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Figura 9. (Continua)
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Figura 9. Analise em RP-HPLC isocratica da expressao de hGH ap6s indugao
a diferentes densidades opticas e incubagdo a 42°C por 6 horas. (A) ativagao
com Ago= 0,3. (B) ativagdo com Agpo= 0,5. (C) ativagdo com Agge= 1,0. (D)
ativagdo com Agee= 1,5. (E) ativagdo com Agpe= 2,0. (F) ativacdo com Aggo= 3,0.
O nivel de expressao celular especifico esta indicado em cada cromatograma.

A seta indica o tempo de retengdo (fgr) do Padrao Internacional de hGH,
analisado no mesmo experimento.
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Figura 12. Analise em RP-HPLC isocratica da expressao de hGH ap6s indugao na
densidade 6ptica 0,7 e incubagdo a 42°C por 6 horas. As setas indicam os picos
coletados para andlise em SDS-PAGE
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4.3 Temperatura de ativagao

Para se examinar o efeito da temperatura de ativagédo na expressdo do
hGH, o vetor de referéncia, foi incubado em meio LB ou 2x-HKSIl a 30°C, com
agitag&o rotacional. A ativagdo no meio LB foi iniciada com Asp=1,5 € no meio 2x-
HKSII com Aseo= 3,0. Foram utilizadas diferentes temperaturas entre 30 e 45°C
(Figura 14).

O nivel maximo de expresséo de hGH foi observado entre 40-42°C. Uma
diminuig&o significativa na expresséo foi observada em temperaturas de ativacéo

mais altas. A temperatura de ativagcdo de 41°C foi confirmada como a mais
conveniente para o0 nosso sistema.
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Figura 14. Nivel de expressdo de hGH, determinado por RP-HPLC no liquido
periplasmico obtido por choque osmotico sob diferentes temperaturas de ativacgao.

O nivel de expressdo do hGH esta indicado em percentagem do valor méaximo da
expressao obtido.
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hospedeiras, utilizando o vetor de exprassad AP DabA-hGH.
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Figura 16. Analise em RP-HPLC isocratica. (A) Padrao Internacional de hGH (10
ng). (B) Proteinas periplasmicas obtidas usando o vetor de referéncia na cepa
RR1. (C) Proteinas periplasmicas obtidas usando o DsbA-hGH na W3110. A seta
indica o tempo de retengdo (fr) do Padrao Internacional de hGH, analisado no
mesmo experimento.
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