100
mM de NaCl. Pista 7: pH 5,5 e 200 mM de NaCl. Pista 8: pH 7,0 e 30 mM de NaCl. Pista
9: pH 7,0 e 170 mM de NaCl. Pista 10: pH 7,6 e 100 mM de NaCl. Revelagdo feita com
azul de Coomassie,

As concentragbes nos extratos dos componentes nativos polifendis, agucares
redutores e agucares totais foram também medidos (Figuras 4.18, 4.19 e 4.20). As
concentragdes de polifendis e agticares totais foram praticamente constantes em toda a faixa

de pH, enquanto que a concentracdo dos agucares redutores extraidos aumentou com o

aumento de pH.
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Figura 4.17 Extragdo de rGUS e proteina total de semente de soja BR-16tg em funcao do
pH. Os pontos representam a média de duas extragdes. o —Atividade especifica de GUS, A

— Atividade de GUS, o — Proteina total.
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Figura 4.18 Extracdo de polifendis de semente de soja BR-16tg com mudancga de

pH usando tampao citrato 50 mmol/L razdo massa:volume igual a 1:20.
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Figura 4.19 Extracdo de agucares redutores de semente de soja BR-16tg com
mudanga de pH usando tampao citrato 50 mmol/L razdo massa:volume igual a

1:20.
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Figura 4.20 Extragdo de acUcares totais de semente de soja BR-16tg com

mudan¢a de pH usando tampao citrato 50 mmol/L razdo massa:volume igual a

1:20.

O perfil das bandas obtidas com extratos de semente de soja BR-16tg usando-se o

tampao de citrato de sodio 50 mmol/L (Figura 4.21) foi similar aos perfis obtidos com
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extratos segundo o planejamento experimental, isto €, na faixa de pH de 4,10 a 6,25 a

solubilidade das proteinas de massa molecular mais alta aumenta com a aumento de pH.
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Figura 4.21 Perfil eletroforético (SDS-PAGE em gel 15%) dos extratos de semente de soja
BR-16tg usando tampdo de citrato de sédio 50 mM. Sem PB-mercaptoetanol presente no
tampao de desnaturacdo. MM: marcadores de massa molecular. Pista 1: extrato a pH 4,35.
Pista 2: extrato a pH 4,75. Pista 3: extrato a pH 5,25. Pista 4: extrato a pH 5,75. Pista S:

extrato a pH 6,25. Revelagdo feita com azul de Coomassie.

4.4 Estudos cromatograficos de purificacio da rGUS de semente de soja BR-16tg

A estratégia geral dos estudos cromatograficos era primeiramente conseguir
comparar a purificagdo da rGUS de sementes da soja com a purificagdo desta enzima a
partir de semente de milho e de canola. Tentou-se aproximar o tipo de cromatografia e
resina, assim como também a condi¢do de adsor¢do e eluigao utilizados daqueles relatados
na literatura (Figura 3.1). No caso de purificacdo de rGUS do milho (Kusnadi ef al., 1996,
1988a e 1988b), como também no caso de canola (Bae e Glatz 2002), o extrato foi injetado

numa coluna trocadora de anions baseado em DEAE e o tampao de adsorcao foi fosfato de
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sodio 50 mmol/L pH 7,00. A elui¢do da enzima foi realizada de modos distinos, devido as
impurezas (proteinas) diferentes presentes nos extratos mas, em ambos casos, com adigdo
de NaCl no tampao de adsor¢do. Assim, no estudo presente usou-se também o adsorvente
DEAE e o tampao fosfato 50 mmol/L pH 7,00, como tampao de adsorcdo e tentou-se achar
a melhor condi¢do de dessor¢cdo de rGUS em termos de concentragdo de NaCl no tampao

de eluigao.

No caso de usar semente de milho como biorreator (Kusnadi et al., 1998a ¢
1998b), a etapa cromatografica apds a cromatografia de troca idnica foi a cromatografia de
interacdo hidrofobica usando resina phenyl-sepharose. A fragdo contendo rGUS da primeira
etapa cromatografica foi usada como alimentagdo na cromatografia de interacdo
hidrofobica, onde a tampao de adsorgao era tampao fosfato de sodio 50 mmol/L pH 7,00
com NaCl 300 mmol/L e sulfato de aménio 1,5 mol/L. No estudo presente, a mesma resina
e condi¢do de adsor¢ao foi utilizada, porém a condigdo de dessor¢do foi diferente devido as

presenca de impurezas distintas.

4.4.1 Cromatografia de troca-ionica em trocador de anions DEAE-Sephadex

A condigdo de adsor¢ao em todas as cromatografias foi tampao fosfato 50 mmol/L
pH 7,00 (tampao A) por razdes descritas no item 4.4, usando-se injecao de 5,0 mL de
extrato da soja BR-16tg. Trés condi¢des de eluicdo da rGUS foram estudadas, todas com
NaCl adicionado ao tampao fosfato S0 mmol/L pH 7,00. As fragdes de eluicdo combinados
em “pools” foram analisadas em termos de atividade de GUS e concentracdo de proteina

total.

Primeiramente, empregou-se um gradiente de NaCl de 0 a 500 mmol/L no tampao
A com aumento da concentracdo salina de 4 mmol/L por minuto (Dessor¢ao #1), similar ao
relatado por Bae e Glatz (2002). O perfil cromatografico deste ensaio (Figura 4.22)
apresentou um pico a cerca de 65-70 min de eluicdo (proteinas fracamente adsorvidas) e
dois picos entre 106 (concentragdo de NaCl de 240 mmol/L) e 140 min que corresponderam
a dois picos de atividade (pico maior em torno de NaCl 290 mmol/L). As fracdes
correspondentes a estes dois picos foram combinadas em um unico “pool” e analisados. O

fator de purificacdo e a recuperagdo obtidos foram 2,3 e 43%, respectivamente.
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Figura 4.22 Cromatografia de extrato de semente de BR-16tg usando o suporte DEAE-
Sephadex. Tampao de elui¢ao: fosfato 50 mmol/L pH = 7,00 com NaCl de 0 a 500 mmol/L
com aumento da concentragdo de NaCl de 4 mmol/L por minuto com comego a 45 min. As
setas indicam inicio das etapas de lavagem (L) e eluicao (E). — Absorbancia a 280 nm; ---

Atividade GUS; --- Cyacl.

O segundo esquema de eluicdo testado (Dessor¢do #2) consistiu em eluicdo com
trés degraus de concentragao de NaCl — um primeiro a 200 mmol/L (E;), um segundo a 300
mmol/L (E2) e um ultimo degrau a 500 mmol/L (Es) (Figura 4.23) — baseado no trabalho de
Bai e Glatz (2002) que utilizaram 175 e 500 mmol/L de NaCl. Combinou-se as fragdes em
“pools” relativos aos tempos de eluicdo de 60 a 90 min (eluicdo E,), de 100 a 105 min
(eluicdo E,) e de 145 a 150 (eluicao Es). Os fatores de purificagdo e a recuperagdo foram de
3,2 e 38% para o primeiro “pool”, 3,3 e 11% para o segundo “pool” e 1,8 e 3% para o

terceiro “pool”.
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Figura 4.23 Cromatografia de extrato de soja BR-16tg usando DEAE-Sephadex como
suporte. O tampao de elui¢ao, usado em todos os casos, foi fosfato 50 mmol/L a pH 7,0
com: NaCl 200 mmol/L (E;), NaCl 300 mmol/L (E;) e NaCl 500 mmol/L (E;). As setas
indicam o inicio das etapas de lavagem (L) e elui¢des (E;). — Absorbancia a 280 nm; ---

Atividade GUS.

Um ultimo esquema de eluigdo (Dessorc¢ao #3) utilizou um degrau de 300 mmol/L
de NaCl (Figura 2.24) baseado no tampao de elui¢do usado no trabalho de Kusnadi et al.
(1996). A lavagem de coluna foi feita usando-se 55 mL de tampao de adsor¢do e o comego
da eluigdo se deu a 60 min. A fragdo relativa ao tempo de 65-70 min resultou em fator de

purificacdo de 3,6 e recuperacao de 41% (Tabela 4.9).

A andlise conjunta dos fatores de purificagdo e as recuperagdes em termos da
atividade total alimentada (Tabela 4.10) permitiram a selecdo da Dessor¢ao #3 (degrau de
300 mmol/L de NaCl) como a condi¢do de maior eficiéncia (Tabela 4.9), pois com ela
obteve-se o maior fator de purificagdo (3,6) e uma recuperacdo da mesma ordem de
grandeza da Dessorcdo #2. Percebeu-se também, que usando-se Dessorgao #3, em torno de
50% de rGUS foi perdida na etapa de lavagem. Concluiu se, que o volume de extrato de

soja injetado deveria ser otimizado para se obter uma maior recuperacao de rGUS.
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Tabela 4.9 Cromatografia de troca idnica em DEAE-Sephadex a partir de extrato de

semente da soja BR-16tg (eluicdo com NaCl 300 mmol/L).

Fragﬁo* \% Cp mpe AGUS ATGUS AEGUS FP R
(mL) (mg/mL) (mg) (pmol MU (pmol (pmol MU (%)
/(min.mL)) MU/min) /(min.mg)

Alimentacdo 5 3,23 16,15 21,20-10° 106,00-10°  6,56-10° 1,00 100

Lavagem 60 0,09 513 08410° 50,60-10° 9,86-10° 1,50 48
(0 — 60 min)
Fragéo 1 5 0,02 0,09 0,24-10° 1,20-10°  12,80-10° 1,95 1
(60 — 65 min)
Fragéo 2 5 0,37 1,86 8,74-10°  43,70-10° 23,50-10° 3,59 41
(65— 70 min)
Frag@o 3 5 0,13 0,67 047-10°  2,34-10°  3,4810° 0,53 2
(70 — 75 min)
Fragéo 4 5 0,07 033  0,23-10° 1,16-10°  3,51-10° 0,54 1
(75 — 80 min)
Fragdo 5 5 0,05 025 0,1810° 089-10°  3,53-10° 0,54 1
(80 — 85 min)
Fragéo 6 5 0,03 0,17 0,10-10° 0,51-10° 291-10° 0,44 0
(85 —90 min)
Fragéo 7 5 0,03 0,15 0,12-10° 0,61-10°  3,9810° 0,61 1
(90 — 95 min)
Fragéo 8 5 0,03 0,15 0,10-10°  0,49-10°  3,32-10° 0,51 0
(95 — 100 min)
Fragédo 9 5 0,03 0,15 0,07-10° 0,3510° 237-10° 036 0
(100 — 105 min)
Fragéo 10 30 0,02 052 0,21-10°  6,15-10° 11,90-10° 1,81 6
(105 — 135 min)
Fragdo 11 10 0,00 0,03 0 0 0 0,00 0
(135 — 145 min)
Total 90 9,50 108,00-10° 102

* Tempo apresentado em termos de periodo apoés inicio de inje¢dao da alimentagdo

FP = fator de purificacdo; R = recuperacao de atividade de GUS; Cp = concentragao de
proteina total; mp = massa total de proteina; Agus = atividade de GUS; ATgus =
atividade total de GUS; AEqus = atividade especifica de GUS.
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Figura 4.24 Cromatografia de extrato de soja BR-16tg usando DEAE-Sephadex como
suporte. O tampao de elui¢cao usado foi fosfato 50 mmol/L a pH 7,0 com NaCl 300 mmol/L
(E). As setas indicam o inicio das etapas de lavagem (L) e elui¢do (E). — Absorbancia a

280 nm; --- Atividade GUS.

Tabela 4.10 Estudos de elui¢do da rGUS adsorvida em DEAE-Sephadex a partir de extrato
de semente de soja BR-16tg.

Concentragio de NaCl  Fator de Recuperacio da

Esquema de elui¢do

(mmol/L) purificacdo  atividade GUS (%)
Dessorcao #1 240 - 380 2,3 43
E, 200 3,2 38
Dessorg¢ao #2 E, 300 3,3 11
Es 500 1,8 3
Dessorg¢ao #3 300 3,6 41

Tampao de adsorcdo, fosfato 50 mmol/L pH 7,00; volume de inje¢do, 5,0 mL; Volume de
leito de adsor¢do , 5,5 mL; 10° pmol MU/min corresponde a 100%.
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4.4.2 Otimizacao do volume de injecdo de extrato usando DEAE-Sephadex

A fim de se otimizar o volume de alimentacdo da cromatografia de troca-ionica
em DEAE-Sephadex, volumes de 1,0 a 5,0 mL de extrato de semente de soja BR-16tg
(extracdo com tampdo citrato 50 mmol/L pH 5,25) com pH ajustado em 7,00 foram
injetadas na coluna e a eluicdo foi realizada conforme a esquema de dessor¢dao #3. Os
tempos de eluicdo do pico de rGUS variaram entre 10 e 15 minutos. Fragdes de 5,0 mL
foram coletadas e atividade de GUS e proteina total foram medidas. Os fatores de
purificacdo e a recuperagdo determinados estdo apresentados na Tabela 4.11. O volume de
injecdo de 4,0 mL forneceu os maiores fatores de purificagdo e recuperacdes de rGUS (6,2
e 63% respectivamente). Para volumes de injecdo inferiores a 4,0 mL, a recuperacdo de
enzima foi a mesma, porém, o fator de purificagdo diminuiu. Como a elui¢do feita com
NaCL 300 mmol/L e inje¢do de 4,0 mL foram consideradas as condi¢des 6timas o eluido
desta cromatografia foi usada para a alimentacdo de proxima etapa cromatografica

(cromatografia de interagao hidrofdbica).

Tabela 4.11 Os fatores de purificagdo e recuperagdo da cromatografia em DEAE-

Sephadex para diferentes volumes de injecao de extrato de semente de soja BR-16tg.

Volume de inje¢do (mL) Fator de purificaciao Recuperacio (%)
1,0 2,6 63
2,0 2,5 53
3,0 3,6 62
4,0 6,2 63
5,0 3,6 41

Tampao de adsor¢ao, fosfato 50 mmol/L pH 7,00; Volume de leito de adsorcao, 5,5 mL
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Os fatores de purificagcdo de rGUS obtidos nos trabalhos de Kusnadi ez al. (1998a)
e Kusnadi et al. (1998b) foram de 5 e 8, respectivamente, da mesma ordem de grandeza do
obtido neste trabalho. Portanto, em termos de purificacao de rGUS usando-se cromatografia
de troca idnica com adsorvente baseado em DEAE, a soja e o milho sdo sistemas similares.
No caso de canola transgénica, o fator de purificagdo foi 32 (Bai e Glatz, 2002). A
diferenca no fator de purificacdo de canola e soja vem do fato que a maioria das proteinas
da canola tem o ponto isoelétrico basico e, portanto, a canola ¢ uma planta bem mais
apropriada para purificacdo das proteinas recombinantes com o ponto isoelétrico acido,

como € o caso da rGUS.

4.4.3 Analise de fracdo contendo rGUS através de SDS-PAGE

Para se caracterizar o perfil de massa molecular das proteinas que co-purificaram
com rGUS e também para estimar sua pureza, fez-se eletroforese SDS-PAGE do extrato
das sementes e da fracdo eltiida contendo rGUS (Figura 4.25). Esperava-se detectar uma
banda de 68 kDa referente ao mondmero da molécula de GUS, pois estes mondmeros sao
ligados através de residuos de lisina (Matsumura et al., 1999), ligacdo que ¢ desfeita na
presenca de SDS (Flores e Ellington, 2002). No entanto, esta banda ndo foi detectada.
Como as proteinas recombinantes podem formar pontes dissulfeto com outras proteinas
nativas, fez-se também eletroforese adicionando-se [B-mercaptoetanol no tampao de
desnaturagdo para detectar se o monomero foi “seqiiestrado” por uma proteina nativa da
semente da soja. Mesmo usando este agente redutor, a banda referente a0 mondmero da

GUS nao apareceu (Figura 4.25 B).
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Figura 4.25 Perfil eletroforético (SDS-PAGE, gel 15%) da cromatografia em DEAE-
Sephadex. Gel A e gel B: amostras tratadas sem e com B-mercaptoetanol no tampao de
desnaturacado, respectivamente. MM: marcadores de massa molecular. Pista 1: extrato de
semente de soja pH 5,25. Pista 2: extrato de semente de soja com pH ajustado a 7,00. Pista
3: eluicdo com NaCl 300 mmol/L em tampao de fosfato 50 mmol/L pH 7,00. Pista 4: GUS
da E. coli. As setas indicam a GUS da Escherichia coli (Sigma, EUA). Revelagao feita com

azul de Coomassie.

A banda com massa molecular igual ao mondmero de GUS da E. coli ndo pode ser
observada no gel quando usando o agente redutor PB-mercaptoetanol no tampdo de
desnaturacao (Figura 4.25, gel B). Portanto, concluiu-se que a rGUS deve estar em
concentragdo ainda muito baixa depois de cromatografia de troca i6nica em DEAE-
Sephadex. A presenca de bandas com massas moleculares de 76, 63, 48 e 20 kDa indicam

que as maiores impuresas no extrato foram f-conglicinina e inibidor de tripsina da soja.
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4.4.4 Cromatografia de interacio hidrofobica com resina Streamline-Phenyl

A cromatografia de interagdo hidrofobica utilizada por Kusnadi et al. (1996,
1998a e 1998b) foi aqui também utilizada como segunda etapa de purificagao da rGUS
usando-se injecdo de 10,0 mL de “pool” de fragdes da cromatografia de troca ionica entre

60 ¢ 70 min (item 4.4.2) com sulfato de amonio adicionado (vazdo de 1,0 mL/min).

O tampao de adsorcao utilizado foi fosfato 50 mmol/L pH 7,00 com NaCl 300
mmol/L (tampao B) e sulfato de amonio 1,5 mol/L. Os eluentes foram tampao B com 0,5
mol/L de sulfato de amdnio (na etapa de elui¢do E,), tampdo B (na etapa de eluicdo E,) e
dgua ultra pura (na etapa de eluicdo Es). Estas condi¢des de eluicdo foram selecionadas pois
em testes preliminares (dados ndo apresentados) constatou-se que uma fracdo da rGUS
alimentada permanecia adsorvida mesmo apods se lavar a coluna com tampao B, sendo
dessorvida apenas com agua e Yeboah ef al. (1996) relataram que a maioria das proteinas
de soja se dessorveram usando-se sulfato de amonio 0,5 mol/L. O perfil cromatografico
esta apresentado na Figura 4.26. Cada pico cromatografico foi coletado com uma unica

fracdo e as concentragdes de proteina total e atividade da GUS foram medidos (Tabela
4.12).

O fator de purificagdo e a recuperagdo para as fragdes coletadas de 180 a 195 min
foram de 15,7 e 174%, respectivamente. A recuperacao maior que 100% obtida deve-se
provavelmente, ao fato de remoc¢do de um tipo de inibidor ndo identificado (o fendmeno
ndo estudado). O mesmo fendmeno foi observado na purificagio de rGUS do milho
transgénico por Kusnadi et al. (1998a). Eles também notaram que até 40% de atividade
inicial foi perdida depois de se adicionar a GUS de E. coli no extrato do milho e que

inibicao parecida foi observada usando extrato de soja.
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Figura 4.26 Cromatografia de rGUS a partir da fracdo obtida da troca idnica, usando
Streamline-Phenyl como suporte. Tampao de elui¢do fosfato 50 mmol/L pH = 7,00 com
NaCl 300 mmol/L e sulfato de amonio 0,5 mol/L (E,;), E, sem sulfato de amonio (E,), agua
ultra pura (E;). As setas indicam inicio das etapas de lavagem (L) e eluigdes (Ei). —

Absorbancia a 280 nm; --- Atividade GUS.

Nos trabalhos de Kusnadi ef al. (1998a e 1998b), este inibidor de atividade de
rGUS foi removido com cromatografia de troca idnica, porém a rGUS injetada na segunda
coluna j4 estava livre dos inibidores. No estudo presente, a atividade total da rGUS eluida
da coluna foi em torno de 230% da atividade total alimentada, provavelmente devido a
remogao deste inibidor. Para poder comparar o fator de purificagdo obtido com
cromatografia de intera¢do hidrofobica usando-se a extrato de soja com o obtido usando-se
o extrato do milho, o fator de purificacdo obtido no trabalho presente deve ser divido pelo
fator 2,3 para compensar a atividade restabelecida com a remogdo do inibidor e, assim
obteve-se o fator de purificagdo 7, que bem proximo o fator obtido usando-se extrato do

milho (8) (Kusnadi et al., 1998a ¢ 1998b).
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Tabela 4.12 Cromatografia de interacdo hidrofébica com resina Streamline-Phenyl.

AGUS ATGUS AEGUS
Fragio’ V.o G M oMU pmol  emolMU FP R
racao mo mo mo
' (ML) (mg/mL) (mg) b P (%)
/(min.mL)) MU/min) /(min.mg)
Alimentagao 10,0 0,08 0,80  1,56-10° 15,6-10° 0.20-10° ] 100
Lavagem
©-70min) 0 0 0 0 0 0 0 0
Fracao 1
(70 — 120 min) 0,01 0,55 0 0 0 0 0
Fracao 2 ] . .
(120 — 140 min) 20 0,02 038 0,09-10 1,83-10 0,05-10° 0,03 12
Fracao 3 . ] . .
(140- 180 min) 40  0,0023" 0,10  0,09-10°  3,40-10°  0239-10° 0,25 22
Fracao 4 - ] . .
(180- 195 min) 15 0,0064 0,10 1,81-10 27,1-10 3,11-10° 15,70 174
Fragao 5 " ] . .
(195 — 210 min) 15 0,0014" 0,02 0,1810°  2,73-10 1,43-10° 092 17
Fracado 6 " ] . .
(210 — 225 min) 0,0008" 0,01  0,09-10°  1,39-10°  1,27-10° 0,82 9
Total 225 1,15 36,5106 234

* Tempo apresentado em termos de periodo apo6s inicio de injecao da alimentacao

** A proteina total medida com reagente Protein Plus (Pierce, EUA)

FP = fator de purificagdo; R = recuperacdo de atividade de GUS; Cp = concentragdo de
proteina total; mp = massa total de proteina; Agus = atividade de GUS; ATgus = atividade
total de GUS; AEqus = atividade especifica de GUS.

4.5.3 Analise de fracdo contendo rGUS com SDS-PAGE

Com finalidade de determinar massa molecular das impurezas (proteinas) que co-
purificaram com rGUS (e também para a estimativa da pureza de rGUS), utilizou-se a
eletroforese SDS-PAGE sem presenca de B-mercaptoetanol no tampao de desnaturagdo
(Figura 4.27). Observou-se que as massas moleculares das proteinas eluidas com agua
ultra-pura possuem baixa massa molecular (provavelmente o inibidor da tripsina de soja), o
que estd em concordancia com o trabalho de Yeboah et al. (1996). A banda com mesma
massa molecular de mondémero de GUS de E. coli (68 kDa) ndo foi observada neste gel e
também quando usou-se P-mercaptoetanol no tampao de desnaturagdo (dado ndo

apresentado), pois provavelmente a rGUS esteja numa concentragdo muito baixa.
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Figura 4.22 Perfil eletroforético (SDS-PAGE, gel 15%) da cromatografia em DEAE-
Sephadex e cromatografia em Streamline-Phenyl. Sem presenca de -mercaptoetanol no
tampao de desnaturagdo. MM: marcadores de massa molecular. Pista 1: extrato de semente
de soja pH 5,25. Pista 2: extrato de semente de soja com pH ajustado a 7,00. Pista 3:
eluicdo com NaCl 300 mmol/L em tampao de fosfato 50 mmol/L pH 7,00 da coluna
DEAE-Sephadex. Pista 4: elui¢do com 4agua ultra pura da coluna Stramline-Phenyl.

Revelagdo com nitrato de prata, segundo Morrisey (1981).

4.6 Comparacio da purificacdo de rGUS a partir de soja, canola e milho

De acordo com os fatores de purificagdo ja existentes na literatura para as

sementes de canola e milho transgénicos contendo rGUS, realizou-se uma comparagdo com
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os obtidos para as sementes de soja transgénica. Na Tabela 4.13 sdo apresentados os fatores
de purificacdo e recuperacao de rGUS a partir das sementes de soja, canola e milho
transgé€nicos. Analisando-se os fatores de purificagdo, percebeu-se que a soja tem potencial
como biorreator, uma vez que apresentou fatores semelhantes aos obtidos para o milho. Por
outro lado, comparando-se os fatores de purificacdo da soja e da canola, percebeu-se que a
canola ¢ o biorreator mais apropriado para produgdo desta enzima, pois a rGUS ¢ uma

enzima de pl 4cido e a maioria das proteinas da canola tem pl acima de 7.

Tabela 4.13 Comparacao de purificacao de rGUS a partir das

sementes de soja, canola e milho transgénicos.

Milho Milho Canola
Soja (Kusnadi et al., (Kusnadi et al., (Bai e Glatz,
Etapa de 1998a) 1998b) 2003)
purificacio  FP R (%) FP R (%) FP R (%) FP R (%)
Extragdo 1 100 1 100 1 100 1 100
CTI
(DEAE) 6,2 63 5 110 8 126 32 112
S,Ife o) 97 110 40 6 62 81

FP = fator de purificagdo, R = recuperacao de atividade da GUS, CTI = cromatografia de
troca anionica, CIH = cromatografia de interagdo hidrofdbica.
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Capitulo 5 — Conclusoes e sugestoes para trabalhos

futuros

5.1 Conclusoes

O objetivo deste trabalho foi estudar extragdo e purificagdo da B-glucuronidase
recombinante (rGUS) produzida na semente da soja e comparar sua purificacdo com
purificacdes de rGUS de milho e canola transgénicos, para avaliar, sob o ponto de vista da
recuperagao e purificagdo, a soja como possivel biorreator para produgdo de proteinas

recombinantes.

A primeira etapa do trabalho foi composta de otimizacao de condi¢des de extracao
em termos de pH e concentracao de sal do tampao de extragcdo. Concluiu-se que o tampao
de extracdo com pH em torno de 4,0, na auséncia de NaCl, representa o ponto 6timo para
extrair as possiveis proteinas recombinantes produzidas na semente de soja. No geral, a
solubilidade da proteina nativa da soja, como também a concentra¢do de carboidratos e
compostos fenolicos, diminui com a diminui¢do do pH. No entanto, percebeu-se que o
extrato ndo possui atividade de GUS nesta condicao (pH 4,0) e que a maior atividade
especifica do extrato se deu na faixa de pH 4,75 a 5,25. Assim, concluiu-se o processo de
extragdo otimizado para a condicdo de pH a 5,25 pois obteve-se um extrato com maior

atividade de GUS para a faixa de 4,75 — 5,25.

Na segunda etapa do trabalho, a purificacdo de rGUS foi feita usando-se duas
etapas de cromatograficas, a primeira de troca anionica (DEAE-Sephadex) e a segunda de
interacdo hidrofobica (Streamline-Phenyl). Comparando os fatores de purificacdo global
para as duas etapas, constatou-se que as sementes do milho e de soja transgénicas sao
sistemas muito parecidos em termos de purificacdo de rGUS. Em relacdo a semente de
canola transgénica, a semente de soja ¢ inferior para purificagdo de rGUS com
cromatografia de troca idnica, devido ao fato que a maioria das proteinas da canola tém

ponto isoelétrico basico.
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Observou-se um fator de purificagdo de rGUS na segunda cromatografia (interagdo
hidrofobica) proximo ao resultado obtido no caso de milho transgénico. As impurezas ainda
presentes depois da cromatografia de interagao hidrofébica eram proteinas de baixa massa
molecular. Portanto, com a adi¢do de mais uma etapa cromatografica, filtracdo em gel,
provavelmente, se obteria a rGUS de alta pureza. Como a concentragdo de rGUS depois de
cromatografia de interagdo hidrofobica ainda era muito baixa, este estudo ndo foi
realizado. A concentracdo de rGUS na semente da soja BR-16tg esta abaixo de 0,1% da
proteina total. Pela a analise econdmica feita por Nikolov (comunicacdo pessoal, 2004) esta
¢ a concentragdo minima para se tornar economicamente vidvel um processo de producao

de proteina recombinante em planta transgénica.

A maior vantagem de usar soja como biorreator ¢ o fato que existem iniimeros
trabalhos descrevendo purificagdo das proteinas nativas da soja e, portanto, o
desenvolvimento de processo de purificagdo da proteina recombinante talvez seja mais
rapida do que se usar canola ou milho como biorreatores. A maior desvantagem ¢ o fato
que até hoje ndo se conseguiu expressar a proteina recombinante dentro da semente da soja
em concentracdes suficientemente altas. Apesar da baixa concentragdo de rGUS nas

sementes usadas neste trabalho, confirmou-se que a soja tem potencial como biorreator.

5.2 Sugestoes para trabalhos futuros

1) A B-conglicinina ¢ glicinina sdo as proteinas mais abundantes no extrato da
soja (cerca de 50% de proteina extraida) e elas poderiam ser removidas usando-se a
precipitacdo com sulfato de amodnio. Uma vez precipitadas estas proteinas polimerizam
(formam pontes dissulfeto) e ressolubilizagdo € possivel somente com adicdo de agente
redutor (por exemplo, B-mercaptoetanol) para romper estas pontes. Portanto, depois da
extracdo, poderia se adicionar uma etapa de precipita¢do e ressolubilizagdo do precipitado,
e verificar se a rGUS ressolubilizaria deixando as maiores impurezas (B-conglicinina e

glicinina) ainda no precipitado.



68

2) A influéncia de CaCl, na extracdo de rGUS poderia ser estudada, pois este sal
causa diminui¢do de solubilidade de proteinas da soja na faixa de pH 5 a 9 (Smith et al.,

1938a).

3) A associacdo das proteinas de soja, e por conseqiiéncia a massa molecular das
proteinas, depende do pH e da forca ionica da solugdo (Smith et al., 1972). Portanto, a
influéncia destas condigdes na purificacdo de rGUS usando coluna de exclusao de tamanho

podera ser estudada.

4) A adigdo de B-mercaptoetanol no tampao de elui¢ao de cromatografia de troca
anionica empregada neste trabalho poderia ser estudada, pois no trabalho de Kusnadi et al.
(1998a e 1998b) o uso de B-mercaptoetanol no tampao de dessor¢do permitiu que a rGUS

fosse eluida usando-se concentracdo de NaCl de 200 mmol/L.
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ANEXO 1

Planejamento fatorial e metodologia de superficie de resposta

Para determinar a influencia de variaveis das condi¢des de extragdo (pH, Cnaci, T,
t, nivel de agitacdo) sobre varidveis de interesse (concentragdo de proteina, agucares totais e
redutores, compostos fendlicos e atividade de GUS) a metodologia de superficie de

resposta foi utilizada.

Barros Neto et al. (2003) apresentam uma metodologia bastante simples que
consiste, basicamente, em planejar a execugdo de experimentos de modo que eles sejam
capazes de fornecer o tipo de informagdes procuradas, optando-se, normalmente, pela

utilizacao de planejamentos fatoriais completos, quando o nimero de variaveis € pequeno.

>
m SISTEMA

Figura 2 Um sistema pode ser representado por uma fung¢ado ligando os fatores

(variaveis de entrada) as respostas (variaveis de saida).

Basicamente as variaveis (fatores) do processo sdo inseridas em dois modelos,o

polinomial linear

y:ﬁo'l'z,ﬂi'xi (1)
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e o polinomial quadratico (nosso caso — planejamento estrela)

y:ﬁo'l'Zﬂi'xi'l'ZZﬁij'xi'xj (2)

i=1 j=2

, onde P sdo os coeficientes do modelo empirico e x; sdo as variaveis independentes
estudadas. As constantes sdo determinadas pelo método dos minimos quadrados. A fungao

obtida se chama superficie de resposta.

Para conhecer melhor a superficie de resposta € preciso também avaliar o erro das
medidas. Isto ¢ feito pela repeticao dos ensaios (realizar experimentos num maior numero
de niveis), que ¢ feito no caso de planejamento de estrela com repeti¢do das medidas em
ponto central (trés em nosso caso). Assim nos pudemos avaliar a erro aleatdrio das nossas

medidas (fatores nao controlados, erro de equipamento,...), ou também chamado, erro puro.

O planejamento experimental permite também a determinagdo dos efeitos (ou
falando em lingua matematica: coeficientes - B) de interagdo entre as variaveis. Para avaliar
significancia dos fatores os parametros estatisticos t (t de Student) e p s@o utilizados. O
valor t ¢ uma medida, que representa o quanto maior é o coeficiente do modelo em relagdo

ao desvio padrao e ¢ obtido pela razdo entre o valor de cada coeficiente pelo seu desvio

padrio (7= X/s; ). Aqui nos estamos propondo a hipétese nula, que é: “o coeficiente ou

efeito € nulo” (Box et al. 1978).

O valor p determina a probabilidade (importancia estatistica) dos efeitos
observados serem pura coincidéncia, ou este efeito realmente existe (em lingua matematica:
se o coeficiente tem uma influencia sobre resultados). Um valor de p pequeno esta
associado a um valor de t grande, implicando que o efeito (coeficiente) € muito maior que o
seu desvio padrdo. O valor p denota a probabilidade do efeito observado (coeficiente) ser
nulo. Por exemplo, a probabilidade p <0,05 significa, que tem-se menos do que 5% de
chances de que o efeito (coeficiente) seja nulo, ou mais do que 95% de ser diferente de nulo

e portanto significativo (Denenberg, 1976).

Se o coeficiente nao tem significancia estatistica, ele ¢ usualmente tirado do
modelo ou deixado s6 por razdes matematicos e ndo estatisticas. Neste trabalho os

coeficientes sem significancia estatistica foram tirados do modelo.
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ANEXO 2

Tabelas de andlises de variancia dos extratos para soja BR-16 e Br-16tg

Tabela A.1 Andlise de variancia para a concentra¢io de proteina total para o milho BR-16.

Variaveis Soma dos Graus de Média dos Teste F
estatisticas quadrados liberdade quadrados

Regresao 42,1924 4 10,548090 44,86
Residuo 1,41074 6 0,235123

Falta de ajuste 1,339255 4 0,334814

Erro puro 0,071486 2 0,0357429

Total 43,6031 10

R? 0,93634

F Tabelado (4.,6) 5% = 4,53 Fmodelo/Ftabelado = 9,90

Tabela A.2 Andlise de variancia para a concentracdo de polifendis para o milho BR-16.

Variaveis Soma dos Graus de Média dos Teste F
estatisticas quadrados liberdade quadrados

Regresao 0,0063 1 0,006339 4,82
Residuo 0,01184 9 0,001316

Falta de ajuste 0,011239 7 0,001606

Erro puro 0,000605 2 0,0003027

Total 0,0182 10

R’ 0,12154

F Tabelado 1,9 5% = 5,12 Fmodelo/Ftabelado = 0,94

Tabela A.3 Andlise de variancia para a concentracdo de AR para o milho BR-16.

Variaveis Soma dos Graus de Média dos Teste F
estatisticas quadrados liberdade quadrados

Regresao 0,2892 5 0,057833 4,69
Residuo 0,06168 5 0,012336

Falta de ajuste 0,049239 3 0,016413

Erro puro 0,012439 2 0,0062197

Total 0,3508 10

R’ 0,67931

F Tabelado 1,9) 5% = 5,12 Fmodelo/Ftabelado = 0,92
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Tabela A.4 Analise de varidncia para a concentragdo de proteina total para o milho BR-

16tg.

Variaveis Soma dos Graus de Média dos Teste F
estatisticas quadrados liberdade quadrados

Regresao 59,0556 4 14,763890 48.86
Residuo 1,81314 6 0,302190

Falta de ajuste 1,78698 4 0,446745

Erro puro 0,02616 2 0,0130802

Total 60,86870 10

R? 0,94131

F Tabelado (4,6) 5% = 4,53 Fmodelo/Ftabelado = 10,79

Tabela A.5 Andlise de variancia para a concentracdo de polifendis para o milho BR-16tg.

Variaveis Soma dos Graus de Média dos Teste F
estatisticas quadrados liberdade quadrados

Regresao 0,0178 3 0,005921 21,41
Residuo 0,00194 7 0,000277

Falta de ajuste 0,001694 5 0,000339

Erro puro 0,000242 2 0,0001208

Total 0,019698 10

R? 0,81311

F Tabelado 3,7 5% = 4,35 Fmodelo/Ftabelado = 4,92

Tabela A.6 Analise de variancia para a concentra¢do de AR para o milho BR-16tg.

Variaveis Soma dos Graus de Média dos Teste F
estatisticas quadrados liberdade quadrados

Regresao 0,3054 1 0,305431 869,47
Residuo 0,00316 9 0,000351

Falta de ajuste 0,002720 7 0,000389

Erro puro 0,000442 9 0,0000491

Total 0,308593 10

R? 0,97961

F Tabelado 1,9 5% = 5,12 Fmodelo/Flabelado = 169,82
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Resultados dos ensaios de extragdo para a semente da soja BR-16tg usando:

tampao de citrato de so6dio 50 mmol/L, temperatura 20 °C e razdo

massa:volume 1:20

Concentracoes dos componentes

AEgus

AGUS

pH (pmol UM/ (pmol UM/ Cr G Can Car
min-mg) min-mL) (mg/mL) (mmol/L) (mg/mL) (mg/mL)
4,10 0 0 0,80 0,440 0,22 8,03
4,10 0 0 0,93 0,486 0,26 7,78
4,35 1,33-10° 0,12 - 107 0,93 0,533 0,28 8,17
4,35 1,11-10° 0,15 10’ 1,33 0,414 0,25 7,70
4,50 5,68 - 10° 0,95 10’ 1,66 0,383 0,27 7,92
4,50 5,53-10° 09210’ 1,66 0,481 0,32 7,72
4,75 9,73 -10° 1,71 - 10’ 1,76 0,439 0,32 7,77
4,75 9,67-10° 1,71 -10’ 1,77 0,417 0,33 8,31
5,00 8,04-10° 1,78 -10’ 2,21 0,422 0,37 7,87
5,00 9,14-10° 2,16 10’ 2,36 0,397 0,35 7,70
5,25 9,31-10° 2,94-10’ 3,16 0,458 0,42 7,85
5,25 7,74 -10° 2,54 - 10’ 3,28 0,490 0,41 7,39
5,50 7,67 -10° 3,59 - 10’ 4,68 0,471 0,39 8,21
5,50 7,52 -10° 3,42 10’ 4,55 0,524 0,48 7,44
5,75 6,66 - 10° 3,58 - 10’ 5,38 0,490 0,48 8,14
5,75 5,67-10° 3,26 10’ 5,74 0,477 0,51 7,63
6,00 6,97 - 10° 3,79 - 10’ 5,44 0,548 0,47 8,20
6,00 6,46 - 10° 3,97 - 10’ 6,14 0,504 0,54 7,48
6,25 4,70 - 10° 3,37 - 107 7,18 0,559 0,46 8,18
6,25 5,55-10°  4,00-10’ 7,20 0,546 0,56 8,24

AEgus — atividade especifica de GUS; Agus — atividade de GUS; Cp — concentragdo de
proteina total; Cr — concentrag@o dos polifenois; Car — concentracdo de agticares redutores;

Car — concentracao de agtcares totais.



80

ANEXO 4

Otimizacdo de volume de injecdo de extrato para cromatografia de troca

106nica usando DEAE-Sephadex

Tabela A.1 Comatografia de troca i6nica usando DEAE-Sephadex (elui¢ao com NaCl 300
mmol/L) para o volume de inje¢do 1,0 mL.

Fragﬁo* \% Cp mpe AGUS ATGUS AEGUS FP R
(mL) (mg/mL) (mg) (pmol MU (pmol (pmol MU (%)
/(min.mL)) MU/min) /(min.mg))

Alimentagao 1 3,06 3,06 22,70-10° 22,70-10° 7,43-10° 1,00 100

Lavagem 60 0,03 1,62 0 0 0 0 0
(0-60 min)

Fragao 1 5 0,01 0,04 0 0 0 0 0
(60 — 65 min)

Fragdo 2" 5 0,08 0,39 2,52-10° 12,60-10° 32,70-10° 4,40 56
(65 —70 min)

Fragdo 3" 5 0,05 0,27 035-10° 1,73-10° 6,33-10° 0,85 8
(70 — 75 min)

Fragdo 4 5 0,03 0,13 0,18-10° 0,88-10° 6,73-10° 091 4
(75 — 80 min)

" Tempo apresentado em termos de periodo apds de inje¢do da alimentagio
" Fragdes usadas para o calculo de fator de purifica¢do (FP) e recuperagio (R) da
cromatografia
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Tabela A.2 Comatografia de troca idnica usando DEAE-Sephadex (eluigdo com NaCl 300
mmol/L) para o volume de inje¢do 2,0 mL.

Frag:?lo* A\Y% CP mpe AGUS ATGUS AEGUS FP R
(mL) (mg/mL) (mg) (pmolMU (pmol (pmol MU (%)
/(min.mL)) MU/min) /(min.mg))

Alimentacdo 2 306 612 2270-10° 4550-10° 7.43-10° 1,00 100

Lavagem 60 0,03 2,01 0 0 0 0 0
(0-60 min)

Fragio 1 5 0,02 0,08 0 0 0 0 0
(60 — 65 min)

Fragio 2" 5 0,16 0,78 3,18-10° 1590-10° 20,30-10° 2,74 35
(65 — 70 min)

Fracdo 3™ 5 0,09 043 1,67-10° 836-10° 19,30-10° 2,59 18
(70 — 75 min)

Fragéo 4 5 0,04 021 0,17-10° 0,87-10° 4,13-10° 0,56 2
(75 — 80 min)

" Tempo apresentado em termos de periodo apos de inje¢do da alimentagido
" Fragdes usadas para o calculo de fator de purificagdo (FP) e recuperagio (R) da
cromatografia

Tabela A.3 Comatografia de troca i6nica usando DEAE-Sephadex (eluigao com NaCl 300
mmol/L) para o volume de inje¢do 3,0 mL.

Fragio* A% CP mpe AGUS ATGUS AEGUS FP R
(mL) (mg/mL) (mg) (pmolMU (pmol (pmol MU (%)
/(min.mL)) MU/min) /(min.mg))

Alimentagdo 3 3,06 9,18 22,70-10° 68,20-10° 7,43-10° 1,00 100
Lavagem 60 0,06 3,86 0 0 0 0 0
(0-60 min)
Frag@o 1 5 0,01 0,07 0,37-10° 1,86-10° 26,30-10° 3,54 3
(60 — 65 min)
Fragdo 2™ 5 0,25 1,25 6,74 -10° 33,70 -10° 26,90-10° 3,62 50
(65 — 70 min)
Fracdo 3" 5 0,12 0559 1,68-10° 8,38-10° 14,20-10° 191 12
(70 — 75 min)
Fracgdo 4 5 0,05 0,25 0,23-10° 1,14-10° 4,47-10° 0,60 2
(75 — 80 min)

" Tempo apresentado em termos de periodo apds de inje¢do da alimentagio
" Fragdes usadas para o calculo de fator de purificagdo (FP) e recupera¢io (R) da
cromatografia
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Tabela A.4 Comatografia de troca idnica usando DEAE-Sephadex (eluigdo com NaCl 300
mmol/L) para o volume de inje¢ao 4,0 mL.

Frag:?lo* A\Y% CP mpe AGUS ATGUS AEGUS FP R
(mL) (mg/mL) (mg) (pmolMU (pmol (pmol MU (%)
/(min.mL)) MU/min) /(min.mg))

Alimentacio 4 2,68 10,71 22,50-10° 90,00-10° 8.40-10° 1,00 100

Lavagem 60 0,08 508 0,12-10° 6,87-10° 1,35-10° 0,16 8
(0-60 min)

Fragdo 17 5 0,06 0,28 4,96-10° 24,80-10° 89,00-10° 10,59 28
(60 — 65 min)

Fragdo 2™ 5 0,35 1,74 531-10° 26,50-10° 15,20-10° 1,81 29
(65 — 70 min)

Fracdo 3 5 0,12 0,58 1,04-10° 5,18-10° 885-10° 1,05 6
(70 — 75 min)

Fracao 4 5 0,06 0,28 0,24-10° 1,20-10° 4,34-10° 0,52 1
(75 — 80 min)

" Tempo apresentado em termos de periodo apos de inje¢do da alimentagido
" Fragdes usadas para o calculo de fator de purificagdo (FP) e recuperagio (R) da
cromatografia

Tabela A.5 Comatografia de troca i6nica usando DEAE-Sephadex (elui¢ado com NaCl 300
mmol/L) para o volume de inje¢do 5,0 mL.

Fracio” \Y% Cr mp Acus ATgus AEqus FP R
(mL) (mg/mL) (mg) (pmol MU (pmol (pmol MU (%)
/(min.mL)) MU/min) /(min.mg))

Alimentacio 5 3,23 16,15 21,20-10° 106,00- 6,56-10° 1,00 100

10°
Lavagem 60 0,09 513 0,84-10° 50,60-10° 9,86-10° 1,50 48
(0-60 min)
Fragéo 1 5 0,02 0,09 024-10° 1,20-10° 12,80-10° 1,95 1
(60 — 65 min)
Fragdo 2" 5 037 1,86 8,74-10° 43,70-10° 23,50-10° 3,59 41
(65 —70 min)
Fragéo 3 5 0,13 0,67 0,47-10° 2,34-10° 348-10° 0,53 2
(70 — 75 min)
Fragéo 4 5 0,05 0,26 0,23-10° 1,16-10° 4,46-10° 0,68 1
(75 — 80 min)

" Tempo apresentado em termos de periodo apds de inje¢do da alimentagio
" Fragdes usadas para o calculo de fator de purifica¢do (FP) e recuperagio (R) da
cromatografia
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