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Resumo 

 

A construção de novas cepas geneticamente modificada capazes de produzir produtos 

químicos de alto valor agregado permite a implementação de novas tecnologias amigáveis 

ao meio ambiente que podem reduzir a demanda de combustíveis fósseis. Biomoléculas e 

polímeros aumentaram sua participação no mercado devido ao desenvolvimento de 

microrganismos feitos sob medida que permitem uma tecnologia competitiva em termos 

de custo, como exemplo, o ácido hialurônico e o ácido lático aumentaram sua demanda nos 

últimos anos devido a suas aplicações nas indústrias biomédica, automobilística e plástica. 

Neste estudo, duas linhagens de leveduras foram geneticamente modificadas para a 

produção de ácido hialurônico e ácido lático. Entre as várias vantagens de usar leveduras 

como plataforma para a produção de produtos químicos, pode-se enfatizar sua capacidade 

de superar as oscilações de pressão, temperatura e pH durante o a o crescimento e produção. 

Além disso, esses microrganismos apresentam fontes de energia, como o glicerol, 

subproduto da indústria do biodiesel. As principais estratégias de modificação genética 

para o desenvolvimento de cepas de Hansenula (Ogateae) polymorpha e Kluyveromyces 

lactis para produção de ácido hialurônico são descritas neste estudo. Finalmente, uma 

linhagem de Pichia (Komagataella) pastoris que superexpressa um transportador de lactato 

chamado PAS também foi desenvolvida, para melhorar a produção de ácido lático. 
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Abstract 

The construction of novel genetically modified strain able to produce high added value 

chemicals enables the implementation of novel environmental-friendly technologies that 

will reduce fossil-fuel demand. Therefore bio-molecules and -polymers increased its 

market share due to the development of tailor-made microorganisms that enable a cost-

competitive technology. As an example, hyaluronic acid and lactic acid increased its 

demand over the last years due to its applications in the biomedical, automobilists, and 

plastic industries. Here in this study, two yeast strains were genetically modified for 

production of Hyaluronic acid and lactic acid. Among several advantages of using yeast as 

a platform for chemical production, it can be emphasized its ability to overcome oscillation 

in pressure, temperature, and pH during the scale-up process. Besides, these 

microorganisms present energy sources, such as glycerol, a byproduct of the biodiesel 

industry. The main genetic modification strategies for developing Hansenula (Ogateae) 

polymorpha and Kluyveromyces lactis strains for hyaluronic acid production are described 

in this study. Finally, a Pichia (Komagataella pastoris strain that overexpresses a putative 

lactate transporter called PAS was also developed for the improvement of lactic acid 

production.  
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Este capítulo tem como base as seguintes publicações obtidas durante o  meu 

doutorado. As minhas contribuições para cada publicação estão descritas abaixo.  

1. CARVALHO, L. S.; Parachin, N. S.; MAGALHAES, B. S. ; VIEIRA, A. M. ; 

DAVIES, J. . LEVEDURA RECOMBINANTE DA ESPÉCIE Hansenula 

polymorpha PARA A PRODUÇÃO DE GRANDES CADEIAS DE ÁCIDO 

HIALURÔNICO. 2016, Brasil.  Patente: Privilégio de Inovação. Número do 

registro: BR10201602019, Instituição de registro: INPI - Instituto Nacional da 

Propriedade Industrial. Depósito: 31/08/2016 (Anexo 1) 

Contribuições: Esta patente foi redigida por mim. Desenvolvi o projeto inicial 

e realizei a análise de perfil metabólico de Hansenula polymorpha para o desenvolvimento 

da cepa. 

2. Parachin, N. S.; MAGALHAES, B. S; VIEIRA, A. M.; DAVIES, J.; 

CARVALHO, L. S.. LEVEDURA RECOMBINANTE DA ESPÉCIE 

KLUYVEROMYCES LACTIS PARA A PRODUÇÃO DE GRANDES CADEIAS 

DE ÁCIDO HIALURÔNICO. 2016, Brasil. Patente: Privilégio de Inovação. 

Número do registro: BR10201602018, Instituição de registro: INPI - Instituto 

Nacional da Propriedade Industrial. Depósito: 31/08/2016 (Anexo 2) 

 

Contribuições: Realização dos experimentos para construção dos 

cassetes de expressão. Mais precisamente, contribuí com a montagem do hasB na 

construção do plasmídeo a ser inserido em Kluyveromyces lactis.  

 

3. DE OLIVEIRA, JULIANA DAVIES; CARVALHO, LUCAS SILVA; GOMES, 

ANTÔNIO MILTON VIEIRA; QUEIROZ, LÚCIO REZENDE ; MAGALHÃES, 

BEATRIZ SIMAS ; PARACHIN, NÁDIA SKORUPA . Genetic basis for hyper 

production of hyaluronic acid in natural and engineered microorganisms. Microbial 

Cell Factories, v. 15, p. 119-126, 2016. (Anexo 3) 

 

Contribuições: Contribuí com a redação deste trabalho, nos tópicos 

que incluem os organismos procarióticos capazes de produzir ácido hialurônico, 

seja por produção heteróloga seja por produção natural deste composto. 
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1. Introdução 

 

Em 1991 o termo "engenharia metabólica" foi difundido após a  consolidação 

das técnicas de DNA recombinante, utilizada para a construção e otimização de 

redes metabólicas, como objetivo aumentar a produtividade de uma determinada molécula 

por microrganismos (BAILEY, 1991).  A  inserção de rotas metabólicas heterólogas 

permite a extensão das vias existentes nos microrganismos para a obtenção 

de produtos como aminoácidos (BONGAERTS et al., 2001), antibacterianos (LEE et al., 

2009), metabólitos, transcritos de RNA e biomoléculas de alto valor agregado e interesse 

industrial,  além disso  há possibilidade de modificar proteínas e redefinir vias metabólicas 

para degradar resíduos recalcitrantes (KEASLING, 2010).  

A construção de novas cepas microbianas por meio de engenharia metabólica 

desempenha um papel importante no desenvolvimento de cepas capazes de aumentar a 

produção industrial (DOBSON; GRAY; RUMBOLD, 2012), substituir produtos de origem 

fóssil, além de utilizar rejeitos agro-industriais como substrato (KHOSLA; KEASLING, 

2003). Diante disso, pode-se inferir que essa área de pesquisa permite o desenvolvimento 

de tecnologias como, por exemplo,  leveduras capazes de produzir compostos de interesse 

industrial (Figura 1). 
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A aplicação da engenharia metabólica pode ser exemplificada pela engenharia 

genética de procariotos fotossintetizantes para a produção eficiente de bioetanol por meio 

do metabolismo fotoautotrófico. Genes de Zymomonas mobilis que codificam as enzimas 

piruvato descarboxilase (PDC) e álcool desidrogenase (ADH) foram clonados em cassetes 

de expressão e inseridos em Synechococcus elongatus, levando à produção de etanol  

(DENG; COLEMAN, 1999) ou ainda isopropanol, tendo energia luminosa e dióxido de 

carbono como substrato  desses organismos (KUSAKABE et al., 2013).  

As leveduras possuem a vantagem de serem uma plataforma industrialmente 

robusta quando comparadas com bactérias, o que viabiliza o escalonamento para a 

produção de biocompostos. A  Saccharomyces cerevisae é um exemplo de levedura 

frequentemente modificada geneticamente,  uma vez que sua fisiologia, metabolismo e 

genética têm sido intensamente estudados, o que viabiliza seu uso em diversas condições 

industriais (ALMQUIST et al., 2014; OSTERGAARD; OLSSON; NIELSEN, 2000).   

Metabólitos 

Figura 1 Principais etapas realizadas durante a construção de leveduras geneticamente modificadas para   produção de compostos 

de interesse industrial. A partir de informações genômicas do organismo alvo pode-se desenvolver estratégias de alterações de 

informações gênicas, síntese de genes por exemplo, clonagem das informações em vetores em uma primeira etapa (cassetes 1 e 2) 

com auxílio de Enzimas de Restrição (ER), transformação em bactérias para amplificação destas informações. Preparação do vetor 

para linearização e Transformação em leveduras. Alteração do comportamento metabólico da levedura levando a produção dos 

produtos de interesse. RB e RY se referem aos genes repórter para bactéria e para levedura, respectivamente. 
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 As leveduras não convencionais, de uso incomum em escala industrial, tem 

suas ferramentas moleculares para modificação cada vez mais disponíveis, permitindo 

estabilidade e escalabilidade produtiva (LÖBS; SCHWARTZ; WHEELDON, 2017; 

MANFRÃO-NETTO; GOMES; PARACHIN, 2019). Diante disso, a introdução de novas 

rotas metabólicas e a otimização de seus processos celulares nativos por meio da 

engenharia metabólica é crescente, tornando-as verdadeiras fábricas celulares de 

biomoléculas, em diversas aplicações.  

 

1.1 Ácido Hialurônico 

 

O ácido hialurônico (Figura 2) (AH) é um heteropolímero linear formado por 

β-1-3 d-N-acetilglicosamina (GlcNAc) e β-1-4 D-ácido glucurônico (GlcUA) ligados 

alternadamente em repetições que podem levar a molécula de AH a atingir cerca de 1,5 

MDa (WEIGEL; HASCALL; TAMMI, 1997). Inicialmente, o AH foi isolado do corpo 

vítreo ocular, nomeando com o acrônimo de sua localização anatômica, membrana 

hialoide, presente na superfície externa do corpo vítreo e de suas moléculas constituintes 

(PALMER; JOHN, 1934). 

Ácido Glucorônico N-Acetil Glicosamina 

~10
6 

Da 

Figura 2 Estrutura das unidades constituintes do ácido hialurônico. 
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O AH é um componente importante da matriz extracelular de vários tecidos 

animais (WEIGEL; HASCALL; TAMMI, 1997), produzido naturalmente por diversos 

microrganismos (Tabela 1). O AH é um polímero de peso molecular elevado sintetizado 

na membrana plasmática a partir da ação da ácido hialurônico sintase (HAS A), que tem 

como substratos o ácido glucorônico e N - acetilglucosamina sendo esses, por sua vez, 

sintetizados pelas enzimas HAS B e D, respectivamente (Tabela 1), e são os componentes 

chave para a síntese do polímero (LAURENT, TORVARD C.; FRASER, 1992). 

Estequiometricamente para cada mol do dissacarídeo de AH produzido são consumidos 2 

mols de glicose, 3 mols de ATP, 2 mols de UTP e 1mol de acetil-Coenzima A ( Figura 3). 

Tabela 1 – Organismos que produzem naturalmente ácido hialurônico. Retirado e adaptado de DE OLIVEIRA et al., 

2016. 

Microrganismos Concentração de 

substrato (g / L) 

Produtividade (g / L 

/ h) 

Streptococcus zooepidemicus Glicose: 10 0,0396 

Streptococcus zooepidemicusWSH-24 Glucose: 15 0,33 

Streptococcus zooepidemicusATCC 39920 Glicose: 10 0,223 

Streptococcus equi 

subsp. zooepidemicus ( S. zooepidemicus 

ATCC 35246) 

Glucose: 20 NR1 

Streptococcus equiATCC 6580 (mutante) Glicose: 80 0,344 

Streptococcus equiATCC 6580 (mutante) Glicose: 80 0,47 

Streptococcus zooepidemicus G2 (mutante) Glicose: 40 0,251 

Streptococcus 

zooepidemicus(superexpressão de genes 

envolvidos na biossíntese de UDP- N-

acetilglucosamina) 

Glucose: 20 NR 

Streptococcus sp. ID9102 Glicose: 40 0,289 

Células de Chlorella infectadas com 

Chlorovirus 

NR NR 

Clorovírus infectado com PBCV-1 NR 1,6 × 10 −6 

Clorovirus com PBCV-1 CV01 NR 0,95 × 10 −6 

 

1 NR não relatado 
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Clorovírus com PBCV-1 CVTS1 NR 1,15 × 10 −6 

Clorovírus infectado com PBCV-1 

(afidicolina) 

NR 5,3 × 10 −6 

Clorovírus com PBCV-1 CV01 

(Aphidicolin) 

NR 3,5 × 10 −6 

Streptococcus sp. ID9102 (KCTC 11935BP) NR 0,289 

 

 

 

HAS A é a única enzima necessária para a síntese de AH propriamente dita, 

desde que a célula forneça os intermediários necessários à sua síntese. Existem duas classes 

de ácido hialurônico sintase (HAS), a HAS A de classe I  e HAS A de classe II (Figura 4). 

A HAS A é uma sintase associada a membrana que possui de seis a oito domínios 

transmembrana, capaz de polimerizar o AH no lado citoplasmático.(WEIGEL; HASCALL; 

Figura 3 Via metabólica para síntese de ácido hialurônico mostrando todos os substratos necessários para síntese do 

polímero. 
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TAMMI, 1997). Já a HAS de Classe II é encontrada em Pasteurella. multocida, proteína 

que se ancora à membrana a partir de uma porção C-terminal e sem domínios 

transmembrana (DEANGELIS, 1999). 

 

 

 

 

O AH é produzido principalmente por bactérias da espécie Streptococcus 

pyogenes (Deangelis, 1999) e outros organismos do mesmo gênero, no entanto estes são 

patogênicos, o que torna o processo de purificação laborioso e de alto custo (Boeriu et al., 

2013).  

 

1.2   Mercado e Novas Estratégias Para Produção do Ácido Hialurônico 

 

O AH é um composto de alto valor agregado com demanda crescente pela 

indústria farmacêutica e cosmética. Apresenta valor de mercado que varia de acordo com 

B 

b 

a 

Figura 4 As duas classes conhecidas atualmente de sintases de ácido hialurônico, classe I (a)  e classe II(b) que 

apesar de terem várias diferenças estruturais, possuem em comum domínios transmembrânicos, indicando que estas 

enzimas estão associadas à membrana das células e catalisam a junção dos dois precursores no lado citoplasmáticos 

da célula, ao passo que já expulsam para fora a cadeia crescente de ácido hialurônico. 
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o tamanho e pureza do polímero, podendo alcançar o valor de $150,00 por grama, com 

estimativas de mercado em torno de $ 4,5 bilhões anuais (Grand View Reaserch, 2019).  

A demanda por AH é crescente, decorrente das várias aplicações 

farmacológicas e cosméticas deste composto. Em em cirurgias oftamológicas e 

viscocirúrgicas, apresenta vantagens na recuperação de pacientes quando comparados a 

outros produtos no mercado (Vajpayee et al., 2005). O polímero  é utilizado para prevenir 

aderência de tecidos após cirurgias abdominais (Vrijland et al., 2002) e em osteoartrites 

para viscosuplementação (Kogan et al., 2007),além de procedimentos estéticos tais como 

preenchimentos de rugas, aumento de glúteos, preenchimento labial e correção de 

cicatrizes (Romagnoli & Belmontesi, 2008). Já em 2011 AH era o segundo procedimento 

não cirúrgico mais utilizado nos EUA, perdendo somente para a aplicação de Botox. 

O interesse por microrganismos seguros e não patogênicos para produção de 

ácido hialurônico fomentou o desenvolvimento de diversos microrganismos com status 

GRAS (do inglês Generally Regarded as Safe) por meio de engenharia metabólica, capazes 

de gerar produtos livres de toxinas, uma vez que os organismos comumente utilizados são 

em sua maioria patogênicos (DE OLIVEIRA et al., 2016). Nesse sentido, destacam-se as 

leveduras do gênero Hansenula, por possuirem uma série de aplicações na indústria de 

biocombustíveis e farmacêuticas (CÉSAR et al., 2013; MANFRÃO-NETTO; GOMES; 

PARACHIN, 2019; THANH, 2012). O ácido hialurônico já foi produzido por vários 

hospedeiros heterólogos procariotos, conforme exemplificados na Tabela 2.  

Tabela 2 – Principais microrganismos procariotos geneticamente modificados para produção de ácido hialurônico. 

Retirado e adaptado de DE OLIVEIRA et al., 2016. 

MICRORGANISMO MODIFICAÇÃO GENÉTICA PRODUÇÃO (G/ L) 

LACTOCOCCUS 

LACTIS BCRC 12312 

Operon contendo HA sintase ( HasA) de S. 

equisubsp. zooepidemicus 

0,08 

ENTEROCOCCUS 

FAECALIS OGLRF 

Transposon 916 mutagênese insercional 0,002-0,69 

Foi subclonado em um vetor de transporte de 

plasmídeo (pAT19 e pPD41) 

CORYNEBACTERIUM 

GLUTAMICUM ATCC 

13032 PJH174.1 

Expressão de HasA Entre 0,3 e 0,4 

~ 1,0 

AGROBACTERIUM SP 

ATCC31749 

Coexpressão da HA sintase de Pasteurella 

multocida e UDP-glicose desidrogenase 

de Escherichia coli 

~ 3,0 
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ESCHERICHIA COLIK12 

MG1655 SSEABC 

Gene de sse HasA com sequência proteica idêntica de 

seHAS de Streptococcus equisimilis 

0,148 (48 h) 

ESCHERICHIA COLI C1 

TOP10 / (PMBAD-SSEABC) 

Usado como cepa de controle na triagem de 

bibliotecas, abrigando um único plasmídeo e as cópias 

cromossômicas de rpoD e rpoS de tipo selvagem 

0,510 

ESCHERICHIA COLI S0 

TOP10 / (PMBAD-SSEABC, 

PHACM-RPOS) 

Com uma cópia extra de rpoS unmutated em pHACM; 0,696 

STREPTOMYCES 

ALBULUS PJHA4 

gene hasA de 29 Streptococcus zooepidemicus 6,2 

BACILLUS SUBTILIS Operon contendo HA sintase ( HasA) 

de Streptococcus e tuaD controlada por promotores 

indutivos 

6,8 

 

 

Os eucariotos vem sendo modificados para a produção de ácido hialurônico, 

como exemplo, a levedura Pichia (Ogataea) pastorismodificada por Jeong et al. com a 

inserção dos genes para a síntese dos precursores  de ácido hialurônico,  fazendo com que 

a cepa sintetizasse esse composto obtendo rendimento de  0,8 a 1,7 g/L das estirpes 

recombinantes em 1L de cultura de fermentação (JEONG; SHIM; KIM, 2014a).  

 

1.3  Ogataea (Hansenula) polymorpha 

 

A levedura metilotrófica Ogataea (Hansenula) polymorpha é conhecida por 

ser capaz de fermentar diversas fontes de carbono  como glicose, celobiose, xilose e glicerol  

em etanol (KATA et al., 2016; RYABOVA et al., 2003). Além disso, é a levedura mais 

termotolerante conhecida, com uma temperatura de fermentação de 50 °C (ISHCHUK et 

al., 2009) o que pode trazer vantagem em algumas aplicações industriais (GELLISSEN, G, 

2000). É um organismo modelo para análise de funcionamento de peroxissomos serviu de 

base para descrição do processo de pexofagia (LEAO; KIEL, 2003). 

Cepas recombinantes de O. polimorfa vêm sendo desenvolvidas para diversas 

aplicações (ISHCHUK et al., 2009), dentre as modificações Kata e colaboradores. 

promoveram a superexpressão dos genes PDC1 e ADH1 para aumento da conversão de 
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glicerol em etanol (KATA et al., 2016). Além disso, esforços significativos vêm sendo 

feitos na produção de proteínas heterólogas em O. polymorpha devido as suas eficientes 

vias de secreção, maquinário efetivo de glicosilação e sistemas de expressão fortemente 

controlados (GELLISSEN, Gerd, 2002; MANFRÃO-NETTO; GOMES; PARACHIN, 

2019). Estes estudos sugerem que a levedura é uma importante plataforma para o 

desenvolvimento de linhagens capazes de produzir compostos de alto valor agregado a 

partir de métodos de cultivo com fontes nutricionais de baixo custo, como xilose, sacarose 

e glicerol.  

 As pesquisas científicas desenvolvidas com O. polymorpha têm utilizado três 

as linhagens, que possuem origens distintas e suas inter-relações não estão esclarecidas. A 

linhagem CBS4732 (CCY38-22-2; ATCC34438; NRRL-Y-5445) e a linhagem DL-1 

(NRRL-Y-7560; ATCC26012) foram isoladas em 1993 por Levine; já a linhagem 

NCYC495 (CBS1976; ATAA14754, NRLL-Y-1798), isolada de bagaço de produção de 

suco de laranja, foi inicialmente designada por Wickerham em 1951 como Hansenula 

angusta (Wickerham, 1951 ). 

 

1.4  Kluyveromyces lactis 

 

A levedura Kluyveromyces lactis é um dos principais microrganismos 

presentes em processos lácteos onde o principal substrato é a lactose (SPOHNER et al., 

2016). Inicialmente esta levedura era utilizada como fonte da enzima β-galactosidase, 

responsável por hidrolisar a lactose e, assim  utilizada amplamente na produção de 

alimentos  livres em lactose (SAQIB et al., 2017). Além da indústria alimentícia, também 

são utilizadas na indústria farmacêutica para a produção de enzimas (SPOHNER et al., 

2016), ácido ascórbico (CÉSAR et al., 2013) e proteínas heterólogas (VAN OOYEN et al., 

2006). As proteínas produzidas em K. lactis apresentam um padrão eucariótico de 

glicosilação, o que as torna excelentes candidatas a superexpressão de genes eucariotos. 
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2. Objetivo Geral 

 

 Desenvolver leveduras capazes de sintetizar ácido hialurônico. 

3. Objetivos Específicos 

 

• Construção de cepas recombinantes de Ogataea polymorpha para superprodução 

de ácido hialurônico à partir das inserções das isoformas do gene hasA, e dos genes 

hasB e hasC. 

 

• Construção de cepa recombinante de Kluyveromyces lactis para expressão de hasB 

(UDP-glicose dehidrogenase) 
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4. Material e Métodos 

 

4.1 Lista de oligonucleotídeos iniciadores 

 

Os oligonucleotídeos iniciadores utilizados estão descritos na tabela 3. 

 

Tabela 3 – Tabela de oligonucleotídeos iniciadores utilizados neste trabalho. 

Nome Sequência 5’→3’ Sítio de restrição 

adicionado 

HASA F CCCAAGCTTAAAAATGCACTGTGAAA

GATTCTTGTGTATCTTGA 

HindIII 

HASA R AAAGTCGACTCAAACATCCAAGACCA

TATCATATTGTTGACC 

SalI 

HASAP F est2 TTTAAGCTTATGAATACCTTATCTCAA

GC 

HindIII 

HASAP R est2 AAAGTCGACTTTAGGCCTTTACAATGT

GATTGAAT 

SalI 

HASB F est 2 aaaAAGCTTAATGTTTCAGATCAAGAAG

ATTTGTTGTA 

HindIII 

HASB R est 2 AAAGTCGACTTACACACGTTGCTTC SalI 

Cassete HASB F AAACCGCGGAGCTCTCGAGTTTATCAT

TATCAATACTGC 

SacII 

Cassete 

HASB R 

AAACCGCGGGCAAATTAAAGCCTTCG

AGCGTCCC 

SacII 

HASC F AAAGGATCCAAAAATGAGTAAGCACG

CCAAGTCCC 

BamHI 

HASC R AAAATCGATTTAGTGTTCCAAGATGGT

CAAATTGCC 

ClaI 

Cassete 

HASC F 

TAAAGCTCCAAAATGTTTCTACTCCTT

TTTTACTCTTC 

BluntEnd 

(PsiI) 

Cassete 

HASC R 

TAAGCAAATTAAAGCCTTCGAGCGTCC BluntEnd 

(PsiI) 
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HASB GPD F AAACCTNAGGAGCTCTCGAGTTTATCA

TTATCAATACTGC 

Bsu36I 

HASB GPD R AAACCTNAGGGCAAATTAAAGCCTTC

GAGCGTCCC 

Bsu36I 

 

4.2  PCR 

Todas as reações de amplificação por PCR (Polymerase Chain Reaction) dos 

genes, cassetes e plasmídeos relatados foram feitas em microtubos de 0,2 mL contendo 2 

µL de tampão de PCR concentrado 10 vezes (KCl 500 mM; Tris-HCl 100 mM pH 8,4; 

Triton X-100 1%); 0,6 µL de MgCl2 25 mM; 1 µL de oligonucleotídeo iniciador foward 

10 µM; 1 µL de oligonucleotídeo iniciador Reverse 10 µM; 0,5 µL de dNTP 10 mM; 1 

unidade ou 0,2 µL da enzima Taq DNA Polimerase (Phoneutria); 10 ng de DNA molde a 

ser amplificado e água ultra pura deionizada até completar volume final de 20 µL. Os 

microtubos contendo as reações são inseridos em termociclador com os seguintes ciclos de 

temperatura: 1 ciclo de 95 °C por 7 minutos; 30 ciclos de 95 °C por 30 segundos, seguido 

de temperatura de anelamento dos oligonucleotídeos iniciadores por 30 segundos, seguido 

por 72 °C por 2,5 minutos; 1 ciclo de 72 °C por 10 minutos e resfriamento indefinidamente 

à 12 °C. 

 

4.3  Transformação dos Plasmídeos em células de Escherichia coli e 

posterior purificação 

 

Todos os plasmídeos construídos foram replicados em células de Escherichia 

coli após a reação de ligação dos insertos com vetores. Foram utilizados 100 µL de células 

ultra competentes de E. coli cepa XL10-Gold® congeladas a -80 °C em tubos de 1,5 mL 

que foram descongeladas por 10 minutos em banho de gelo, após descongelamento, foram 

misturados às células 10 µL de DNA plasmidial das construções. O tubo contendo células 

e DNA foi incubado por 30 minutos em gelo, após isto as células foram retiradas do gelo e 

imediatamente incubadas em banho de água à 42 °C por 90 segundos e então recolocadas 

imediatamente em banho de gelo por 2 minutos. Foram adicionados 900 µL de meio SOC 

e as células foram incubadas a 37 °C por 1 hora. Após o período de incubação 200 µL de 
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células foram plaqueadas em meio SOC ágar seletivo contendo ampicilina (100 µL/mL) e 

as placas foram colocadas invertidas em incubadora à 37 °C por 24 horas. O restante de 

células foi repassado a um tubo criogênico, misturado com glicerol até concentração final 

de 15% e armazenado à -80 °C indefinidamente. Todos os processos descritos foram feitos 

com o uso de materiais e em ambiente asséptico e estéril.  

4.4  Tratamento com Endonucleases de Restrição 

 

O tratamento por endonucleases de restrição dos plasmídeos foi feito 

simultaneamente com as reações de desfosforilação, cujo objetivo foi impedir que os 

plasmídeos se religuem a eles mesmos ao invés de se ligarem ao gene de interesse, quando 

colocados sob ação da enzima T4 DNA ligase. Já as reações de digestão de genes, cassetes 

e produtos de PCR lineares foram realizadas sem o processo de desfosforilação.  

As reações foram realizadas em microtubos de 0,2 mL contendo 1 µg de DNA 

plasmidial ou gênico, 2 µL de solução tamponante “Green Fast Digest Buffer” 10x 

concentrado (Thermo Fisher Scientific®), 1 µL de enzima  de restrição (HindIII ou SacII 

ou SapI ou SalI) “Fast Digest” (Thermo Fisher Scientific®), 1 µL da enzima fosfatase 

“FastAP Thermosensitive Alkaline Phosphatase” (Thermo Fisher Scientific®) nos casos 

onde há reação de desfosforilação e  água ultra-purificada deionizada até completar volume 

final de 20 µL . Nos casos em que a digestão de DNA é feita com 2 enzimas de restrição, 

1 µL da segunda enzima também é adicionada ao sistema de digestão, totalizando a ação 

de até 3 enzimas no sistema. Após preparada a reação de 20 µL, o microtubo foi incubado 

por 2 horas em incubadora à 37 °C e, após este tempo o microtubo foi aquecido a 80 °C 

por 15 minutos para a inativação das enzimas.  

 

4.5  Purificação de DNA 

 

Todo o DNA obtido após PCR e tratamentos com endonucleases de restrição 

foi purificado com o kit “GeneJET PCR Purification Kit” (Thermo Fisher Scientific®), 

seguindo as recomendações do manual do fabricante. Ao final do processo, para cada 1 µg 

de DNA tratado foram recuperados 800 ng da amostra para serem utilizadas em outras 

etapas. 
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4.6  Ligação com T4 DNA ligase 

Todas as reações de ligação foram feitas com a enzima T4 DNA Ligase 

(Thermo Fisher Scientific®) seguindo o protocolo à seguir:  Em um microtubo de 0,2 mL 

foram inseridos 100 ng de DNA vetor digerido linearizado desfosforilado;  300 ng de DNA 

inserto digerido; 2 µL de “T4 DNA Ligase Buffer” (Thermo Fisher Scientific®) 

concentrado dez vezes (Tris-HCl 400 mM, MgCl2 100 mM, DTT 100 mM, ATP 5 mM 

(ph 7,8 a 25 °C); 2 µL de solução PEG 4000 à 50% (w/v); 2 µL de enzima T4 DNA Ligase 

(Thermo Fisher Scientific®) e água ultra pura deionizada até completar volume final de 20 

µL. O microtubo foi incubado por 16hs à 22 °C em seguida foi diretamente utilizado em 

transformação de células de E. coli. 

4.7  Extração de DNA plasmidial de células de Escherichia. coli 

(Thermo Fisher Scientific®) 

 

Foram selecionadas aleatoriamente 10 colônias escolhidas aleatoriamente de 

E. coli após a transformação. Em seguida essas células foram colocadas em 10 mL de meio 

de cultura SOC ou LB seletivo contendo antibiótico adequado ao plasmídeo da construção, 

as células foram incubadas em agitador orbital de frascos a 37 °C e 400 G por 16 horas. 

Após este tempo, os plasmídeos foram purificados da cultura celular pela utilização do kit 

“GeneJET Plasmid Miniprep Kit” (Thermo Fisher Scientific®) seguindo recomendações 

do manual do fabricante. Ao final foram obtidos 50 µL de plasmídeo purificado com 

concentração em média de 400 ng/ µL. 

 

4.8 Construção de Leveduras produtoras de ácido hialurônico 

 

A fim de otimizar a produção de ácido hialurônico em O. polymorpha e 

K.lactis, foram construídos 4 plasmídeos contendo cada um uma das quatro isoformas ou 

versões do gene hasA, que codificam a mesma enzima, a ácido hialurônico sintase. As 

quatro isoformas incluem os genes hasA1, hasA2, hasA3 e hasAP, sendo os três primeiros 

genes presentes em Homo s. sapiens e que codificam as três enzimas ácido hialurônico 
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sintase presentes em seres humanos. Cada uma das isoformas pode apresentar 

características diferentes relacionadas ao tamanho da cadeia polimérica do ácido 

hialurônico. O último, presente na bactéria patogênica Pasteurella multocida, descrita 

como uma bactéria produtora de ácido hialurônico, possui uma HAS distinta das outras 

HAS conhecidas, tanto em estrutura, como em mecanismo de ação (DEANGELIS, 1998).  

Os genes codificantes para as enzimas hasA1(AC018755.3), hasA2 

(AC022909.13) , hasA3 (AC009027.10), hasAP (A0A379BBE3) e hasB  foram obtidos do 

banco de dados de sequências genômicas NCBI e códon-otimizados para a leveduras por 

uma empresa especializada (GeneOne). 

 

4.9  Síntese dos plasmídeos contendo o gene hasA (pBSK-hasA1, pBSK-

hasA2, pBSK-hasA3 e pBSK-hasAP) e do gene hasB (pBSK-hasB) 

 

Os genes codificantes para as enzimas hasA1, hasA2, hasA3, hasAP e hasB 

foram obtidos do banco de dados de sequências genômicas NCBI e códon-otimizados para 

leveduras pela GENONE 

Foram sintetizados cinco plasmídeos, dos quais quatro continham uma das 

isoformas de hasA e o quinto do gene hasB. Foram denominados pBSK-hasA1 contendo 

o gene hasA1 (Figura 5a), pBSK-hasA2 contendo o gene hasA2 (Figura 5b), pBSK-hasA3 

contendo o gene hasA3 (Figura 5c) e pBSK-hasAP contendo o gene hasAP (Figura 5d). 
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Cada plasmídeo foi sintetizado de modo a possuir o gene de interesse, uma 

origem de replicação para replicação em células de E. coli e um gene de resistência ao 

antibiótico ampicilina, para a seleção das células clonadas, ou seja, após a inserção dos 

referidos plasmídeos em células de E. coli, é esperado que apenas as bactérias que 

conseguiram captar o plasmídeo tenham a capacidade de sobreviver em um meio contendo 

o antibiótico ampicilina. 

  

a b 

c d 

Figura 5 Plasmídeos contendo os genes sintéticos após otimização de códons para leveduras. Nos plasmídeos 

apresentados incluem uma origem de replicação para propagação em células de Escherichia coli (pUC origin); um 

gene de resistência ao antibiótico ampicilina para seleção de células de Escherichia coli clonadas (Ampicillin). Em 

(a) é apresentado o plasmídeo sintético pBSK-hasA1 (4612 pb). Em (b) é mostrado o plasmídeo sintético pBSK-hasA2 

(4540 pb). Em (c) é mostrado o plasmídeo sintético pBSK-hasA3 (4540 pb). Em (d) é apresentado o plasmídeo 

sintético pBSK-hasAP (5815 pb). 
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4.10  Extração dos genes hasA e inserção no plasmídeo pHIPZ18 

de modo a formar as construções pHIPZ18+hasA1, 

pHIPZ18+hasA2, pHIPZ18+hasA3 e pHIPZ18+hasAP. 

 

Os plasmídeos pBSK-hasA1, pBSK-hasA2, pBSK-hasA3 e pBSK-hasAP 

foram submetidos a uma PCR (Polymerase Chain Reaction) para extração por 

amplificação dos genes hasA1, hasA2, hasA3 e hasAP. Os plasmídeos pBSK-hasA1, 

pBSK-hasA2, pBSK-hasA3 e pBSK-hasAP, foram amplificados com os oligonucleotídeos 

iniciadores hasA1-F, hasA1-R, hasA2-F, hasA2-R, hasA3-F e hasA3-R. 

Os oligonucleotídeos adicionaram, durante a amplificação por PCR, os sítios 

de restrição para as enzimas HindIII e SalI. Nos oligonucleotídeos com nomenclatura 

terminada em F (Foward) foram inseridos os sítios para Hind III, já o sítio para SalI nos 

oligonucleotídeos com nomenclatura terminada em R (Reversos). Após amplificado, o 

gene da isoforma de hasA foi purificado, digerido com as enzimas HindIII e SalI e 

submetido à ligação pela enzima T4 DNA ligase, com o plasmídeo pHIPZ18 previamente 

digerido com HindIII e SalI. 

Os genes foram purificados em seguida, e colocados em um sistema de ligação 

com enzima T4 DNA ligase com o plasmídeo pHIPZ18 previamente digerido com HindIII 

e SalI.  O resultado da ligação é transformado em células de E. coli crescidas em meio 

contendo antibiótico para seleção de clones transformantes. Após o crescimento, as células 

de E. coli foram lisadas de modo a obter os plasmídeos pHIPZ18+hasA1, 

pHIPZ18+hasA2, pHIPZ18+hasA3 e pHIPZ18+hasAP em grandes quantidades.  

 

4.11 Construção do cassete de expressão do gene hasB. 

 

O gene hasB foi extraído do plasmídeo pBSK-hasB através de digestão 

utilizando as enzimas BamHI e SalI e, em seguida, ligado ao plasmídeo p424-GPD, 

também previamente digerido com as mesmas duas enzimas. A ligação foi realizada 

utilizando a enzima T4 DNA ligase,  resultando no transformado em células de Escherichia 

coli crescidas em meio contendo antibiótico para seleção de clones transformantes. Após o 
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crescimento, as células de E. coli foram lisadas e os plasmídeos p424-GPD+hasB (Figura 

6) em grandes quantidades foram extraídos. 

 

4.12 Purificação do gene hasC por PCR e montagem utilizando o 

plasmídeo p424 contendo o promotor TEF.  

 

O gene hasC foi o único gene utilizado em construções nesta tecnologia que 

não veio de fontes sintéticas, visto que o mesmo ocorre naturalmente no genoma de O. 

polymorpha e pode ser amplificado in silico da própria levedura. Para tanto, células de O. 

polymorpha foram lisadas e todo o seu DNA genômico purificado. O DNA purificado foi 

utilizado em uma reação de PCR com os oligonucleotídeos iniciadores hasC-F e hasC-R, 

sintetizados por empresa especializada utilizando como molde o genoma sequenciado de 

O. polymorpha presente em bancos de dados genômicos. O oligonucleotídeo iniciador 

HASC-F foi sintetizado contendo um sítio para a enzima BamHI em sua extremidade 5’ e 

o oligonucleotídeo iniciador hasC-R contendo um sítio para enzima XhoI em sua 

extremidade 5’. Dessa forma,  na amplificação do gene hasC foi realizada durante a PCR, 

onde foram adicionados um sítio para BamHI e um sítio para XhoI nas extremidades 5’ e 

3’ da região codificadora, respectivamente. O gene hasC foi digerido pela utilização das 

Figura 6 Plasmídeo contendo a construção de hasB sob controle do promotor GPD. 
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enzimas BamHI e XhoI e em seguida ligado ao plasmídeo p424-TEF, também previamente 

digerido com as mesmas enzimas. A ligação é realizada pela utilização da enzima T4 DNA 

ligase, na qual o resultado da ligação é transformado em células de Escherichia coli 

crescidas, em meio contendo antibiótico para seleção de clones transformantes. Após o 

crescimento, as células de E. coli foram lisadas e os plasmídeos p424-TEF+hasC (Figura 

7) foram extraídos. 

 

 

 

4.13  Introdução de hasB aos plasmídeos pHIPZ18+hasA 

 

O cassete hasB (Promotor GPD + gene hasB + terminador CYC1) e o cassete 

hasC (Promotor TEF+gene hasC+terminador CYC1) foram amplificados, 

respectivamente, dos plasmídeos p424-GPD+hasB e p424-TEF+hasC através de PCR com 

Figura 7 Plasmídeo contendo a construção de hasC sob controle do promotor TEF. 
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o uso dos oligonucleotídeos iniciadores hasB-GPD-F e hasB-GPD-R para o cassete hasB, 

e oligonucleotídeos iniciadores has-TEF-F e hasC-TEF-R para o cassete hasC.  

Os oligonucleotídeos iniciadores hasB-GPD-F e hasB-GPD-R foram 

sintetizados contendo um sítio para a enzima SacII em suas extremidades 5’. Desta forma,  

na amplificação do cassete hasB durante a PCR foram adicionados um sítio para SacII e 

um sítio para SapI nas extremidades 5’ e 3’, das respectivas regiões codificantes. 

O tratamento com endonucleases de restrição nos produtos de PCR para 

extração do cassete GPD+hasB. Após a disgestão foi feita a ligação do cassete de hasB aos 

plasmídeos pHIPZ18 contendo as isoformas de hasA, formando os plasmídeos 

pHIPZ18+hasAP+hasB (Figura 8a)., pHIPZ18+hasA1+hasB (Figura 8b)., 

pHIPZ18+hasA2+hasB (Figura 8c). e pHIPZ18+hasA3+hasB (Figura 8d). 
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Figura 8 Plasmídeo contendo a construção pHIPz18+hasA+hasB. 

 

4.14  Introdução de hasC aos plasmídeos pHIPZ18+hasA+hasB,  

 

Quatro diferentes plasmídeos contendo as isoformas hasA1, hasA2, hasA3 e 

hasAP, receberam o cassete contendo o gene hasB. Para esta execução, o cassete hasB 

purificado foi digerido com a enzima SacII, purificado novamente e submetido a reações 

de ligação da enzima T4 DNA ligase, com os plasmídeos pHIPZ18+hasA1, 

pHIPZ18+hasA2, pHIPZ18+hasA3 e pHIPZ18+hasAP, todos previamente também 

digeridos com SacII e purificados. Os resultados das ligações foram transformados em 

células de Escherichia coli, crescidas em meio contendo antibiótico para seleção de clones 

a b 

c d 



24 

 

transformantes. Após o crescimento, as células de E. coli foram lisadas e os plasmídeos 

pHIPZ18+hasAP+hasB, pHIPZ18+hasA1+hasB, pHIPZ18+hasA2+hasB e 

pHIPZ18+hasA3+hasB foram separadamente extraídos. Os plasmídeos supracitados estão 

respectivamente representados naFigura 8. 

 

4.15 Inserção dos plasmídeos contendo os genes condificadores 

para a via de síntese de AH em O. polymorpha  

 

Após a finalização das construções de plasmídeos pHIPZ18 contendo os genes 

hasA, hasB e hasC, os mesmos foram transformados na levedura O. polymorpha, utilizando 

um protocolo de transformação descrito por Berardi et al. (BERARDI; THOMAS, 1990). 

Foram transformadas células de leveduras com plasmídeos contendo apenas os genes hasA 

e hasB, bem como plasmídeos contendo hasA, hasB e hasC, de modo a evidenciar como o 

gene hasC afeta a produção de ácido hialurônico.  

O protocolo de transformação de O. polymorpha foi estabelecido utilizando os 

vetores contendo genes codificadores da via metabólica de síntese de ácido hialurônico. A  

O. polymorpha foi inoculada em meio líquido yeast protein dextrose (YPD) a 37 °C;, e 

posteriormente aferida  a densidade ótica (OD) da cultura em comprimento de onda de 600 

nm (nanômetros), utilizando um espectrofotômetro. Quando a densidade ótica alcançou o 

valor de 0,8 a cultura foi retirada de crescimento;,  feita a centrifugação do meio de cultura 

contendo as células de O. polymorpha utilizando 3000x g por 5 min como parâmetro base 

de ajuste para precipitação das células. Concomitantemente, foi fervido esperma de salmão 

por 5 min em água a 97 °C, que funciona como carreador de DNA. Descartou-se o 

sobrenadante ao fim da centrifugação, as células precipitadas foram lavadas com 5 mL de 

água destilada estéril a 4 °C  e feita nova centrifugação a 3000x g por 5 min a 4 °C, com 

descarte do sobrenadante. O procedimento anterior foi repedido até a  eliminação de 

vestígios do meio de cultura. Após centrifugação, as células foram suspensas em 5 mL 

solução estoque de acetato de lítio (composto por: 51 g de acetato de lítio (SIGMA L6883) 

em 450 mL de água destilada, com o volume ajustado para 500 mL). As células foram 

centrifugadas por 5 min a 3000x g, e o sobrenadante descartado. As células precipitadas 

foram ressuspensas em 1 mL de mix acetato de lítio (composto por: 50 mL de acetato de 

lítio 1 M, 50 mL de TE (tris 0,05M e EDTA 0,1M)). 
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A transformação foi iniciada com o preparo de um tubo de centrifugação 

contendo 5 µg do vetor pHIPz18, montado com uma das quatro isoformas do gene hasA e 

os cassetes hasB e hasC, 10 µL do esperma de salmão, 100 µL do mix acetato de lítio com 

as células. Foram adicionados 700 µL de mix PEG, (composto por: 40 g de polietilenoglicol 

3350 (SIGMA P3640), 10 mL de TE, 10 mL de acetato de lítio 1 M, o volume é ajustado 

para 100 mL). A solução foi incubada por 30 minutos em temperatura ambiente, passado 

esse tempo, sdicionou-se 48 µL de DMSO, agitando por 10 segundos e incubando por 15 

min a 56 °C. Foi adicionado 1 mL de meio de cultura YPD e incubado a 37 °C por 4horas. 

Foram inoculados 100 µL em placas contendo meio de cultura YPD-ágar e zeocina para a 

seleção, incubadas por 72 h a 37 °C.   

As colônias que cresceram em novas placas contendo antibiótico zeocina foram 

replicadas e a confirmação da presença dos genes da construção do plasmídeo por PCR de 

colônia foi eralizada utilizando os parâmetros da reação para amplificação das quatro 

isoformas de hasA e para os cassetes hasB e hasC. 

 

4.16  Confirmação de Integração dos genes (PCR de Colônia) e seleção 

dos clones positivos. 

 

Foram selecionadas aleatoriamente a partir de placas da transformação da etapa 

anterior, 20 colônias por placa. Cada colônia foi repassada, com o auxílio de um palito 

estéril, a um microtubo de 0,4 mL contendo 20 µL de água miliQ. Os microtubos foram 

agitados de modo a suspender as células e em seguida foram colocados em banho de água 

à temperatura entre 96 °C e 100 °C por 10 minutos. Após este tempo, os microtubos foram 

passados a um banho de gelo e desta suspensão 1 µL foi retirado e utilizado como DNA 

template para a realização de PCR, como descrito no protocolo base, de modo a confirmar 

se os genes hasA, hasB e hasC estão presentes no genoma de O. polymorpha. A PCR de 

colônia foi feita utilizando os oligonucleotídeos iniciadores específicos para cada gene 

hasAP, hasB e hasC. 

Após os resultados da PCR, as colônias que apresentaram os genes integrados 

foram repassadas, com o auxílio de palito de madeira, à 5 mL de meio YPD em um tubo 

falcon de 50 mL e colocadas a 30 °C sob agitação de 200 RPM por 48 horas. Após os 
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crescimento até OD600 de 1,4 foram feitas alíquotas de 1 mL desta suspensão celular, que 

foi repassada a um tubo criogênico, misturado com glicerol até concentração final de 20% 

e armazenado à -80 °C indefinidamente. 

 

4.17  Construção de hasB em pKLAC2 (NEB) 

 

O plasmídeo pKlac2 (New England BioLabs Inc.®) é um plasmídeo comercial 

utilizado para expressão gênica em células Kluyveromyces lactis. Foi utilizado neste 

estudo, como aceptor do cassete hasB para construções posteriores de um sistema de 

expressão de ácido hialurônico em leveduras Kluyveromyces lactis. 

O cassete de expressão contendo o gene hasB sob controle do promotor GPD 

foi utilizado para esta construção, e foi inserido no pKlac2, formando a construção 

pKlac2+hasB, ambos digeridos previamente com a enzima Bsu36I.  

O cassete hasB (Promotor GPD+gene hasB+terminador CYC1) foi extraído do 

plasmídeo p424-GPD+hasB por meio de PCR com o uso dos oligonuleotídeos iniciadores 

HASB-GPD-F e HASB-GPD-R.  Os oligonucleotídeos iniciadores hasB-GPD-F e hasB-

GPD-R foram sintetizados contendo um sítio para a enzima Bsu36I em suas extremidades 

5’, de forma que ao ser realizada a amplificação do cassete hasB durante a PCR, são 

adicionados um sítio para Bsu36I em ambas as extremidades (5’ e 3’) do cassete de 

expressão. O cassete hasB purificado foi tratado com endonuclease de restrição Bsu36I, 

purificado novamente e submetido à ligação com T4 DNA ligase com o plasmídeo pKlac, 

previamente tratados com Bsu36I e purificados. Os resultados das ligações foram 

transformados em células de E. coli crescidas em meio contendo antibiótico ampicilina 

para seleção de clones transformantes. Após o crescimento, as células de E. coli foram 

lisadas e os plasmídeos pKlac + hasB foi extraído, gerando esta construção. 
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5. Resultados e Discussão 

 

Existem diversos estudos que relacionam O. polymorpha modificadas para 

expressão heteróloga, sendo um deles realizado por Kurylenki et al., onde foi feita a 

construção de linhagens desta levedura para o aumento da produção de etanol a partir de 

xilose (KURYLENKO et al., 2014). Hong et al. fizeram o aprimoramento da produção de 

etanol a partir de glicerol em leveduras de O. polymorpha que expressam os genes de 

piruvato descarboxilase e aldeído desidrogenase de Zymomonas mobilis (HONG et al., 

2010). Entretanto, nenhum trabalho que preveja o desenvolvimento e o uso para a produção 

de ácido hialurônico ou outros ácidos orgânicos que tenham interesse para o escalonamento 

industrial ainda havia sido realizado.  

A construção de sistemas de expressão heterólogo para a produção de ácido 

hialurônico utilizando células bacterianas como Escherichia coli (YU; 

STEPHANOPOULOS, 2008) e Lactococcus lactis (PRASAD; JAYARAMAN; 

RAMACHANDRAN, 2010) ou ainda de leveduras (JEONG; SHIM; KIM, 2014b), tem 

sido feita ao longo dos últimos 10 anos. Os estudo são voltados para a modificação genética 

destes organismos sempre contendo os genes hasA com ou sem os genes hasB, hasC e hasD 

(UDP-N-acetylglucosamine pyrophosphorylase), não utilizado neste trabalho. Os autores 

observaram que as melhores produções de ácido hialurônico aconteciam quando os genes 

hasA, hasB e hasC eram co-expressos na célula, indicando que a produção da molécula 

depende da concentração dos substratos e consequentemente das enzimas que os produzem, 

corroborando a estratégia definida neste estudo.  
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5.1 Montagem dos Cassetes de expressão e do Plasmídeo para 

integração em O. polymorpha. 

 

5.1.1 pHIPZ18+hasA 

Era esperado que após o crescimento as células de E. coli transformadas com os plasmídeos 

contendo as construções as quatro isoformas de hasA se apresentassem como observado 

naFigura 9. 

 

A B 

C D 

A 

Figura 9 Construções esperadas das isoformas de hasA em pHIPZ18. 
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As construções de plasmídeos contendo as diferentes isoformas de hasA 

(hasA1, hasA2, hasA3 e hasAP) foram verificadas, entretanto, apenas as construções com 

hasA2 e hasAP foram confirmadas. A confirmação das inserções foi observada em gel de 

agarose após amplificação dos genes com os respectivos oligonucleotídeos, após miniprep 

de colônias tanto para pHIPZ18+hasA2 (Figura 10), e pHIPZ18+hasAP (Figura 11).   

 

 

 

 

  

1    2    3       4     5     6     7     8 

 1   2   3   4    5   6   7    8  9 10  

Figura 10 Confirmação da Presença de hasA2 em pHIPZ18 por PCR. 1 corresponde ao marcador molecular 1kbplus, em 2 é 

apresentado o controle negativo da reação, de 3 à 8 são observadas as amostras em amplificação por PCR da amostra com 

plasmídeo pHIPZ18+hasA2. A banda inespecífica abaixo corresponde a um gradiente de temperatura para ajuste da temperatura 

de anelamento dos oligonucleotídeos iniciadores. 

Figura 11 Confirmação da Presença de hasAP em pHIPZ18 por PCR. 1 corresponde ao marcador 

molecular 1kbplus, em 2 à 10 são observadas as amostras em amplificação por PCR da amostra com 

plasmídeo pHIPZ18+hasAP. 

~1700pb 
2000pb 

1600pb 

5000pb 

2000pb 

2948pb 
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5.1.2 Introdução de hasB e hasC aos plasmídeos pHIPZ18+hasA2 e pHIPZ18+ 

hasAP 

Os cassetes para expressão dos intermediários da síntese AH bem como a 

construção do vetor foram obtidos para os genes hasB e hasC, digestão e purificação 

confirmando a inserção no plasmídeo pHIPZ18 contendo a isoformas de hasA2 e hasAP 

Figura 12. 

 

Vigetti et al. caracterizaram o gene hasB de Xenopus laevis com o intuito de 

observar o seu papel na síntese de ácido hialurônico, e concluíram que o gene está 

relacionado à síntese e afeta a produção de glicosaminoglicanos pelas células(VIGETTI et 

al., 2006). Uma vez que hasC seria utilizado como superexpressão de uma informação já 

presente na O. polymorpha o trabalho foi direcionado para a inserção do hasB nos 

plasmídeos pHIPZ18+hasA2 e pHIPZ18+hasAP. O resultado corresponde a formação da 

construção pHIPZ18+hasA2+hasB (Figura 8). 

Não foi possível a montagem do plasmídeo com a construção do gene hasC 

para expressão. No caso desta construção, as células de Escherichia coli são usadas como 

uma fábrica de cópias deste plasmídeo, mas apesar das cepas utilizadas (XL10-Gold) serem 

A B 

Figura 12 A confirmação da presença de hasB em 2A controle positivo, 3A pHIPZ18+ hasA2 e 4A pHIPZ18 + 

hasAP em montagem com o cassete com promotor GPD, confirmação por PCR. Em B confirmação da presença 

do cassete contendo hasC (poço 4B). 1A e 1B correspondem ao marcador 1kb plus. 2B é o controle negativo e 

3B corresponde ao plasmídeo Intacto. 

   1A                2 A              3A         4 A                    1B         2 B            3 B        4B 

5000 pb 

1000 pb 
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descritas como ultracompetentes para transformação de grandes moléculas de DNA com 

alta eficiência, foi observado uma instabilidade estrutural dos plasmídeos recombinantes. 

Estudos também demonstram a importância de hasC  para o aumento na 

produção de ácido hialurônico, pois a síntese deste composto depende da inserção do gene 

UDP-glucose pirofosforilase, o que causa um equilíbrio na concentração dos dois 

substratos (PRASAD; JAYARAMAN; RAMACHANDRAN, 2010).   Experimentos 

fermentativos usando glicose como substrato, mostraram que as células expressando 

apenas hasA e hasB obtiveram uma máxima produção de ácido hialurônico de 0,097 g/L, 

enquanto que células co-expressando hasA, hasB e hasC obtiveram como máxima 

produção 0,234 g/L, aproximadamente 2,5 vezes a produção com a construção hasA e 

hasB. Assim sendo, o aumento na produção de ácido hialurônico depende da inserção do 

gene hasC, o que causa um equilíbrio na concentração dos dois substratos.   

O presente trabalho não apenas utiliza o gene hasC nas construções, como o 

coloca sob controle de um forte promotor de modo a afetar a produção dos substratos na 

célula de levedura. No entanto, devido a dificuldade de construção do plasmídeo com as 

três construções, hasA, hasB, e hasC, sob controle de seus respectivos promotores, foram 

feitas adequações na tecnologia, onde foram obtidas cepas estáveis apenas com as 

construções de hasA e hasB. 

 

5.2  Transformação dos plasmídeos finais em O. polymorpha. 

 

Após a transformação em O. polymorpha da construção 

pHIPZ18+hasA2+hasB (Figura 13A) e pHIPZ18+hasAP+hasB (Figura 13B) cerca de 650 

clones foram analisados. A marca de seleção por zeocina estava presente na levedura 

indicando a integração do plasmídeo. A presença de hasA2 e hasAP foi confirmada por 

PCR em diversas cepas, entretanto as PCR para hasB não foram positivas em um primeiro 

momento.  
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Após diversas tentativas de transformação foram obtidas cepas com resultados 

positivos para a presença de hasB (Figura 14). 

 

  

B A 

Figura 13 Em A Confirmação da presença de hasA2 e hasAP na levedura O. polymorpha. Em B um dos muitos géis 

com clones que apresentaram amplificação aberrante, não confirmando a presença de hasB. 

Figura 14 Imagem do Gel de agaros da PCR de colônia, 

confirmando da presença de hasB. 

hasB 
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1000pb 

2000pb 

5000pb 

5000pb 
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A construção de linhagens à partir de O.polymorpha configuram um desafio, 

uma vez que mecanismos de recombinação e reparo da levedura levam a uma  instabilidade 

de construções, necessitando de repetições e triagem de colônias para confirmação de 

atividade de produção e ácido hialurônico.  

 

5.3  Construção de pKlac2 com hasB  

 

A Construção de pKlac 2 resultou na construção apresentada naFigura 15. Um 

plasmídeo construído contendo o gene hasB sob controle do promotor GPD.  

 

A levedura Kluyveromyces lactis, assim como quase todas as leveduras, não é 

capaz de produzir ácido hialurônico em suas estirpes selvagens, embora possua um dos 

dois precursores necessários para a síntese presente em seu metabolismo, a N-

acetilglicosamina.  

Figura 15 Esquema do plasmídeo contendo a construção pKlac2+hasB 
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A construção de pKlac2 com hasB serve como base para a construção de cepas 

de K. lactis produtora de ácido hialurônico. Entretanto, estudos demonstram  o uso de ácido 

glicurônico como precursor de ácido idurônico (LINDAHL et al., 1972), um composto 

precursor de heparina e heparana (LI, 2010), produtos anticoagulantes e antinflamatórios, 

que atualmente são retirados, assim como o ácido hialurônico, de fontes animais. 

O uso destas linhagens abre novas possibilidades de construções de heparina e 

sulfato de heparana, hoje obtidas de animais, além de possibilitar uma maior 

biossimilariade quando comparado aos produtos disponíveis no mercado para uso humano, 

com menor risco de resíduos de tecidos animais, tanto de origem bovina quanto suína. Os 

compostos de origenm animal são relatados como causadores de sangramentos e discrasias 

sanguíneas, devido ao tamanho da molécula obtida (AQUINO et al., 2010). 
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Capítulo 2 
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Este capítulo tem como base as publicações desenvolvidas em parcerias com 

outros grupos de pesquisa  realizadas durante meu doutorado. As minhas contribuições 

para cada publicação estão descritas abaixo.  

1. Parachin, N. S. ; MAGALHAES, B. S. ; Almeida, P.B.A. ; CARVALHO, L. S. ; 

Hipólito, V. . Levedura Recombinante Associada A Transportadores De Lactato 

Para Produção De Ácido Lático Utilizando Glicerol Bruto Como Fonte De 

Carbono.. 2015, Brasil. Patente: Privilégio de Inovação. Número do registro: 

BR10201500745, Instituição de registro: INPI - Instituto Nacional da Propriedade 

Industrial. Depósito: 02/04/2015 (Anexo 4) 

 

 

2. DE LIMA, POLLYNE BORBOREMA ALMEIDA; MULDER, KELLY 

CRISTINA LEITE; MELO, NADIELE TAMIRES MOREIRA; CARVALHO, 

LUCAS SILVA; MENINO, GISELE SOARES; MULINARI, EDUARDO ; DE 

CASTRO, VIRGILIO H. ; DOS REIS, THAILA F. ; GOLDMAN, GUSTAVO 

HENRIQUE ; MAGALHÃES, BEATRIZ SIMAS ; PARACHIN, NÁDIA 

SKORUPA . Novel homologous lactate transporter improves l-lactic acid 

production from glycerol in recombinant strains of Pichia pastoris. Microbial Cell 

Factories, v. 15, p. 158, 2016. (Anexo 5) 

 

 

Contribuições: Em ambas publicações contribuí na construção das 

cepas de K. pastoris com os transportadores Jen1p e PAS. Fiz os ensaios iniciais 

com lactato marcado com C14. 
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1. Introdução 

 

1.1.  Pichia (Komagataella ) pastoris  

 

A levedura Pichia pastoris é um organismo metilotrófico. Foi reclassificada no 

ano de 2009 passando a fazer parte do gênero Komagataella. Após a reclassificação P. 

pastoris foi dividida em três espécies: K. pastoris, K. phaffii e K. pseudopastoris 

(KURTZMAN, 2009) .  

De forma semelhante à levedura O. polymorpha, a levedura Komagataella 

pastoris possui elevada capacidade de secreção, tornando-se uma plataforma de expressão 

heteróloga com muitas aplicações, desde a produção de anticorpos monoclonais, até 

mesmo a produção de ácido hialurônico (JEONG; SHIM; KIM, 2014a; POTGIETER et 

al., 2009). O destaque dessa levedura está na sua capacidade de crescer a densidades 

celulares extremamente altas e alta capacidade de produção de proteínas heterólogas 

(HEYLAND et al., 2010). 

A Komagataella pastoris vem sendo utilizada como hospedeira para 

modificações genéticas desde 1985 quando modificada o gene codificador da enzima 

histidinol desidrogenase foi deletado gerando uma cepa auxotrófica his- (CREGG et al., 

1985). K. pastoris é atinge elevada biomassa em diferentes fontes de carbono, como 

glicose, glicerol, metanol e álcoois de açúcar. Sendo hoje um dos principais hospedeiros 

para a produção heteróloga de proteínas recombinantes. Além disso, a ausência de hiper-

glicosilação e a estabilidade após modificações genéticas reforçam as qualidades desta 

levedura para aplicações industriais.  

1.2. Ácido Lático 

 

O ácido lático (ácido 2-hidroxipropiônico) é um composto produzido por 

diversos organismos como resultado da redução do piruvato para a regeneração de NAD+ 

à partir de NADH (Figura 16). A redução do lactato por esta via é promovida pela lactato-

desidrogenase durante a fermentação homolática. 
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Figura 16 Representação da via metabólica natural para a produção de Lactato. 

 

A produção industrial de ácido lático é promovida, principalmente, por 

bactérias láticas através de dois padrões fermentativos, homo fermentativo que origina um 

único produto de fermentação (lactato) e hetero fermentativo, com a produção 

concomitante, principalmente de etanol e CO2. Normalmente bactérias lácteas produzem 

ambos os isômeros do ácido lático. (HITCHENER; EGAN; ROGERS, 1982). Uma 

consequência dessas reações é a dificuldade em separar os compostos através de técnicas 

tradicionais (cromatografia, destilação e cristalização fracionada). Assim, é necessário 

selecionar técnicas de separação apropriadas ao usar substâncias com atividade ótica. Com 

isso é vantajosa a utilização de organismos capazes de produzir apenas um dos isômeros 

ópticos.  

O ácido lático está entre os bioprodutos mais antigos em produção industrial e 

com maior volume de síntese, com um volume anual de produção mundial na ordem dos 

540.000 toneladas (CHOZHAVENDHAN et al., 2018; MILLER et al., 2011).  

1.3.  Poli-ácido-lático 

 

Atualmente a produção de bioplástico é de aproximadamente 2,05 milhões de 

toneladas, sendo que o Poli-ácido-lático (PLA) corresponde a 10,3% desse total 

(BIOPLASTICS, 2018), uma fração quando comparado ao total de plástico fóssil 

produzido no planeta, por volta de348 milhões de toneladas (“• Global plastic production | 

Statista”, 2018). 

O PLA é um poliéster alifático biodegradável, resistente, com propriedades 

antimicrobianas e antioxidantes,  feito de unidades de ácido lático (JAMSHIDIAN et al., 
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2010). O PLA é resistente a variações de temperatura, assim, é capaz de ser moldado em 

uma estrutura resistente. Devido a essas características, pode substituir polímeros 

tradicionais de origem fóssil na moldagem de diversos tipos de produto, com destaque para 

próteses ortopédicas, matérias cirúrgicos absorvíveis, filmes plásticos e embalagens 

(KARAN et al., 2019).  

A pureza óptica do ácido láctico é muito importante e, portanto, é de grande 

preocupação para a produção de PLA. O método por síntese química utiliza recursos 

petroquímicos para sintetizar ácido lático, produzindo uma mistura racêmica de D e L  

ácido lático, enquanto o método de fermentação produz apenas uma forma opticamente 

pura de D ou L ácido lático (RIAZ et al., 2018). 

 

1.4.  Engenharia Metabólica de Microrganismos para a produção de L-

Ácido Lático 

 

A produção de ácido lático a nível industrial é prioritariamente dependente de 

bactérias láticas (JAMSHIDIAN et al., 2010). Entretanto, novas tecnologias de produção 

vêm sendo desenvolvidas por meio de modificação genética de leveduras, pois são mais 

resistentes às condições industriais como oscilação de pH e temperatura, além de terem 

capacidade de utilização de fontes de carbono de baixo custo (RIAZ et al., 2018).  

Leveduras modificadas para a produção de ácido lático são uma alternativa 

viável tanto à síntese química quanto ao uso de bactérias láticas. A vantagem no 

desenvolvimento de novas cepas de levedura está na possibilidade de obtenção de 

estereoisômeros puros e no incremento de produtividade (RIAZ et al., 2018), mesmo sendo 

um desafio para novas estratégias de engenharia metabólica. 

Novas abordagens e estratégias ainda podem ser definidas para o 

desenvolvimento de cepas de leveduras que venham a apresentar elevado rendimento, 

como por exemplo a utilização de meios definidos de baixo custo e a construção de 

leveduras capazes de transportar L-ácido lático com mais eficiência (Figura 17) ( LIMA et 

al., 2016). Para tanto, destaca-se a utilização de Komagataella pastoris para o 

desenvolvimento de uma tecnologia que supre as demandas industriais de alta 

produtividade e baixo custo de produção ( LIMA et al., 2016). 
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Figura 17 – Estratégia para obtenção de leveduras com maior capacidade de transporte de ácido lático para o meio 

extracelular. A detecção do nível de transporte pode ser feita por cintilografia o que permite a detecção de lactato 

marcado com Carbono radioativo (C14). L-LDH corresponde a inserção do Gene de lactato desidrogenasse na cepa 

que superexpressa um gene condificador para um transportador de ácido lático. 

 

 

Estudos vêm demonstrando o aumento de produtividade de L-ácido lático ao 

super expressar transportadores de ácido lático, com destaque para os transportadores 

JEN1P de Sacharomyces cerevisae (MCDERMOTT; ROSEN; LIU, 2010) e PAS de 

Komagataella pastoris (LIMA et al., 2016). Ambos contribuem com um incremento de 

transporte do lactato e podem ser uma alternativa para aumento de produtividade em 

leveduras geneticamente modificadas. 
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2. Objetivo Geral 

 

Construir cepas recombinantes de Komagataella  pastoris que super expressam 

o gene transportador de lactato PAS, visando a construção de uma plataforma de produção 

de ácido L-lático a partir de glicerol bruto. 

 

3. Objetivos Específicos 

 

• Construção de plasmídeo contendo o gene do transportador de lactato PAS de K. 

pastoris. 

• Construção de cepas recombinantes de K. pastoris para superexpressão de 

transportador de ácido lático PAS. 
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4. Material e Métodos 

4.1. Preparação de cepas para expressão de genes transportadores de 

Lactato 

Em um primeiro momento foi feito uma busca na literatura por genes de 

transportadores de lactato. Com isso, foi observado que havia trabalhos demonstrando a 

expressão do transportador de lactato Jen1p de S. cerevisiae em vesículas de membrana de 

K. pastoris heterólogas reconstituídas, com o transportador lactato Jen1p funcional. Foi 

feita uma busca pela sequência desse transportador, e em posse dessas informações, foram 

feitas análises de homologia utilizando sequências genômicas de Jen1P de S. cerevisae, 

utilizando http://www.blast.ncbi.nlm.nih.gov/blast.cgi com o objetivo de identificar genes 

ortólogos. O gene PAS apresentou homologia com transportador Jen1P, com similaridade 

significativa (50,19% de identidade).  

4.2.  Extração de DNA 

Para a obtenção do gene foi colocado em crescimento cepas de leveduras K. 

pastoris da linhagem X33 por 16 horas a 28 oC com objetivo de obter massa celular para 

extração de DNA. Para a extração de DNA foi preparado um pré-inóculo com uma colônia 

inoculada em 10mL de meio de cultura YPD em um tubo de fundo cônico de 15mL, que 

ficou sob agitação 200 RPM a 30 oC por 12hs. Após o crescimento do pré inóculo foi 

transferido 1mL do pré-inóculo para 40mL de meio de cultura YPD em Erlenmeyers de 

250mL, que foi mantido em agitação constante de 200 RPM a 30oC por 8horas. O meio de 

cultura foi transferido para tubos de fundo cônico de 50 mL, centrifugados a 6.100 G por 

10 min. O sobrenadante foi descartado e o pellet foi colocado em suspenção com 2mL de 

tampão STES* Gelado. Foram feitas alíquotas de 1mL em tubos de 2mL. Adicionou-se 50 

µL de glass beads e acrescido mais 50 µL de água miliQ;.Foi colocado 500 µL de 

fenol:clorofórmio [1:1] e agitou-se no agitador vortex por 1min. Centrifugou-se os tubos 

em velocidade máxima por 5min em temperatura ambiente. Foi feita a coleta da fase aquosa 

superior e transferida para um novo tubo. Adicionou-se 2,5 volumes de etanol 100%, sendo 

incubado a temperatura ambiente por 5 min e então centrifugado a 16.000 G por 15 min a 

4 °C. O pellet foi lavado uma vez com etanol 70% foi para secagem no speed vacum por 

10 min foi ressuspenso em 200µL de TE. O DNA genômico foi armazenado a 4 °C até 

utilização. 

http://www.blast.ncbi.nlm.nih.gov/blast.cgi
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4.3. Amplificação por PCR do gene PAS. 

 

Compiladas as informações genômicas da levedura K. pastoris, foram 

construídos oligonucleotídeos iniciadores para amplificação do gene PAS nessa levedura. 

O transportador PAS foi amplificado usando a reação em cadeia de polimerase 

PCR, tendo DNA genômico de K. pastoris como molde e os oligonucleotídeos iniciadores 

PAS_R (5’ ATCGAATTCTTACTTATTTCCTTCAAAGC 3’) e PAS_F (5’ 

TTCGCGGCCGCATGTCGCATTCAATCC3’), sintetizados pela IDT DNA. A 

temperatura de anelamento dos oligonucleotídeo iniciadors foi de 51ºC seguindo o 

protocolo de PCR. 

Após amplificação, a PCR foi purificada pelo Kit QIAquick PCR purification 

(QIAGEN®). A purificação do produto de PCR foi analisada em gel de agarose 0,8%. 

 

4.4. Ligação de fragmentos de DNA (vetor-inserto) 

 

A ligação foi feita de acordo com o protocolo de ligação do fabricante da 

enzima T4 DNA ligase (Invitrogen®),  mantida a 16 oC por 16 horas. Após este período, 

foi colocada no freezer -12 oC até a transformação em E. coli. 

 

4.5.  Preparação de células bacterianas competentes para eletroporação 

(MgCl2) (Adaptado de SAMBROOK et al., 1989). 

 

Foi preparado um pré inóculo com E. coli DH5α em 5 mL de meio LB líquido, 

sob agitação de 200 RPM em agitador orbital de frascos a 37 °C por 16 horas. Foi 

adicionado MgCl2 a 500 mL de meio SOB e 1 mL do pré-inóculo aos 500 mL desse meio, 

mantida a agitação e temperatura . A densidade ótica foi aferida com espectrofotômetro a 

600nm de comprimento de onda (OD600) até atingir a densidade de 0,5. A cultura foi 

colocada em gelo por 30 minutos para cessar o crescimento celular, e logo após as células 

foram coletadas por centrifugação a 6,100 x g por 20 minutos a 4 °C. O sobrenadante foi 
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descartado e as células ressuspendidas em 500 mL de glicerol 10% gelado, para retirada de 

todo o resíduo do meio SOB. Os frascos foram centrifugados a 6,100 x g por 20 minutos a 

4 °C e, novamente as células foram ressuspendidas em 30 mL de glicerol gelado para cada 

500 mL de inóculo inicial. Após centrifugação a 6,100 x g por 20 minutos a 4 °C, as células 

foram ressuspendidas em 5 mL de glicerol 10 % gelado e foram feitas alíquotas em tubos 

de micro centrífuga de 1,5 mL no volume de 50 μL cada. Imediatamente após, as células 

foram congeladas em nitrogênio líquido e armazenadas em freezer -80 °C.  

 

4.6. Transformação de células bacterianas com pPICK-pgk+PAS 

 

Os plasmídeos construídos com pPICK-pgk+PAS foram replicados em células 

de E. coli após a reação de ligação dos insertos com vetores. Foram utilizados 100 µL de 

células ultra competentes de E. coli cepa DH5α congeladas a -80 °C em tubos de 1,5 mL, 

que foram descongeladas por 10 minutos em banho de gelo.Após o descongelamento, 

foram misturados às células 10 µL de DNA plasmidial das construções. O tubo contendo 

células e DNA foi incubado por 30 minutos em geloe imediatamente incubadas em banho 

de água à 42 °C por 90 segundos e então recolocadas imediatamente em banho de gelo por 

2 minutos. Foram adicionados 900 µL de meio SOC e as células foram incubadas a 37 °C 

por 1 hora. Após o período de incubação 200 µL de células foram plaqueadas em meio 

SOC ágar seletivo contendo ampicilina (100 µL/mL). As placas foram colocadas invertidas 

em incubadora à 37 °C por 24 horas. O restante de células foi repassado a um tubo 

criogênico, misturado com glicerol até concentração final de 15% e armazenado à -80 °C 

indefinidamente. Todos os processos descritos foram feitos com materiais estéreis e em 

ambiente asséptico e estéril.  

 

4.7.  Preparo de DNA em larga escala  

 

A partir de um pré inóculo, inoculou-se 250 ml de meio LB em um frasco 

Erlenmeyer de 1L contendo ampicilina com a construção descrita no item 4.6 deste estudo;. 

As amostras foram incubadas a 37 oC sob agitação (100-150rpm), onde coletou-se as 

células por centrifugação a 4000g por 10 min a 4 oC. As células foram ressuspendidas em 
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10 ml de STE gelado, centrifugadas mais uma vez nas mesmas condições, descartando o 

sobrenadante, enquanto o sedimento foi ressuspendido em 5ml de Solução I gelada. 

Adicionou-se 10ml de Solução II (a ser preparada no momento de uso), misturando bem, 

invertendo cautelosamente o tubo, várias vezes, incubando à temperatura ambiente de 5 a 

10 min. Passado o tempo, adicionou-se 7,5ml  de Solução III gelada, agitou-se 

cautelosamente para misturar bem e incubou-se o frasco no gelo por 10min. Nesta etapa 

pode ser visualizado um precipitado branco floculado contendo DNA cromossomal. O 

frasco foi centrifugado a 12000g/15min/4oC e o sobrenadante transferido para um novo 

tubo. Quando o verificado que o pellet não estava firme, o sobrenadante foi filtrado em 

peneirinha ou gaze. Adicionou-se 1/2 volume de isopropanol, foi misturado e incubado a 

temperatura ambiente por 10min. Passado o tempo, foi centrifugado a 12000g/10min à 

temperatura ambiente, lavou-se uma vez com etanol 70% e o sedimento foi seco. O 

precipitado foi ressuspendido em 500µL de TE e adicionar RNAse [20µg/ml] (DNAse 

FREE). A solução foi transferida para um tubo Eppendorff e incubado à temperatura 

ambiente por 30min. Foi feita uma limpeza da solução uma vez em fenol, 1 vez com 

clorofane e uma vez com clorofil, reservando reservar o sobrenadante a cada etapa para 

uso na seguinte, o volume de cada reagente desta etapa é de 0,7 V da amostra. Transferiu-

se a fase aquosa para um novo tubo Eppendorff, onde foi adicionado 100µL de acetato de 

amônio 10-7,5M. Adicionou-se 2 volumes de etanol 100% e o tubo foi incubado por 30 

min à temperatura ambiente, posteriormente centrifugado a 12000 g/10min/4oC. Foi 

removido o sobrenadante o máximo possível, lavado o sedimento por duas vezes com 

etanol 70%, seco e dissolvido em 50µl de H2O MiliQ®. 

 

4.8.  Protocolo para ensaio de transportador utilizando lactato marcado 

com C14 (Adaptado de PAIVA; KRUCKEBERG; CASAL, 2002) 

   

Foi feito o crescimento das cepas GS115 e GS115+PAS até o início da fase 

exponencial em YNB com 10g/L de glicose; centrifugou-se as células a 1400 G, 

adicionando posteriorme 25mL de água destilada gelada (3°C); as etapas 2 e 3 são repetidas 

3 vezes; centrifugou-se as células a 1400 G, para precipitação do conteúdo celular; as 

células foram ressuspendidas em 300mL de YNB com adição de 0,5% (p.V) de lactato; 

incubou-se por 4h a 30°C sob agitação de 150-200g; após incubação, foi repetido as etapas 



46 

 

2 e 3 por mais 3 vezes; centrifugou-se as células a 1400 G, para precipitação  do conteúdo 

celular; as células foram ressuspendidas em 1mL de Solução I (KH2PO4 [0,1M] pH 5,0) o 

objetivo nesta etapa é ter a maior concentração de células possível. Sempre que 

ressuspendido o conteúdo foi passado para o outro tubo Eppendorf, para que no final todo 

o conteúdo de células seja consolidado em apenas um tubo. Foram preparados tubos de 

fundo cônico de 15mL com 1mL de células, e adicionada a Solução I nas proporções 

descritas na Tabela 4. 

 

Tabela 4 – Proporções de volume de preparo celular e solução 1 para ensaio de lactato marcado com carbono 

radioativo. 

Volume de 

células 

Solução 1 

10 µL 30 µL 

20 µL 20 µL 

40 µL 0 µL 

  

   

Após as etapas descritas anteriormente, as células foram mantidas em 

temperatura ambiente, e em seguida colocadas em tubos de fundo cônico de 15mL que 

podem ser utilizados em agitador vortex para manter a suspenção durante a aplicação nos 

tubos com lactato; as reações no final foram compostas de 40uL de célula (nas diferentes 

diluições) adicionado de 10uL de solução com lactato marcado (1ul do lactato marcado 

com C14+ 9uL do lactato não marcado em diferentes diluições) totalizando 50uL final; o 

lactato não marcado foi preparado em concentrações de modo que ficasse nas 

concentrações de 0mM, 1mM e 4mM; foi feito mix para cada uma dessas diluições de 

lactato marcado e com lactato não marcado e distribuído em tubos Eppendorff de 1,5mL 

com 10 uL da solução cada; foram preparados os tubos de cintilação com cada um contendo 

3mL de líquido de cintilação. Cada um destes tubos recebeu no final uma membrana de 

cada internalização que durou 10s. A Figura 18 descreve as etapas do experimento de 

transporte. 

Após preparação do ensaio, o filtro contendo as células do ensaio da Figura 18 

foram colocados em tubos de cintilação, contendo o líquido de cintilação apresentando as 

proporções descritas na Tabela 5. Posteriormente o material foi colocado em Cintilógrafo 

para acompanhar a taxa de adsorção. 
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Figura 18 – Esquema do ensaio com lactato marcado com carbono radioativo C14. 

 

  

Tabela 5 – Disposição dos tubos para ensaios no cintilógrafo. 

TUBOS 
CONCENTRAÇÃODE 

LACTATO FRIO 

DILUIÇÃO DE CÉLULAS 

µL CÉLULA: µL SOLUÇÃO 1 

1;2;3 0mM 10:30 

4;5;6 1mM 10:30 

7;8;9 4mM 10:30 

10;11;12 0mM 20:20 

13;14;15 1mM 20:20 

16;17;18 4mM 20:20 

19;20;21 0mM 40:00 

22;23;24 1mM 40:00 

25;26;27 4mM 40:00 

28;292 apenas 1uL de lactato c14  (controle) 

 

 

 

2 Tubos 28 e 29 correspondem ao controle, onde indicarão a concentração máxima de lactato 

pode ser lido pelo equipamento. 
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4.9.  Transformação em K. pastoris (SCORER et al., 1994), 

 

Cepas de GS115 foram colocadas em 5 mL de YPD, contido em um 

Erlenmayer de 125 mL, durante 16horas a 30°C. Inoculou-se 0,1 a 0,5 mL do preinóculo 

em 50 mL de meio YPD. Foi colocado em crescimento até uma OD600 de 1,3-1,5. 

Centrifugou-se as células a 1500 G por 5 minutos (correspondente a 5000 rpm) a 4 °C e 

ressuspendeu-se as células em 50mL de água miliQ gelada estéril. Centrifugou-se as 

células a 1500 G por 5minutos (5000rpm) a 4 °C, que foram ressuspendidas em 25 mL de 

água gelada. Centrifugou-se como na etapa anterior e ressuspendeu-se em 2 mL de sorbitol 

1M a 4 °C estéril. Foi misturado 80 µL de células competentes com 5 a 10ug de DNA, 

adicionou-se 320 µL de sorbitol 1M e transferiu-se as células para uma cubeta de 

eletroporação de 0,2cm. Foi feita incubação por 5min em gelo e posteriormente a 

eletroporação com os seguintes parâmetros: 1500 V; 400 Ω e 25 µF. Imediatamente após 

o choque, foi adicionado 1 mL de sorbitol 1M gelado à cubeta e a suspensão foi transferida 

para um tubo de micro centrífuga estéril de 1,5 mL. As células foram incubadas a 30° C 

por 2 horas para recuperação. As cepas transformadas de GS115 foram plaqueadas em 

YNB (sem aminoácidos) com glicose 2% e incubadas nas mesmas condições. 
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5. Resultados e Discussão 

 

Estudos com K. pastoris  para produção de ácido lático sempre visaram a 

superexpressão do gene lactato desidrogenase (SAITOH et al., 2005) e deleção de genes 

de piruvato descarboxilase e álcool desidrogenase (TOKUHIRO; ISHIDA; NAGAMORI, 

2009), obtendo, níveis de produtividade acima de  

1g/L/h . Para desenvolver um processo de menor custo e maior produtividade, a levedura 

do gênero Komagataella, conhecida pela capacidade de utilizar uma fonte de carbono 

barata, o glicerol, apresenta como uma de suas principais características os altos níveis de 

crescimento celular (130g/L) e de expressão de genes recombinantes (BAUMANN et al., 

2011).  O transportador PAS foi clonado em pPIC-PGK, com a presença do gene? PAS 

confirmada por PCR, como visto na Figura 19. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 19 -Confirmação da presença do transportador PAS o gel corresponde a uma eluição da banda para confirmação 

por sequenciamento.  

Os protocolos de manipulação da levedura já se encontram bem definidos 

(MACAULEY-PATRICK et al., 2005), o que facilitou o processo de transformação das 

leveduras. De posse das leveduras transformadas e modificadas os ensaios de transporte 

foram definidos 

1KBplus          PAS      

PGK 
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Os resultados dos ensaios de adsorção são apresentados naFigura 20. O ensaio 

com lactato marcado radioativamente se mostrou uma ferramenta eficiente para obtenção 

das informações relativas à capacidade de transporte das cepas modificadas. 

 

 

 

Figura 20 - Gráfico do ensaio de transporte com o transportador PAS demonstrando um aumento de transporte de L-

ácido lático. O ensaio realizado com lactato marcado e detecção por cintilografia. A normalização foi feita d pelo cálculo 

de peso seco (DW).  
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7. Anexos 

7.1  Anexo 1 – Relatório Descritivo de Patente (BR10201602019) 

 

LEVEDURA RECOMBINANTE DA ESPÉCIE Hansenula polymorpha PARA A 

PRODUÇÃO DE GRANDES CADEIAS DE ÁCIDO HIALURÔNICO 

 

CAMPO TÉCNICO DA INVENÇÃO 

 

[001] O presente pedido de patente de invenção se situa no 

campo técnico da biotecnologia. Trata-se do desenvolvimento 

de linhagens recombinantes da levedura Hansenula polymorpha 

para a superprodução de ácido hialurônico, um biopolímero de 

elevado valor agregado formado pelo ácido glicurônico e a N-

acetilglicosamina, a partir de sacarose ou glicerol como fonte 

de carbono. Esse composto forma um fluido que apresenta 

propriedades reológicas como viscosidade e elasticidade, que 

se deve às características físico-químicas das cadeias 

poliméricas que o constituem, conferindo características de 

fluido não newtoniano. É naturalmente encontrado no líquido 

sinovial, humor vítreo e no tecido conjuntivo de diversos 

organismos, e é uma importante glicosaminoglicana (GAG) com 

função fundamental para a manutenção das articulações, 

podendo, dessa forma, ter aplicações médico-farmacêutica e 

cosmética. 
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7.2  Anexo 2 – Relatório Descritivo de Patente (BR10201602018) 

 

Levedura recombinante da espécie Kluyveromyces 

lactis para a produção de grandes cadeias de ácido 

hialurônico 

CAMPO TÉCNICO DA INVENÇÃO 

[001] A presente invenção trata da construção de uma 

levedura recombinante através do uso de técnicas de engenharia 

genética, que pertence ao campo da Biotecnologia pela 

utilização de um processo biológico na solução de problemas 

técnicos. Mais precisamente, refere-se à construção de uma 

cepa recombinante da levedura Kluyveromyces lactis para a 

produção do polímero de alto valor e peso molecular e 

largamente utilizado na indústria médico-farmacêutica, o 

ácido hialurônico.  
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7.3  Anexo 3  
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7.4  Anexo 4 - Relatório Descritivo de Patente (BR10201500745) 

 

LEVEDURA RECOMBINANTE ASSOCIADA A TRANSPORTADORES DE 

LACTATO PARA PRODUÇÃO DE ÁCIDO LÁTICO UTILIZANDO GLICEROL 

BRUTO COMO FONTE DE CARBONO 

CAMPO TÉCNICO DA INVENÇÃO 

[001] O presente pedido de patente de invenção está 

relacionado ao campo da Biotecnologia, que é a utilização de 

produtos ou processos biológicos na solução de problemas 

técnicos. Mais especificamente, trata-se de um processo 

biotecnológico de geração de um insumo, L-ácido lático, 

através do consumo de glicerol provindo da produção de 

biodiesel, para a produção de poli-ácido-lático (PLA), 

mediante a utilização de engenharia genética de leveduras.  
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7.5  Anexo 5 
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