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RESUMO 

INTRODUÇÃO: A tecnologia de proteínas recombinantes é aplicada em diversas áreas, e 

oferece produção consistente, alta pureza e personalização, com vantagens significativas 

sobre fontes naturais. OBJETIVO: Este estudo tem como objetivo avaliar o impacto da 

suplementação de sorbitol na produtividade da proteína activina A. MATERIAIS E 

MÉTODOS: Foi utilizada uma cepa recombinante de Komagataella phaffii para expressar a 

proteína activina A sob o controle do promotor AOX1. As células foram pré-cultivadas em 

meio YPD e transferidas para meio BSM. Durante a fase de indução, sorbitol (25; 50; 75 e 

100 g/L) foi adicionado entre induções com metanol. A presença da activina A foi confirmada 

por meio de eletroforese em gel de poliacrilamida e coloração por prata. Além disso, a 

proteína foi quantificada utilizando o método de Bradford. RESULTADOS: Os resultados 

demonstraram que o sorbitol aumentou a expressão da proteína Activina A em até 44%. 

CONCLUSÃO: O sorbitol emerge como um candidato promissor para aprimorar a expressão 

de proteínas recombinantes em K. phaffii.  
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INTRODUÇÃO 

A biotecnologia é crucial para avanços em medicina, terapia gênica e diagnósticos, com as 

proteínas recombinantes (PR) desempenhando papel central. A produção de PR pode ser feita 

em larga escala com qualidade e eficácia consistentes, além de facilitar a purificação, 

reduzindo impurezas e efeitos colaterais, quando comparados a purificações a partir de fontes 

naturais (Tripathi e Shrivastava, 2019; Jefferis, 2021; Pollet et al., 2021; Garcia Garcia et al., 

2023). 



 
Microrganismos como a levedura Komagataella phaffi são frequentemente usados como 

hospedeiros por seu crescimento rápido e alto rendimento de proteínas (Gündüz Ergün et al., 

2019; Huertas e Michán, 2019). O promotor AOX1 da K. phaffi, ativado por metanol, é 

essencial para a expressão de PR. complexas (Yang et al., 2018; Türkanoğlu Özçelik et al., 

2019). Entretanto, o uso de metanol pode apresentar desafios, tornando a otimização das 

condições de cultivo fundamental (Heistinger et al., 2020; Bustos et al., 2022). Uma 

estratégia promissora é o uso de co-substratos como o sorbitol, que não reprime o promotor 

AOX1 e reduz o consumo de oxigênio e a produção de calor, mantendo ou aumentando a 

produtividade proteica (Azadi et al., 2017, 2018; Chen et al., 2018; Wang et al., 2019; Liu et 

al., 2022, 2023). Isso ocorre porque o sorbitol, sendo um poliol, é metabolizado mais 

lentamente e gera menos calor durante a combustão do que o metanol (Chen et al., 2018). 

No entanto, cada PR apresenta desafios específicos em relação à expressão, tornando crucial o 

desenvolvimento de estratégias personalizadas de bioprocessamento (Contesini et al., 2020; 

Gordeeva et al., 2022; Besleaga et al., 2023).  

Neste contexto, este estudo concentrou-se em avaliar a expressão da activina A (actA),  

membro da família TGF-β (Fator de crescimento transformante beta), que desencadeia uma 

série de eventos biológicos fundamentais, incluindo regulação do ciclo celular, diferenciação 

celular e regeneração tecidual (Bloise et al., 2019). Foram investigados os efeitos de 

diferentes concentrações (25, 50, 75 e 100 g/L) de sorbitol sobre a produção da actA, 

escolhida por suas diversas funções biológicas e aplicações terapêuticas. 

METODOLOGIA 

 
Figura 1- Procedimentos do experimento. Fonte: Elaborado pelos autores (2024). 



 
Cultivo das células de K. phaffii transformadas: O procedimento de cultivo e fermentação 

segue o protocolo “EasySelect™Pichia Expression Kit” com modificações (Figura 1). Os 

clones (cAct) capazes de expressar a proteína, de propriedade da Proteobras Desenvolvimento 

Biotecnológico Ltda., foram fornecidos em parceria pela empresa. O meio sólido YPD 

(extrato de levedura 1%, peptona 2%, dextrose 2% e ágar 3%) esterilizado em autoclave foi 

vertido em placas de Petri (20 mL). Após solidificado o meio, este foi estriado com 20 μL do 

cAct por placa, essas foram incubadas em estufa a 30ºC por 48 horas.  

Fermentação e expressão da actA: O meio líquido BSM (basal salts medium) foi esterilizado 

em autoclave e, após o resfriamento, foi realizada a transferência dos cAct do YPD para BSM 

(5 placas para 300 mL), suplementado com de solução de minerais traços (PTM1, 4,35 

mL/L). Os cAct foram cultivados sob agitação a 250xg e 30°C por 48 horas. Após isso foi 

iniciada a indução a cada 12 horas com adição de metanol (0,5%) e PTM1 (12 mL por litro de 

metanol), bem como sorbitol, 0; 25; 50; 75 e 100 g/L, para os grupos 1, 2, 3, 4 e 5, 

respectivamente, uma vez ao dia entre as induções. Todo o processo da adição de soluções foi 

realizado em capela de fluxo laminar com materiais esterilizados com álcool 70% e luz 

ultravioleta (20 minutos). Ao final do processo, o fermentado foi submetido à centrifugação 

por 20 minutos à 4.000xg para separação das células e, ao final do ciclo, retirou-se o 

sobrenadante, que foi transferido para filtros de ultracentrifugação (Amicon®) de 3 kDa, para 

concentração e diálise com tampão fosfato de sódio 0,1 M pH 7,0.  

Análises: O material foi submetido à eletroforese em gel de poliacrilamida (SDS-PAGE) na 

concentração de 12,5%, para identificação da actA  por comparação de seu fator de migração 

com os de proteínas padrão de massas conhecidas.  A quantificação do conteúdo proteico foi 

realizada pelo método de Bradford, baseado na ligação do corante coomassie brilliant blue 

(G-250), à proteína, e na comparação desta ligação com uma curva padrão gerada pela reação 

de quantidades conhecidas da proteína padrão, albumina sérica bovina (Bradford, 1976). O 

experimento foi realizado em duplicata, a fim de se obter valores médios de maior precisão. 

RESULTADOS E DISCUSSÃO 

A adição de Sorbitol na co-alimentação com metanol em K. Phaffii apresenta ação positiva na 

expressão de ActA. Neste a estratégia desenvolvida focou na otimização da expressão da act 



 
A. Foi feita a adição de sorbitol nas concentrações de 25, 50, 75 e 100 (g/L) e observado o 

aumento substancial da expressão da ActA, em (aproximadamente) 21; 25; 34 e 44%, 

respectivamente (figura 2). 

 
Figura 2- Produção de activina A (µg/µL) com a suplementação de diferentes concentrações de sorbitol 

(0-controle; 25; 50; 75 e 100 g/L) durante o período de indução. Os grupos que receberam 25 e 50 g/L não 
apresentaram diferença estatisticamente significativa (p<0,05%). Fonte: Elaborado pelos autores (2024). 

A concentração com maior expressão em relação ao controle foi a de 100 g/L (44%), mas o 

25 g/L teve custo-benefício notável, visto que gerou aumento de 21%, enquanto o de 100 g/L, 

que utiliza 4 vezes mais sorbitol, proporcionou pouco mais que o dobro disso.  

A melhora do processo com a utilização do sorbitol revela que os problemas envolvendo a 

oxidação do metanol podem ser atenuados, potencializando a produção de actA recombinante. 

No entanto, apesar de seguir a tendência de otimização da produção, a melhora obtida pode 

diferir das descobertas em outros estudos, assim como a concentração ótima de sorbitol.  

Alguns estudos anteriores, como o de Azadi e colaboradores (2017), demonstraram resultados 

mais significativos na produção de PR com 60 g/L de sorbitol, atingindo aumento de 99,4%. 

Já o estudo da equipe de Chen (2017) alcançou aumento de 80,9% na produção do precursor 

de insulina suína utilizando 50 g/L de sorbitol. Na estratégia de alimentação mista relatada por 

Celik e colaboradores (2009), utilizando 50 g/L de sorbitol, houve aumento de 62,5% na 

produção de rhGH (hormônio de crescimento humano recombinante) com alimentação 

constante de sorbitol/metanol na fase de indução. Outros estudos já alcançaram taxas 

melhores utilizando concentrações mais baixas, como o de Li colaboradores (2013) que 



 
alcançou aumento de 101% na produção de β-galactosidase derivada de metagenoma 

utilizando 20 g/L de sorbitol.  

Essa variação se dá por diversos fatores, como variações de clones, linhagens e características 

da proteína de interesse (Contesini et al., 2020; Gordeeva et al., 2022; Offei et al., 2022). 

Bem como as estratégias de co-alimentação, incluindo o momento da adição de sorbitol, 

também podem afetar significativamente os resultados (García Ortega et al., 2019; Brabander 

et al., 2023). Essa variação de estratégias ocorre, em parte, pois a descrição detalhada sobre a 

alimentação de sorbitol na fermentação é escassa na literatura. 

Além disso, o equipamento de cultivo desempenha papel crucial. Biorreatores e frascos 

oferecem diferentes níveis de controle sobre as condições do ambiente, o que pode afetar a 

resposta ao sorbitol. Biorreatores fornecem ambiente mais controlado, enquanto os 

experimentos em frascos podem ser mais sensíveis às variações nas condições ambientais. A 

maior parte da literatura disponível é voltada ao uso de biorreatores, entre os estudos citados 

anteriormente, por exemplo, apenas o de Li e colaboradores (2013) detalha a co-alimentação 

na fermentação em frascos. Compreender essas variações e adequar o experimento a elas é 

essencial para maximizar a produtividade do sistema de expressão de proteína e garantir a 

qualidade do produto final. 

CONSIDERAÇÕES FINAIS 

O uso de sorbitol mostra-se uma estratégia eficaz na produção de actA recombinante, sendo a 

otimização das condições de cultivo com sorbitol uma abordagem promissora. Para a 

produção de actA todas as concentrações de sorbitol utilizadas (25; 50; 75 e 100 g/L) 

melhoram a produção em comparação com o controle, sendo que a concentração com maior 

otimização da produção foi a de 100 g/L, em 44%. 

Os dados obtidos destacam a importância de realizar experimentos de otimização para 

garantir a maximização da produtividade, tornando estudos relacionados a actA mais viáveis. 
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