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RESUMO 

 
A soja (Glycine max L.) é uma cultura amplamente utilizada na agricultura em todo o 
mundo e a incidência de pragas é um dos fatores limitantes para seu cultivo, sendo 
empregados nos cultivos de híbridos transgênicos resistente à insetos. A Cry1AC de 
Bacillus thuringiensis (Bt), é uma proteína expressa em plantas transgênicas de soja 
com ação inseticida. A detecção da expressão de genes transgênicos pode ser 
realizada utilizando várias técnicas laboratoriais avançadas incluindo o teste de 
ELISA. O Elisa tem a capacidade de detectar a presença do antígeno através de 
anticorpos de captura e de detecção. Neste trabalho, um protocolo de ELISA foi 
otimizado para detectar a proteína Cry1Ac em sementes de soja. As sementes foram 
esmagadas e adicionada solução de extração para o DNA. Para montagem das placas 
de Elisa, foram testadas as concentrações de 1,88 ug/mL e 7,5 ug/mL de anticorpos 
de captura e as diluições de 1/3200 e 1/800 de anticorpos de detecção, avaliados em 
cada etapa do teste. Os resultados obtidos mostraram que podemos otimizar o teste 
com especificidade e sensibilidade, utilizando-se a concentração de 1,88 ug/mL de 
anticorpo de captura; ou, reduzindo o tempo de teste considerando a eliminação da 
etapa de bloqueio e a incubação do anticorpo de detecção junto a amostra a 7,5 ug/mL 
de anticorpo de captura. 
 
Palavras-chave: pragas; transgênicos; bacillus thuringiensis; híbridos. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



 
 

ABSTRACT 
 

Soybean (Glycine max L.) is a crop widely used in agriculture worldwide, and pest 
incidence is one of the limiting factors for its cultivation. As a result, insect-resistant 
transgenic hybrids are employed in soybean farming. The Cry1AC protein from 
Bacillus thuringiensis (Bt) is an insecticidal protein expressed in transgenic soybean 
plants. The detection of transgenic gene expression can be carried out using several 
advanced laboratory techniques, including the ELISA test. ELISA can detect the 
presence of an antigen through capture and detection antibodies. In this study, an 
ELISA protocol was optimized to detect the Cry1AC protein in soybean seeds. The 
seeds were crushed, and an extraction solution was added to the DNA. For the 
assembly of the ELISA plates, concentrations of 1.88 µg/mL and 7.5 µg/mL of capture 
antibodies were tested, along with dilutions of 1/3200 and 1/800 of detection 
antibodies, evaluated at each stage of the test. The results showed that we could 
optimize the test with specificity and sensitivity, using a concentration of 1.88 ug/mL of 
capture antibody; or, reducing the test time by eliminating the blocking step and 
incubating the detection antibody with the sample at 7.5 ug/mL of capture antibody. 
 
Keywords: pests; transgenics; bacillus thuringiensis; hybrids. 
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1 INTRODUÇÃO  

 

A soja (Glycine max L.) é uma das principais culturas agrícolas do mundo. Os 

grãos da soja são usados na alimentação humana, na alimentação animal e na 

produção de óleos. Na safra 2023/2024 foram plantados 132,6 milhões de hectares 

de soja, com uma produção de 394,754 milhões de toneladas em todo o mundo e um 

valor de mercado estimado em US$ 155 bi. O Brasil é o maior produtor mundial, com 

cerca de 39% da produção global, seguido pelos Estados Unidos, responsável por 

aproximadamente 29% da produção (Usda, 2024). A soja transgênica representa uma 

parte considerável da produção global, especialmente em nações como o Brasil e os 

Estados Unidos, que são líderes na adoção de tecnologias de sementes 

geneticamente modificadas. Um dos grandes limitantes à produtividade de soja é a 

incidência de insetos pragas (Devine; Furlong, 2007). As pragas são responsáveis por 

perdas médias de 35% da produtividade, e seu controle representa um custo 

significativo do processo de produção. 

Uma das estratégias utilizadas com sucesso no manejo integrado de pragas da 

soja é o uso da soja transgênica MON87701 × MON89788 (Intacta RR2 PRO®). As 

plantas de soja transgênica expressam a proteína inseticida Cry1Ac de Bacillus 

thuringiensis (Bt) (evento MON 87701) (Miklos et al., 2007). Bacillus thuringiensis (Bt) 

é uma bactéria Gram-positiva em forma de bastonete que produz uma variedade de 

proteínas pesticidas, que incluem as proteínas Cry1Ac (Höfte; Whiteley, 1989). Essas 

proteínas agem no intestino das larvas de insetos, provocando a sua lise e 

consequente morte. Uma vantagem no uso proeminente da soja Bt é a redução do 

uso de pesticidas químicos, que gera benefícios econômicos para os agricultores, 

além de baixos riscos ambientais (Brookes; Barfoot, 2020).  

No cultivo e na produção das sementes transgênicas, é importante monitorar a 

expressão dos genes. Isso é essencial para garantir um controle de qualidade rigoroso 

no processo de produção de sementes, entregar o desempenho prometido aos 

produtores, sustentando o efeito inseticida promovido pela expressão da proteína 

(Clapper; Kurman, 2011). As técnicas analíticas para identificação de expressão de 

proteínas transgênicas na soja incluem métodos baseados na análise do DNA, assim 

como o PCR (Polymerase Chain Reaction), o MPCR (Multiplex Polymerase Chain 

Reaction) e o ELISA (Enzyme-linked Immunosorbent Assay). O Elisa é o mais 

amplamente recomendado e utilizado, pois além de detectar a expressão de Cry1Ac 
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em plantas transgênicas de soja, como o PCR e o MPCR, ele permite também 

quantificar essas proteínas (Conceição; Moreira; Binsfeld, 2006).  

No protocolo, uma solução tampão de revestimento contendo um anticorpo de 

captura é adicionada à poços de uma placa para aderir. Essa placa é encubada em 

estufa e em seguida adicionada uma solução de bloqueio. A amostra é então 

adicionada aos poços da placa e novamente é incubada por um período. Decorrido o 

período, o anticorpo de detecção conjugado com uma enzima é adicionado aos poços 

da placa. Entre cada etapa, os poços da placa são lavados com solução salina 

tamponada com um fosfato. Uma solução de substrato é adicionada e um leitor de 

placas é utilizado para detectar o resultado (Shah; Maghsoudlou, 2016). O resultado 

é considerado positivo para a substância analisada, quando ocorrer mudança de cor 

do substrato (Kumar; Aizawl, 2016). A definição do ponto de corte do teste de Elisa é 

importante para avaliar a sensibilidade e a especificidade do teste (Carminati et al., 

2003). 

Dada a complexidade da técnica, o protocolo ELISA apresenta altos custos 

para realização e poucas possibilidades de otimização para identificação de proteínas 

Cry. Isso dificulta o controle de qualidade genético na produção de sementes das 

plantas transgênicas. Nesse sentido, o objetivo desta pesquisa é validar e otimizar 

uma metodologia de ELISA específica, sensível, rápida para a detecção de proteínas 

Cry1Ac na soja, a fim de contribuir com o sucesso no manejo integrado de pragas da 

cultura.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

15 

 

2 REVISÃO BIBLIOGRÁFICA 

 

2.1 Soja: características e impacto econômico e social 

 

A soja (Glycine max (L.) Merr.) é uma leguminosa (Fabaceae) de origem 

asiática, mais especificamente chinesa, vastamente utilizada há milênios na 

alimentação humana e animal em diversas regiões do mundo. O cultivo dessa 

oleaginosa é considerada uma das mais importantes no mundo. Atualmente, o Brasil, 

é o maior produtor e exportador global de soja em grão, além do segundo detentor de 

estoques finais e terceiro esmagador. O Brasil é líder global, sendo a soja o produto 

de maior destaque no que se refere às exportações brasileiras (Gazzoni; Dall’Agnol, 

2018a; Landau et al., 2020; Embrapa Soja, 2015; Brasil, 2015; Fao, 2018; Coêlho, 

2024). 

Essa cultura possui uma grande importância em diversos âmbitos, desde o 

econômico até o social, existindo uma projeção futura bastante promissora visto que 

o consumo mundial da soja seguirá aumentando nos próximos anos, mantendo os 

bons preços de mercado e impulsionando as exportações. No Brasil, a soja é um dos 

principais produtos agrícolas, com uma produção significativa e crescente ao longo 

dos anos. Em 2021, a produção de soja no Brasil foi estimada em aproximadamente 

135 milhões de toneladas, um aumento significativo em comparação com anos 

anteriores. Esse crescimento na produção se deve, em grande parte, às condições 

climáticas favoráveis e aos avanços tecnológicos no setor agrícola (Conab, 2021; 

Hymowitz, 2004; Sediyama et al., 2009). 

A soja exerce uma influência marcante na economia do Brasil, destacando-se 

como uma das principais commodities exportadas pelo país. Em 2020, a exportação 

de soja rendeu cerca de 28,6 bilhões de dólares, o que corresponde a 

aproximadamente 13% do total das exportações brasileiras. A relevância da soja para 

a economia brasileira também é evidente na criação de empregos e no 

desenvolvimento de várias áreas agrícolas, com destaque para as regiões Centro-

Oeste e Sul do país (Mdic, 2021). Além de sua relevância econômica, a soja possui 

um valor nutricional considerável. É uma fonte rica em proteínas, óleos e fibras, sendo 

amplamente utilizada tanto na alimentação humana quanto na produção de ração 

animal (Fukushima, 2011).  
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2.2 A cultura da soja 

 

Desde o século XX até os dias de hoje, a cultura da soja passou por 

transformações significativas. A soja foi inicialmente cultivada em pequena escala no 

Brasil e com técnicas rudimentares. Entretanto, a partir da década de 1960, a cultura 

começou a se expandir de forma acelerada, impulsionada pela introdução de novas 

tecnologias e práticas agrícolas mais eficientes (Gazzoni; Dall’Agnol, 2018b). 

Nas primeiras décadas, os agricultores cultivavam variedades tradicionais de 

soja adaptadas às condições locais, porém tinham limitações quanto à produtividade 

e resistência a doenças. Com o avanço da pesquisa agrícola, a produtividade das 

lavouras de soja aumentou significativamente, visto que foram introduzidas cultivares 

melhoradas e a aplicação de técnicas modernas, como rotação de culturas e manejo 

integrado de pragas. A partir da década de 1990, a adoção de variedades transgênicas 

transformou a produção de soja no Brasil. Resistentes a herbicidas e a algumas 

pragas, essas variedades proporcionaram maior eficiência no controle de plantas 

daninhas e pragas, resultando em aumentos significativos na produtividade e redução 

dos custos de produção (Gazzoni; Dall’Agnol, 2018; Sediyama et al., 2009). 

A soja exerce um papel crucial na economia brasileira, contribui 

significativamente para a geração de empregos e para o desenvolvimento 

socioeconômico de diversas regiões do país sendo uma das principais commodities 

exportadas. Em 2020, as exportações de soja geraram cerca de 28,6 bilhões de 

dólares, representando aproximadamente 13% do total das exportações brasileiras. A 

produção de soja no Brasil foi estimada em aproximadamente 135 milhões de 

toneladas em 2021, consolidando o país como um dos maiores produtores e 

exportadores mundiais do grão. Essa expansão está diretamente ligada à utilização 

de sementes melhoradas, à mecanização agrícola e ao avanço das práticas de 

manejo sustentável (Mdic, 2021; Conab, 2021). 

O avanço tecnológico e a adoção de práticas sustentáveis são essenciais para 

minimizar os impactos ambientais associados ao cultivo intensivo, como o 

desmatamento e a degradação do solo. Assim, as transformações inovadoras na 

cultura da soja ao longo do tempo não se limitam apenas ao campo econômico, visto 

que a pesquisa e a inovação continuam sendo fundamentais para garantir a 

sustentabilidade e a competitividade da soja brasileira no cenário global (Fearnside, 

2001). 
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2.3 Soja Transgênica 

 
A modificação genética de plantas é uma técnica que envolve a inserção de 

sequências específicas de DNA para alterar a estrutura, composição ou 

desenvolvimento das plantas, ou seja, é a manipulação de seu material genético para 

incorporar características desejadas, como resistência a pragas e tolerância a 

herbicidas. Portanto, essa prática tem a finalidade de aprimorar características 

agronômicas importantes através de modificação genética, permitindo a transferência 

de genes entre diferentes espécies, criando plantas transgênicas que podem 

expressar características que não seriam possíveis através de métodos tradicionais 

de melhoramento genético (Halford; Shewry, 2000; Oliveira, 2013)  

As plantas transgênicas podem ser classificadas em três gerações distintas. A 

primeira geração é caracterizada pela introdução de genes que conferem resistência 

a doenças, pragas, herbicidas e estresse ambiental. A segunda, visa a melhoria 

nutricional dos alimentos, com a expressão de vitaminas e outros compostos 

benéficos. E a terceira geração, por sua vez, foca na produção de substâncias de alto 

valor, como fármacos, vacinas, anticorpos e hormônios (Garg et al., 2018; Rocha; 

Marin, 2011). 

Tratando-se da soja, o cultivo e produção se enquadram majoritariamente na 

primeira geração de transgênicos. Através da introdução da soja resistente ao 

herbicida glifosato, conhecida como soja Roundup Ready (RR), a soja transgênica se 

estabeleceu na agricultura global a partir da década de 1990. Essa soja foi 

desenvolvida pela Monsanto e liberada comercialmente em 1996 nos Estados Unidos. 

A introdução desta tecnologia permitiu o controle eficaz de ervas daninhas, facilitando 

o manejo agrícola e reduzindo a necessidade de herbicidas mais tóxicos (Carpenter, 

2010). 

O desenvolvimento de cultivares transgênicas de soja com resistência ao 

glifosato é um exemplo de sucesso no melhoramento de plantas para a resistência a 

herbicidas. De acordo com James (2014), a soja RR domina o mercado de soja 

transgênica, sendo plantada em mais de 90% das áreas de soja nos Estados Unidos. 

A adoção da soja transgênica no Brasil também foi significativa. O primeiro cultivar de 

soja transgênica no Brasil foi aprovado em 2003, e desde então, a área plantada com 

soja transgênica cresceu exponencialmente. Segundo o relatório da International 

Service for the Acquisition of Agri-biotech Applications (ISAAA) referente ao ano de 
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2017, 32,7 milhões de hectares de soja transgênica foram plantados no Brasil, 

correspondendo a 96,5% de toda a soja cultivada no país (Cib, 2019).  

 

2.4 Proteína Cry1AC e Soja Transgênica 

 

Os genes transgênicos que codificam proteínas de resistência a insetos 

presentes na soja são, em sua maioria, derivados da bactéria Bacillus thuringiensis 

(Bt). Esta bactéria, encontrada na natureza, produz proteínas durante sua esporulação 

que têm propriedades entomopatogênicas, como é o caso da proteína Cry1Ac  (Bravo; 

Gill; Soberón, 2007) 

A proteína Cry1Ac, assim como outras proteínas Cry, é uma δ-endotoxina 

cristalina que se liga a receptores específicos no sistema gastrointestinal de insetos, 

principalmente lepidópteros. Esses receptores estão localizados no intestino médio 

dos insetos, onde a proteína forma poros, levando à lise das células intestinais e, 

eventualmente, à morte do inseto (Parker; Feil, 2005). Essa ação é especialmente 

eficaz contra pragas como a lagarta-da-soja (Anticarsia gemmatalis), uma das 

principais ameaças à cultura da soja (Kumar et al., 2008). 

A inserção do gene que codifica a proteína Cry1Ac em cultivares de soja tem 

permitido um controle mais eficiente das pragas, diminuindo a necessidade de uso de 

inseticidas químicos e promovendo uma agricultura mais sustentável. Esta tecnologia 

tem sido amplamente adotada em países produtores de soja, incluindo o Brasil, onde 

a soja Bt tem se mostrado eficaz na redução de perdas causadas por pragas e no 

aumento da produtividade (James, 2014).  

Além de sua eficácia no controle de pragas, a soja transgênica que expressa 

Cry1Ac tem demonstrado ser segura para consumo humano e animal. Estudos de 

avaliação de risco indicam que a proteína Cry1Ac não é tóxica para mamíferos, aves 

e outros organismos não-alvo, o que contribui para a aceitação dessa tecnologia por 

consumidores e órgãos reguladores (Betz; Hammond; Fuchs, 2000). 

 

2.5 Métodos de Detecção de Expressão de Genes Transgênicos 

 

Para garantir a qualidade, pureza e segurança de vegetais geneticamente 

modificados, foram desenvolvidos diversos métodos para detectar ou identificar a 

presença e expressão de genes transgênicos de forma qualitativa ou quantitativa 
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Estes métodos são essenciais para a regulamentação e monitoramento de 

Organismos Geneticamente Modificados (OGMs) (Mazzola et al., 2013, Conceição; 

Moreira; Binsfeld, 2006) 

Um dos métodos mais comuns é a utilização de primers e marcadores 

específicos para a amplificação de sequências de DNA por meio da PCR (Polymerase 

Chain Reaction). Após a amplificação, a detecção é realizada via eletroforese, 

permitindo identificar a presença de transgenes no genoma. Esse tipo de teste é 

conhecido por sua alta repetibilidade, facilidade de execução e baixo custo relativo 

(Silva et al., 2015). 

Quando a reação de amplificação de DNA é realizada por PCR em tempo real 

(qPCR), há a possibilidade de quantificar o número de cópias do gene ou da sequência 

de DNA testada. No entanto, métodos baseados na análise de DNA apenas 

confirmam a presença da sequência alvo, sem fornecer informações sobre sua 

expressão, a menos que seja obtida uma cópia de DNA a partir de RNA mensageiro 

(mRNA), utilizando a técnica de RT-PCR (Reverse Transcription PCR) (Ferreira et al., 

2017). 

Os testes de bioensaio analisam diretamente a expressão fenotípica de 

interesse, expondo o organismo a um estímulo ou condição específica e observando 

a resposta após um período determinado. Este método simula as condições em larga 

escala, mas a expressão fenotípica e a análise dos resultados podem ser 

influenciadas por fatores ambientais (Melo et al., 2008). 

Além desses, existem métodos de detecção de proteínas, como o Western Blot, 

cromatografia, imunocromatografia e ELISA (Enzyme-Linked Immunosorbent Assay). 

Estes métodos são utilizados para detectar e quantificar proteínas específicas 

expressas pelos genes transgênicos, fornecendo informações diretas sobre a 

expressão proteica (Santos et al., 2012). 

 

2.6 Enzyme-Linked Immunosorbent Assay - ELISA 

 

O teste ELISA (Enzyme-Linked Immunosorbent Assay) é uma técnica 

imunoenzimática essencial para a detecção e quantificação de antígenos ou 

anticorpos em várias amostras biológicas. Este método é amplamente utilizado no 

diagnóstico clínico de diversas doenças, incluindo hepatite, HIV e, mais recentemente, 

COVID-19 (Torane; Shastri, 2008; Dhamad; Rhida, 2020; Wang et al., 2020; Sajid et 
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al., 2016). A técnica baseia-se na interação específica entre antígenos e anticorpos. 

Anticorpos, ou imunoglobulinas, são proteínas produzidas pelos linfócitos B em 

resposta à presença de antígenos, que são moléculas estranhas ao organismo. Essas 

imunoglobulinas se ligam especificamente aos epítopos, que são regiões específicas 

dos antígenos, conferindo alta especificidade aos ensaios (Baker et al., 2020). 

Os anticorpos utilizados no teste ELISA são conjugados a enzimas que 

catalisam reações que resultam em uma mudança de cor, permitindo a detecção 

visual ou fotométrica. A intensidade da cor gerada é diretamente proporcional à 

quantidade de antígeno ou anticorpo presente na amostra, permitindo a quantificação 

precisa desses componentes (Hasan et al., 2019). 

Existem diferentes modalidades de ELISA, incluindo os formatos direto, 

indireto, sanduíche e competitivo. No ELISA direto, o antígeno é fixado diretamente à 

superfície da placa e detectado por um anticorpo conjugado a uma enzima. Essa 

metodologia é rápida e de baixo custo, mas geralmente menos sensível (Chen et al., 

2020). No ELISA indireto, o antígeno é ligado à placa e a detecção é feita através de 

um anticorpo primário específico seguido por um anticorpo secundário conjugado a 

uma enzima. Este formato é amplamente utilizado para detectar anticorpos em 

amostras (Kumar et al., 2018). 

O ELISA tipo sanduíche envolve a captura do antígeno por um anticorpo fixado 

à placa, seguido pela adição de um segundo anticorpo, também conjugado a uma 

enzima, que se liga a um epítopo diferente do mesmo antígeno. Esta abordagem é 

altamente sensível e específica (Rodriguez-Mozaz et al., 2020). No ELISA 

competitivo, a quantidade de antígeno na amostra compete com um antígeno marcado 

pela ligação a um número limitado de anticorpos, sendo a intensidade da reação 

inversamente proporcional à quantidade de antígeno na amostra (Noguera et al., 

2016). 

Os anticorpos utilizados no ELISA podem ser monoclonais ou policlonais. 

Anticorpos monoclonais são derivados de um único clone de linfócito B e são 

altamente específicos, reconhecendo apenas um epítopo do antígeno. Eles são 

produzidos em culturas de hibridoma, resultantes da fusão de linfócitos B com células 

de mieloma. Em contraste, anticorpos policlonais são obtidos a partir do soro de 

animais imunizados e reconhecem múltiplos epítopos do mesmo antígeno, 

proporcionando maior afinidade e robustez, mas com menor especificidade (Lipman 

et al., 2005). As enzimas mais comumente utilizadas no ELISA incluem a peroxidase 
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de rábano (HRP) e a fosfatase alcalina (AP). Estas enzimas são escolhidas devido à 

sua capacidade de produzir sinais detectáveis e estáveis quando ligadas aos 

anticorpos (Konstantinou, 2017).  

O teste de ELISA tem várias aplicações na agricultura. Ele pode ser usado para 

rastrear plantas, células ou plantas de interesse ou determinar a expressão de 

proteína após a transformação genética. Em produtos prontos para comercialização, 

o ELISA pode ser utilizado para determinar níveis de expressão de proteínas em 

diferentes tecidos vegetais. O teste de ELISA pode ser utilizado na produção de 

sementes como ferramenta de garantia da qualidade, permitindo que os produtos 

entregues aos clientes tenham o desempenho prometido (Stave, 2002). 
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3 MATERIAL E MÉTODOS 

 

Seis experimentos foram realizados durante o ano de 2024 no laboratório de 

qualidade de sementes da Bayer, divisão agrícola, localizada na latitude 18º56’48” S, 

longitude 48º09’15” W, 943m, no munícipio de Uberlândia, Minas Gerais. 

 

3.1  Ressuspensão dos anticorpos 

 

Os anticorpos de captura e detecção para Cry1Ac utilizados foram produzidos 

e isolados pela empresa Sigma Aldrich Brasil LTDA. Ambos os anticorpos são 

monoclonais e foram extraídos do soro de ratos, purificados e liofilizados, e então 

ressuspensos em PBS 1X (NaCl 0,138M, KCl 0,0027M, Tween-20 1%, pH 7,4). Foram 

utilizados 1000 uL para ressuspensão do anticorpo de captura e 500 uL para o 

anticorpo de detecção, de modo que a concentração inicial de anticorpo de captura e 

detecção foram 2,0 mg/mL e 1,0 mg/mL, respectivamente. O anticorpo de detecção 

está ligado à enzima HRP, Horseraddish Peroxidase, que reage à muitos substratos 

diferentes.  

 

3.2 Obtenção do lisado proteico 

 

3.2.1  Extração proteica 

 

Nos experimentos, foram utilizadas 192 amostras de sementes de soja com 

biotecnologia que expressam o evento MON 87701, responsável pela produção da 

proteína Cry1AC, sendo 96 amostras da variedade Intacta 2 Xtend (2XTD) e 96 da 

Intacta RR2 PRO (IPRO). Para as amostras negativas, que não contêm o evento MON 

87701, foram empregadas 192 sementes de soja, incluindo 96 amostras da variedade 

Intacta Xtend (XTD) e 96 da Brasmax Olimpo IPRO (RR). Todas as sementes 

utilizadas nos ensaios foram fornecidas pela divisão agrícola da Bayer, Bayer 

CropScience. 

Em diferentes blocos de 96 poços da fabricante Fisher Scientific, sementes de 

soja contendo a tecnologia que expressa a proteína Cry1AC e sementes que não 

expressão a proteína, foram colocadas em cada poço até que todo o bloco ficasse 

completo, garantindo a inexistência de poços vazios ou de poços com mais de uma 
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semente. Esferas de aço inoxidável de 5 mm de diâmetro foram inseridas embaixo 

das sementes, em cada um dos poços e esferas de 7 mm de diâmetro foram inseridas 

sobre cada semente. Esses blocos foram levados para a prensa hidráulica com o 

objetivo de esmagar as sementes, sendo que o uso das esferas de aço foi realizado 

para evitar o contato direto entre a prensa e as sementes, evitando a contaminação 

entre as amostras (Figura 1).  

 

Figura 1— Bloco de extração de DNA de  

                  sementes de Soja. 

 
Fonte: Autoria própria, 2024 
Legenda: Disposição das sementes de soja no  
bloco de 96 poços para extração de DNA Cry1Ac. 

 

Em cada um dos poços dos blocos, foram adicionados 850 μL de solução 

tampão de extração PBS 1X. Em seguida, os blocos foram selados, pesados e 

agitados por 8 minutos. Logo após, os blocos contendo as amostras extraídas foi 

congelado a -80ºC por 4 horas. Depois desse período, seguiu-se com o 

descongelamento, em estufa a 37ºC, por aproximadamente 3 horas. Em seguida, os 

blocos foram centrifugados durante 10 minutos a 3.500 rpm para que a o lisado 

proteico estivesse disponível no sobrenadante e pronto para ser utilizado nos 

experimentos.  

 

3.3 Experimento I: Determinação da concentração dos anticorpos 

 

3.3.1 Titulação 

 

O teste para determinar a melhor concentração dos anticorpos de captura e de 

detecção foi realizado conforme descrito por Cowther (2008). A diluição foi realizada 

em tubos Eppendorf de 5 mL, utilizando uma pipeta manual para transferir o conteúdo 
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entre os tubos.  A diluição começou com a concentração inicial de 2,0 mg/mL do 

anticorpo de captura, resultando nas seguintes concentrações: 30 µg/mL, 15 µg/mL, 

7,5 µg/mL, 3,75 µg/mL, 1,875 µg/mL, 0,938 µg/mL, 0,469 µg/mL, 0,234 µg/mL, 0,117 

µg/mL, 0,059 µg/mL, 0,029 µg/mL e 0 µg/mL. Para o anticorpo de detecção foram 

utilizadas as seguintes diluições: 1/200, 1/400, 1/800, 1/600, 1/1600, 1/3200, 1/6400, 

1/12800, que partiram da concentração inicial de 1,0 mg/ml. Todas as concentrações 

foram diluídas em tampão bicarbonato de sódio (NaHCO3) da Sigma-Aldrich LTDA. 

 

3.3.2   Enzyme-Linked Immunosorbent Assay - Elisa 

 

3.3.2.1   Sensibilização com anticorpo de captura 

 

Após a titulação dos anticorpos de captura e de deteção, foi iniciado o protocolo 

de ELISA com a sensibilização das placas (Cowther, 2008). Inicialmente, foram 

dispensados 25 µl das diferentes concentrações dos anticorpos de captura nas linhas 

(direção horizontal) em placas poços de placas de ELISA com 384 poços de alta 

afinidade proteica da fabricante ThermoFisher MaxiSorp não estéril (Figura 2A). Para 

esse primeiro teste foram utilizadas 2 placas de ELISA, uma contendo apenas 

amostras positivas (presença do evento MON 87701) e outra, contendo apenas 

amostras negativas (sem a presença do evento MON 87701).  

 

                                Figura 2A — Mapa da disposição dos anticorpos 

                                                     de captura. 

                                 
                                      Fonte: Autoria própria, 2024.  
                                      Legenda: Representação da disposição dos anticorpos 

de captura em placas de ELISA de 384 poços. 
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As placas contendo os anticorpos de captura foram seladas provisoriamente e 

armazenadas a 4ºC em período overnight. No dia seguinte, as placas foram lavadas 

em lavadora de microplaca de 384 poços com 100 μL solução-tampão PBS com 0,5% 

de Tween-20, por três ciclos de lavagem. 

 

3.3.2.2 Bloqueio 

 

O bloqueio das placas foi realizado adicionando 100 uL de solução de 3% m/m 

de leite em pó desnatado em solução de PBS e incubando durante uma hora em 

estufa à 37ºC. Essa etapa é utilizada para bloquear os possíveis espaços que 

possivelmente não estariam ocupados com o anticorpo, evitando resultados 

imprecisos. Logo após, as placas foram lavadas em solução-tampão PBS com 0,5% 

de Tween-20, por três ciclos de lavagem.  

 

3.3.2.3 Adição da amostra (lisado proteico) 

 

Em seguida foram adicionados 25μL de amostra em cada poço. Posteriormente 

as placas foram armazenadas em estufa à 37ºC, no período de uma hora. Decorrido 

o período de incubação, seguiu-se novamente com a lavagem das placas (3x de 

100uL de PBS por poço). 

 

3.3.2.4 Adição do anticorpo de detecção 

 

As placas receberam nas colunas (direção vertical), 25μL das diferentes 

concentrações do anticorpo de detecção (Figura 2B). Em seguida as placas foram 

armazenadas em estufa à 37ºC no período de uma hora e lavadas. 
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Figura 2B — Mapa da disposição dos anticorpos de detecção. 

 
                       Fonte: Autoria própria, 2024. 

Legenda: Desenho da disposição dos anticorpos de   detecção  em placas   
de ELISA de 384 poços 

 
3.3.2.5 Adição de substrato e leitura 

 
Após a lavagem, foram vertidos 25 μL de substrato TMB (3,3’,5,5’-

Tetrametilbenzidina) em cada poço das placas de ELISA. As placas foram 

armazenadas em local limpo, seco e sem luz durante 10 minutos, para reação entre a 

enzima e o substrato. Decorridos os 10 minutos, foram adicionados à placa a solução 

de paragem (ácido fosfórico 85%). As placas foram analisas na leitora de placas da 

marca PheraStar TMG, utilizando 450 nm de comprimento de onda. 

 

3.3.3   Análise de concentrações 

 
Após a conclusão da metodologia do ELISA, os resultados foram analisados 

com base na capacidade de identificar e diferenciar as amostras positivas para a 

proteína Cry1Ac das negativas. Utilizaram-se duas placas que apresentaram as 

concentrações mais sensíveis e específicas para a proteína-alvo, permitindo a 

comparação entre elas em busca de diferenças estatísticas. O objetivo principal foi 

avaliar a viabilidade de otimizar o teste, mantendo a sensibilidade e a especificidade, 

ao utilizar a menor concentração possível dos reagentes (anticorpos). 

 

3.3.4    Ponto de corte 

 

O ponto de corte de densidade óptica para esse trabalho foi de (OD) ≤0.299, e 

esse foi calculado de acordo a fórmula:  
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Ponte de corte = µ controles negativos + 6 * DP. 

Ambas as placas, contendo concentrações de anticorpos de captura diferentes 

foram utilizadas para a determinação do ponto de corte e ambas geraram o mesmo 

resultado. Considerando o teste entre as duas concentrações de anticorpo de captura 

e o ponto de corte determinado, seguiu-se com as análises estatísticas. 

 
3.4 Experimento II: Avaliação da etapa de bloqueio 

 
Este experimento focou na avaliação da necessidade somente da etapa de 

bloqueio, comparando uma placa que passou pela etapa de bloqueio e outra não. 

Foram selecionadas as concentrações de 1,88 µg/mL para o anticorpo de captura e 

1/200 para o anticorpo de detecção, já que as demais concentrações testadas não 

demonstraram a sensibilidade necessária para a detecção da proteína-alvo. Na 

primeira placa de ELISA, todos os poços foram sensibilizados com a concentração de 

1,88 µg/mL do anticorpo de captura. Após essa etapa, realizou-se o bloqueio da placa 

utilizando 100 µL de uma solução de 3% de leite desnatado em pó diluído em PBS-T. 

Em seguida, foram realizados todos os passos subsequentes do protocolo: adição do 

lisado proteico, anticorpo de detecção, substrato, e, por fim, a leitura dos resultados. 

Uma segunda placa foi preparada sob as mesmas condições da primeira (sendo 

sensibilizada com 1,88 µg/mL do anticorpo de captura). No entanto, nesta placa, a 

etapa de bloqueio não foi realizada, seguindo diretamente para os outros estágios do 

protocolo (adição do lisado proteico, anticorpo de detecção, substrato e leitura). Entre 

todas as etapas as amostras foram incubadas e lavadas. 

 

3.5 Experimento III: Incubação da amostra junto ao anticorpo de detecção 

 

Esse experimento avaliou a viabilidade de combinar as etapas de adição da 

amostra e do anticorpo de detecção, utilizando as mesmas concentrações de 

anticorpos do experimento I (1,88 µg/mL para o anticorpo de captura e 1/200 para o 

anticorpo de detecção). Foram utilizadas duas placas para comparação: na primeira, 

as etapas foram realizadas de forma sequencial, com a sensibilização, bloqueio, 

adição da amostra, adição do anticorpo de detecção, adição do substrato e, por fim, a 

leitura. Nesse caso, a amostra foi adicionada à placa em uma etapa, seguida pela 

introdução do anticorpo de detecção na etapa posterior.  
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Na segunda placa, a amostra foi adicionada junto ao anticorpo de detecção 

executando as duas etapas simultaneamente. As etapas então seguiram com: 

sensibilização, bloqueio, adição da amostra junto com o anticorpo de detecção, adição 

do substrato, e finalmente a leitura dos resultados. Entre todas as etapas as amostras 

foram incubadas e lavadas. 

 

3.6 Experimento IV: Determinação da concentração dos anticorpos na 

condição: incubação da amostra junto ao anticorpo de detecção. 

 

Este experimento buscou encontrar a melhor concentração para identificar a 

proteína Cry1Ac em sementes de soja, considerando realizar as etapas de adição da 

amostra simultaneamente ao anticorpo de detecção. A diluição foi feita como descrita 

no item 2.3.1. Em resumo, em tubos Eppendorf de 5 mL, utilizando uma pipeta manual, 

começou-se com uma concentração inicial de 2,0 mg/mL do anticorpo de captura, 

resultando em concentrações que variam de 30 µg/mL a 0 µg/mL. Para o anticorpo de 

detecção, foram usadas diluições a partir de 1,0 mg/mL, com concentrações de 1/200 

a 1/12800. As diluições foram feitas em tampão bicarbonato de sódio e distribuídas. 

A sensibilização com anticorpo de captura ocorreu nas linhas da placa, seguindo com 

o bloqueio, a amostra foi adicionada junto com o anticorpo de detecção (distribuído 

nas colunas), adição de substrato e finalmente a leitura dos resultados. Entre cada 

etapa, as placas foram lavadas em solução-tampão PBS com 0,5% de Tween-20, por 

três ciclos de lavagem. 

 

3.7 Experimento V: Especificidade 

 

O experimento de especificidade foi conduzido com as concentrações 

previamente estabelecidas no item 2.3.1 do experimento I, utilizando 1,88 µg/mL para 

o anticorpo de captura e diluição de 1/200 para o anticorpo de detecção. As etapas do 

teste de ELISA seguiram a metodologia descrita por Crowther (2008). Foram 

analisadas 96 amostras de soja Intacta 2 Xtend e 96 amostras de soja Intacta RR2 

PRO que expressam a proteína Cry1Ac, totalizando 192 amostras positivas para a 

proteína-alvo. Para as amostras negativas, que apenas apresentaram resistência ao 

glifosato, foram utilizadas 96 amostras da soja Intacta Xtend e 96 amostras da 

Brasmax Olimpo IPRO, resultando em 192 amostras negativas. As amostras foram 
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dispostas em linhas: na primeira linha, todos os poços receberam amostras positivas, 

com as amostras Intacta 2 Xtend nos poços ímpares e as amostras Intacta RR2 PRO 

nos poços pares. Na segunda linha, foram alocadas amostras negativas, com as 

amostras Intacta Xtend nos poços ímpares e as Brasmax Olimpo IPRO nos poços 

pares (Figura 3). Essa configuração foi mantida em toda a placa de ELISA. A tabela 

1, traz um resumo dos 5 experimentos com relação à metodologia de Cowther (2008). 

 

Figura 3 — Mapa da disposição das diferentes tecnologias nas      

sementes de  soja. 

 
Fonte: Autoria Própria, 2024. 
Legenda: Desenho da disposição das amostras em placas de Elisa contendo 
as diferentes tecnologias presentes na semente para avaliar a especificidade 
do teste de Elisa para proteína Cry1Ac em sementes de soja. 
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Quadro 1— Esquema resumido dos experimentos I, II, III, IV e V 

 
Fonte: Autoria própria, 2024. 
Descrição: O quadro contém os diferentes ensaios realizados na metodologia, facilitando o 
entendimento baseado no padrão ouro do teste Cowther (2008). 

 

3.8 Análise estatística  

 

Os dados foram tabulados e organizados para análise utilizando o software R 

4.1.1 (R Core Team, 2021). Para comparação da distribuição de frequências dos 

resultados entre as placas e dos resultados obtidos com os perfis esperados, foram 

utilizados testes de McNemar (função mcnemar.test) com intervalo de confiança de 

95% (p<0,05). O teste de McNemar é uma solução para comparação de proporções 

entre variáveis categóricas relacionadas (Comerlato et al., 2020). Para comparar a 

especificidade na detecção de amostras negativas e positivas para Cry1Ac foram 

utilizados testes de proporção similares (função prop.test). Esse teste utilizou 

contagens de sucesso e falha na detecção de resultados considerando uma falha 

aceitável de 5%.  Os gráficos e tabelas apresentados foram elaborados utilizando o 

Software TIBCO Spotfire Analyst 11.4.6. 
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4 RESULTADOS E DISCUSSÃO  

 

Com base na definição do ponto de corte, foi possível identificar, entre as 

diferentes concentrações testadas, que 1,88 µg/mL e 3,75 µg/mL foram as 

concentrações mínimas ainda capazes de manter a sensibilidade e especificidade 

adequadas do anticorpo de captura, garantindo resultados consistentes na otimização 

do protocolo de ELISA. Para o anticorpo de detecção, a concentração/diluição de 

1/3200 foi determinada como ideal e utilizada em todos os experimentos deste estudo. 

Considerando o ponto de corte (OD ≤0.299), as demais concentrações apresentaram 

valores de densidade óptica com sensibilidade e especificidade insuficientes para a 

detecção precisa da proteína, sendo então desconsideradas nos ensaios. Valores 

com baixa detecção podem resultar em falsos negativos para a proteína alvo, além de 

permitir reações cruzadas com outras proteínas, levando a falsos positivos. Greiner e 

Gardner (2000) destacaram que sensibilidade e especificidade são critérios essenciais 

na definição de testes diagnósticos. Diante da relevância desses parâmetros, o cálculo 

do ponto de corte torna-se crucial para o desenvolvimento e/ou otimização de 

protocolos de ELISA (Carmanati et al., 2003). 

As concentrações 1,88 µg/mL e 3,75 µg/mL foram comparadas entre elas e os 

testes de McNemar mostraram que não houve diferença significativa entre as 

concentrações testadas (p=0,99) (Figura 4), indicando que é possível utilizar a menor 

concentração de anticorpo de captura testado (1,88ug/mL) e conseguir discriminar as 

amostras contendo ou não a proteína Cry1AC.  

 

Figura 4 — Representação gráfica das concentrações. 

 
Fonte: Autoria própria, 2024. 
Legenda: Resultados da comparação entre as placas com concentrações de 1,88 
ug/mL e 3,75 ug/mL em referência ao perfil esperado. (A) Número de amostras 
detectadas como positivas e negativas. (B) Coincidência de mais de 99% entre as 
duas concentrações. 
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Ao se comparar a coincidência entre o resultado obtido e o resultado esperado 

não foram observadas diferenças significativas entre as concentrações de 1,88 ug/mL 

e 3,75 ug/mL (p=0,99) (Figura 5). A coincidência foi alta para ambas as concentrações, 

onde 1,88 ug/mL foi de 99,74 % e 3,75 ug/mL 100% (Figura 2A). Considerando 

amostras com e sem a expressão da proteína Cry1Ac, houve uma coincidência de 

99,48% e 100% respectivamente (Figura 2B). 

 

Figura 5 — Representação gráfica da comparação das concentrações. 

 

Fonte: Autoria própria, 2024. 
Legenda: Resultados da coincidência entre o resultado obtido e o resultado esperado (p=0,99) 
sem diferença estatística (A). Relação entre as amostras reativas para proteína Cry1Ac e não 
reativas (B). 
 

Na literatura há trabalhos de desenvolvimento e otimização de protocolos de 

ELISA proteína-específica que encontraram concentrações de anticorpo de captura 

próximas às encontradas nesse trabalho com boa especificidade. Liu et al. (2020), 

utilizaram a concentração de 2,0 ug/mL e 1,0 ug/mL, para anticorpos de captura e 

detecção, em desenvolvimento de um protocolo de ELISA para detecção de proteína 

VIP3Aa e Mir162 em amostras de milho.  

No presente trabalho, provou-se que concentrações inferiores a essas podem 

ser utilizadas para detectar a proteína Cry1Ac em sementes de soja. A utilização de 

baixas concentrações de anticorpos devem ser ideais para garantir uma ligação 

adequada ao antígeno sem gerar ruído de fundo excessivo e normalmente as baixas 

concentrações são utilizadas para reduzir reatividade cruzada com outras proteínas, 

além de reduzir os custos. 

A etapa de bloqueio foi avaliada quanto à necessidade. As respostas das 

análises estatísticas mostraram que a concentração de 1,88 ug/mL, quando é 
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comparada entre as placas com as etapas com e sem bloqueio teve um valor de p ≤ 

0,005, indicando que não houve diferença significativa entre as placas avaliadas, com 

97,9% de coincidência entre as placas (Figura 6). 

 

Figura 6 — Representação gráfica do uso da etapa de bloqueio 

 

Fonte: Autoria própria, 2024. 
Legenda: Número de amostras detectadas como positivas e negativas para proteínas cry1AC 
(A), sendo esperadas 195 amostras positivas e 189 amostras negativas com bloqueio e 195 
positivas e 189 negativas sem bloqueio. Resultados da comparação entre as placas bloqueio 
e sem bloqueio em amostras positivas e negativas para proteína Cry1Ac e não reativas (B).  
 

Ao realizar a análise de coincidência entre as placas (Figura 7A) com e sem 

bloqueio, não foi detectada diferença significativa (p=0,99), verificando-se 

coincidência entre elas de 99,48% quando as amostras são positivas e 96,35% 

quando as amostras são negativas. Avaliando a coincidência das placas com e sem 

bloqueio com o resultado obtido e o esperado, foi observado que também não houve 

diferenças significativas entre elas, apresentando coincidência de 99,22% e p=0,25 

para placas com bloqueio e 98,70% e p=0,99 para placa sem bloqueio (Figura 7B). 
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Figura 7— Representação gráfica do uso da etapa de bloqueio na especificidade. 

 
Fonte: Autoria própria, 2024. 
Legenda: Porcentagem da coincidência da comparação das placas com e sem bloqueio para 
amostras positivas e negativas para Cry1AC (A) resultado da coincidência da comparação entre 
as etapas de bloqueio e sem bloqueio comparadas com o perfil esperado.  (B) Coincidência entre 
as etapas de bloqueio e sem bloqueio com o perfil esperado. 
 

Os resultados da avaliação da necessidade da etapa de bloqueio mostraram 

que para esse protocolo é possível eliminá-la, sem perda de sensibilidade e 

especificidade. Ahirwar et al. (2015) investigaram a necessidade do bloqueio com 

albumina sérica bovina (BSA) em protocolos de Elisa e seus resultados indicaram que 

a etapa de bloqueio poderia ser eliminada sem comprometer os resultados quando o 

tampão de lavagem contém Tween 20 (PBS-T). Apesar da etapa de bloqueio ser 

importante para eliminar a possibilidade de ligações inespecíficas, em protocolos que 

são utilizadas amostras com baixa reatividade cruzada, essa etapa pode ser ajustada 

ou eliminada (Lewis; Easthope, 2024). O tampão PBS utilizado para a lavagem das 

placas, é tipicamente utilizado pois mantem a isotonicidade, uma vez que a maioria 

das reações antígeno-anticorpo são ideais nessas condições. 

Neste estudo, utilizamos o tampão Tween 20 PBS-T em todas as etapas de 

lavagem, escolhendo proteínas com baixa probabilidade de reações cruzadas. 

Considerou-se uma concentração mínima de anticorpos que garantisse uma alta 

afinidade específica pela proteína alvo, reduzindo a formação de fundo, o que é 

consistente com os trabalhos citados. Ao eliminar a etapa de bloqueio, é possível 

reduzir em pelo menos 37 minutos o tempo total necessário para a condução do 

protocolo. 

Já para avaliar a otimização do protocolo também vislumbrando redução do 

tempo, os resultados mostraram que houve diferença significativa (p<0.05), com 

coincidência > 85% (Figura 8A) quando comparadas as placas que tiveram a 
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incubação separada da adição do anticorpo de detecção das placas que tiveram a 

incubação da amostra junto ao anticorpo de detecção. As amostras que são negativas 

para Cry1Ac apresentaram uma alta taxa de coincidência (95,83%), e as amostras 

que são positivas para proteína Cry1Ac apresentaram uma taxa de apenas 75% de 

coincidência (Fig. 8B). 

 

Figura 8 — Representação gráfica da comparação entre a adição juntamente e     

separada da amostra ao anticorpo de detecção. 

 

 

Fonte: Autoria  própria, 2024. 
Legenda:  Resultado da comparação entre as placas, onde uma teve a adição do anticorpo de 
detecção junto à amostra e na outra essa incubação foi realizada em etapas distintas (A). 
Comparação entre as placas com bloqueio e sem bloqueio em relação às amostras positivas e 
negativas para proteína Cry1Ac (B). 

 

Analisando o resultado esperado em relação ao obtido, na figura 9 A podemos 

observar que houve diferença significativa quando comparamos a adição do anticorpo 

de deteção adicionado separado da amostra, com (99,22%, p<0.05) com taxas de 

coincidência acima de 95% para amostras positivas e negativas para Cry1Ac, e 

quando comparamos com a placa que foi adicionado o anticorpo de detecção 

simultaneamente às amostras, a taxa de coincidência é de apenas 86,20% (p<0.05) 

(Figura 9A) com sucesso de deteção de 75,52% para as amostras positivas e de 

96,88% para amostras negativas (Figura 9B). 

 Uma das explicações desse resultado é a possibilidade de o anticorpo de 

detecção ter se ligado antes de ocorrer a ligação entre o anticorpo de captura e o a 

proteína alvo, resultando na falta de ligação do anticorpo de detecção, onde essa 

competição dos anticorpos é desfavorável para confiabilidade do teste. Além disso, a 

incubação simultânea poderia diminuir a especificidade da reação, pois o anticorpo 
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secundário pode-se ligar a outro componentes presentes na amostra, podendo levar 

à erros na interpretação dos resultados (Lewis; Easthope, 2024).  

 

Figura 9 — Representação gráfica da especificidade quanto a adição juntamente e 

separada da amostra ao anticorpo de detecção. 

 

Fonte: Autoria própria, 2024. 
Legenda:  Resultado da coincidência comparando as placas com anticorpo de detecção adicionado 
junto à amostra com os resultados esperados (A). Resultado da coincidência comparando as placas 
com anticorpo de detecção adicionado junto à amostra e separado para positivas e negativas para 
proteína Cry1Ac com os resultados esperados (B). 
 

Esses resultados indicam que não é possível seguir com a incubação das 

amostras juntamente com o anticorpo de detecção, utilizando uma concentração de 

1,88ug/mL do anticorpo de captura e de 1/3200 do anticorpo de detecção, pois 

geraram resultados com baixa sensibilidade e especificidade para proteína Cry1Ac 

em soja. 

Diante dos resultados obtidos nesses ensaios, com o objetivo de desenvolver 

um protocolo de ELISA otimizado, foi demonstrado que é possível utilizar uma baixa 

concentração de 1,88 µg/mL de anticorpo de captura e detecção, garantindo a 

eficiência e especificidade do teste para a proteína Cry1Ac em sementes de soja. 

Também foi observada a otimização com a eliminação da etapa de bloqueio com 

redução do tempo de condução do protocolo, pois quando comparada ao perfil 

esperado, o valor de p ≤ 0,005 não foi significativo. No entanto, no ensaio que visou 

reduzir o tempo de incubação da amostra juntamente com o anticorpo de detecção, 

houve diferença estatística (p < 0,05), não sendo possível a otimização dessa etapa 

do protocolo. Em vista desse resultado, foi realizado um novo teste de titulação 

buscando determinar a concentração ideal para o protocolo nessa condição. 
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Os resultados do segundo teste de titulação foram realizados eliminando a 

etapa de bloqueio uma vez que já foi observado nos testes anteriores que não houve 

diferença significativa quando comparada com a presença do bloqueio no protocolo. 

Os dados obtidos demonstraram que a concentração de 7,5 ug/mL, dentre 

todas as concentrações testadas descritas no item 3.3.1 para o anticorpo de captura, 

foi a mais sensível para o protocolo na condição com o anticorpo de detecção junto à 

amostra. Já em relação a concentração/diluição do anticorpo de detecção foi 

encontrado o valor de 1/800 de acordo metodologia descrita por Crowther (2008). Ao 

comparar a coincidência da taxa de detecção com o perfil esperado em amostras onde 

o anticorpo de detecção foi adicionado junto com as amostras, não foi observada 

diferenças estatísticas entre a concentração de 7,5 ug/mL (p=0,18), apresentando 

uma coincidência total de 99,4% (Figura 10A). A taxa de detecção para amostras 

positivas para Cry1Ac foi de 99,74% e para amostras negativas foi de 99,09% (Figura 

10B) evidenciando uma alta especificidade para o teste. 

 

Figure 10 — Representação gráfica da especificidade quanto a adição  juntamente  

da amostra com anticorpo de detecção. 

 

Fonte: Autoria  própria, 2024. 
Legenda:  Resultados da coincidência da concentração de 3,75 em referência ao perfil conhecido 
com anticorpo de detecção adicionado junto às amostras (A). Resultado para taxa de detecção 
de amostras positivas para cry1Ac e para amostras negativas para cry1Ac (B). 

 

Esses resultados, nos mostram que nas 7,5 ug/mL de anticorpo de captura e a 

diluição de 1/800 para anticorpo de detecção,  que é possível incubar os anticorpos 

de detecção e amostra simultaneamente, reduzindo o tempo do protocolo em mais 37 

minutos. Isso pode ser explicado devido à alta concentração do anticorpo de captura, 

que se liga em níveis satisfatórios ao complexo devido à sua alta afinidade pelos sítios 
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de ligação da proteína alvo, não deixando possibilidade de ligação pelo anticorpo de 

detecção deixando-o disponível para se ligar ao complexo antígeno-anticorpo, 

mantendo assim a especificidade do teste.  

Para a especificidade, os resultados não apresentaram diferenças estatísticas 

p (=0,18) e foram considerados ótimos devido aos altos valores de coincidência vistos 

quando comparados ao perfil esperado. Tivemos uma taxa de sucesso de 95,57% 

(Fig. 11A) de confirmação para amostras negativas e uma alta especificidade de 

99,48% (Fig. 11B) para amostras positivas, evidenciando a especificidade do teste 

para amostras de sementes de soja positivas para Cry1Ac eliminando reações 

cruzadas com outras tecnologias. Trabalho semelhante foi desenvolvido por Dong et 

al. (2020) quando testaram a especificidade VL – VL para proteínas Cry1 em uma 

absorbância de 450 nm, como neste trabalho. 

 

Figura 11 — Representação gráfica da especificidade de sementes de soja para  
Cry1Ac. 

 

Fonte: Autoria própria, 2024. 
Legenda: Resultado da coincidência com relação ao perfil de amostra conhecido para tecnologias 
negativas para expressão de Cry1Ac (XTD e RR) (A) e amostras positivas para tecnologias que 
expressam proteínas Cry1Ac (2XTD e IPRO) (B). 
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5 CONCLUSÃO 

 

Com os resultados obtidos nesse trabalho, podemos observar que a otimização 

do protocolo com especificidade e sensibilidade para Cry1AC em sementes de soja é 

possível e podemos considerar duas possibilidades. A primeira reduzindo é seguir o 

protocolo utilizando 1,88 µg/mL de anticorpo de captura, sem a etapa de bloqueio da 

placa e incubação da amostra separada do anticorpo de detecção, reduzindo o tempo 

e custo. A segunda possibilidade, se baseia numa redução apenas do tempo, 

utilizando 3,75 ug/mL de anticorpo de captura, incubando o anticorpo de detecção 

simultaneamente com a amostra e nesse caso, também eliminamos a etapa de 

bloqueio da placa. 
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