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RESUMO

Este relatdrio descreve as atividades desenvolvidas durante o estagio
supervisionado no setor de Pesquisa e Desenvolvimento da ARK P&D em Biologia
Molecular S.A, com sede localizada em Sao Paulo. O objetivo principal foi a expressao
de uma proteina extracelular recombinante, utilizando uma linhagem de levedura
geneticamente modificada em processo de fermentacao de precisao. Foram
realizadas etapas de preparo de meios e solu¢des, manuten¢do de microrganismos,
transformacao genética de bactérias competentes e leveduras, extracdo plasmidial
(miniprep), cultivo em biorreator de bancada e andlises de consumo de substratos
(glicerol e metanol) por HPLC e expressao proteica por SDS-PAGE. Os resultados
mostraram crescimento celular adequado com massa seca maxima de 6,5 g/L,
porém o consumo de glicerol foi incompleto, com concentracdes residuais de
aproximadamente 16 g/L ao final do cultivo, indicando que a fase de indu¢ao com
metanol foi iniciada antes do esgotamento do substrato. A proteina recombinante foi
detectada por SDS-PAGE como uma banda adicional de aproximadamente 66 kDa em
amostras induzidas, embora em baixa intensidade. O estagio contribuiu
significativamente para a formacdo profissional, consolidando conhecimentos em

biologia molecular, fermentacdo e analises bioquimicas.

Palavras-chave: Fermentagdo de precisdo,; expresséo de proteinas; HPLC; SDS-PAGE.



1. JUSTIFICATIVA

A realizacdo do estagio supervisionado na ARK P&D em Biologia Molecular S.A..
foi motivada pela necessidade de aplicar os conhecimentos tedricos adquiridos no
curso de Quimica Tecnoldgica da UFSC em um ambiente de inovacao biotecnoldgica.
A empresa atua no desenvolvimento de plataformas de expressdao de proteinas
recombinantes de alto valor agregado, utilizando leveduras geneticamente

modificadas para esse fim.

Durante o estagio, participei de todas as etapas do processo produtivo, desde a
preparac¢ao de meios de cultivo e solu¢des, manutencdo de linhagens e transformacao
genética até a fermentacdo em biorreator e as analises do produto por cromatografia
liquida e eletroforese. A escolha do tema justifica-se pela crescente demanda por
proteinas recombinantes (enzimas, horménios e anticorpos) obtidas por fermentacao
de precisdo, tecnologia que substitui métodos de extracdo tradicionais e reduz o
impacto ambiental. Além disso, o estagio permitiu integrar conhecimentos de quimica
analitica, bioquimica e engenharia de bioprocessos, areas essenciais para o

profissional que atua no setor de Pesquisa e Desenvolvimento (P&D).

As atividades foram realizadas sob a supervisdo da Dra. Marilia Marques
Knychala, com acompanhamento académico da Profa. Dra. Tatiane de Andrade

Maranhado, totalizando 540 horas de estagio.

2. APRESENTACAO DO LOCAL DE ESTAGIO

O estagio foi realizado na ARK P&D em Biologia Molecular S.A., com sede
localizada na Rua Prof. Artur Ramos, n° 183, Jardim Paulistano, Sao Paulo - SP, CEP
01454-905 (CNPJ 39.428.022/0001-92). As pesquisas foram desenvolvidas em parceria
com a UFSC, nos laboratérios LBMBL (Laboratério de Biologia Molecular e
Biotecnologia de Leveduras), localizado no Departamento de Bioquimica, no Centro

de Ciéncias Bioldgicas, e LiEB (Laboratério de Engenharia Bioldgica), localizado no



Departamento de Engenharia Quimica e de Alimentos, no Centro Tecnoldgico, ambos
situados no bairro Cérrego Grande, em Florianépolis - SC.

A empresa € dedicada a pesquisa, ao desenvolvimento e a produ¢do de insumos
biotecnoldgicos, com énfase em proteinas recombinantes destinadas as industrias

farmacéutica, alimenticia e de diagndstico.

Os laboratérios nos quais atuei sdo equipados com cabines de fluxo laminar
Classe II, biorreator de bancada Bioflo 115 (New Brunswick) (LiEB), agitadores orbitais
com controle de temperatura, centrifugas refrigeradas (Eppendorf 5804R) (LBMBL),
espectrofotdmetro (Shimadzu UV-1800) (LBMBL), sistema de HPLC (Shimadzu
LC-2050C com detector RID-20A e coluna HPX-87H), cuba de eletroforese vertical (Bio-

Rad), termociclador, freezer a —80 °C e autoclave.

Toda a equipe recebeu treinamento em boas praticas laboratoriais, descarte de
residuos e procedimentos para o trabalho com organismos geneticamente

modificados, classificados no Nivel de Biosseguranga 2 (NB-2).

3. REVISAO DA LITERATURA REFERENTE AO TRABALHO DESENVOLVIDO

Este relatdrio descreve atividades desenvolvidas em parceria com a ARK P&D
em Biologia Molecular S.A., em conformidade com um acordo de confidencialidade
firmado entre as partes. Por esse motivo, a identificacdo exata da linhagem de
levedura, do vetor de expressdo, do plasmideo e da proteina recombinante alvo foi
intencionalmente omitida ou generalizada ao longo do texto. Essas omissdes nao
constituem falhas na apresentacdo do trabalho, mas sim requisitos contratuais de
sigilo industrial, sendo as informacdes técnico-cientificas preservadas em seu
conteudo essencial.

3.1 Fundamentos de engenharia genética para expressao heteréloga
A engenharia genética é o conjunto de técnicas que permite a manipulagao

direta do material genético de um organismo, com o objetivo de modificar suas



caracteristicas ou introduzir novas funcionalidades. No centro desse processo esta
o DNA (acido desoxirribonucleico), molécula que contém as instru¢des para a sintese
de proteinas e para o funcionamento celular. O DNA é organizado em unidades
funcionais chamadas genes, que codificam proteinas especificas.

Para transferir um gene de um organismo para outro, utiliza-se um vetor,
geralmente um plasmideo- uma molécula de DNA circular, pequena e
extracromossOmica, naturalmente encontrada em bactérias, que pode ser
manipulada para carregar genes de interesse. Os plasmideos sdao ferramentas
versateis porque se replicam independentemente do DNA cromossémico e podem ser
facilmente introduzidos em células hospedeiras por processos como
a transformacdo (captacao de DNA livre do ambiente) ou eletroporagao (uso de pulsos
elétricos para permeabilizar a membrana celular).

A expressao heteréloga ocorre quando um gene de uma espécie é inserido em
um organismo de outra espécie (o hospedeiro), que passa a produzir a proteina
correspondente. Para que isso ocorra, o gene de interesse é colocado sob o controle
de um promotor - uma sequéncia regulatdria que ativa a transcricdo do gene em
resposta a um estimulo especifico (como a presenca de um indutor quimico). O
processo de transcricdo gera uma molécula de RNA mensageiro (mRNA), que é
traduzida pelos ribossomos para produzir a proteina alvo.

A recombinacdo homdloga é o mecanismo pelo qual o DNA exégeno (como um
plasmideo linearizado) se integra ao genoma do hospedeiro. Esse processo ocorre
quando ha regides de DNA com sequéncias idénticas (homdlogas) entre o vetor e o
genoma; durante a recombinacdo, as sequéncias homadlogas se alinham e ocorre a
troca de material genético, resultando na insercdo estavel do gene de interesse no
cromossomo da célula hospedeira. Essa integracdo garante que a caracteristica seja
herdada pelas gerac¢bes seguintes, ao contrario de plasmideos episomais, que podem

ser perdidos.
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Esses conceitos sdo fundamentais para compreender as etapas de
transformacao genética descritas neste trabalho, bem como a construc¢do da linhagem

recombinante utilizada nas fermentacdes

3.2 Sistemas de expressao heterdloga em leveduras metilotréficas

Leveduras metilotréficas constituem uma plataforma consolidada para a
producdo heteréloga de proteinas recombinantes, sendo amplamente empregadas
em processos biotecnolégicos industriais. Esses microrganismos sao capazes de
utilizar metanol como unica fonte de carbono e energia gracas a presenca de enzimas
especificas da via metabdlica do metanol, como a alcool oxidase e a di-hidroxiacetona
sintase. O sistema de expressao baseia-se em um promotor fortemente induzivel por
metanol, que viabiliza elevados niveis de transcri¢cao génica e a secrecao da proteina
de interesse para o meio extracelular, simplificando significativamente as etapas
posteriores de purificagdo’2

A linhagem utilizada no presente trabalho é uma cepa selvagem prototrofica,
ou seja, ndo apresenta exigéncias nutricionais especificas, sendo transformada com
vetores de expressao portadores de marcadores de selecdo dominantes, dispensando
a suplementacdo do meio com nutrientes complexos para a manutencdo da
construcdo genética. A elevada capacidade de secrecao e a possibilidade de cultivo em
altas densidades celulares tornam esse sistema particularmente atrativo para a
producado de proteinas de alto valor agregado nas industrias farmacéutica, alimenticia

e de diagnéstico’.
3.3 Fermentacao de precisao

A fermentacdo de precisdo emprega microrganismos recombinantes -
organismos que recebem, por engenharia genética, genes heterdlogos que lhes
conferem a capacidade de produzir moléculas especificas (proteinas, lipideos, acidos

organicos, entre outras) que ndo fazem parte de seu metabolismo nativo. Esses
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microrganismos atuam como “fabricas celulares” e sao cultivados em condices
rigorosamente controladas para maximizar a sintese do produto de interesse.
Diferentemente da fermentacao tradicional, que visa a producdo de biomassa ou
metabdlitos primarios, a fermentacdo de precisdao € direcionada a obtencdao de
compostos de alto valor agregado, geralmente de origem ndo nativa ao hospedeiro.
O processo em biorreator envolve, tipicamente, duas fases principais: (i) uma fase de
batelada, na qual uma fonte de carbono de crescimento (como glicose, glicerol ou
outro substrato) é utilizada para a multiplicacao celular e acimulo de biomassa; e (ii)
uma fase de batelada alimentada, na qual o indutor (no caso, metanol) é adicionada
de forma controlada para ativar o promotor e desencadear a expressao de proteina
alvo®. Parametros operacionais, como pH, temperatura, oxigénio dissolvido e
agitacao/aeracdo, sao criticos para o sucesso do cultivo. O monitoramento em tempo
real desses parametros, aliado a coleta de amostras para analises, permite ajuste finos
durante o processo e garante a reprodutibilidade entre bateladas. Na Figura 1
encontra-se o esquema simplificado de um biorreator em batelada similar ao usado

no estagio.
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Figura 1: Biorreator em batelada alimentada
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Fonte: Biorender: Bioreactor Operation Mode: Fed Batch, acesso em 29 jun 2026

3.4 Andlise de substratos por cromatografia liquida de alta eficiéncia (HPLC)

A cromatografia liquida de alta eficiéncia (High Performance Liquid
Chromatography - HPLC) é uma das técnicas analiticas mais empregadas para a
separacado, identificacdo e quantificacdo de compostos em matrizes complexas, sendo
amplamente utilizada em bioprocessos para o monitoramento de substratos e
produtos metabdlicos. Sua versatilidade decorre da variedade de detectores
disponiveis, cada um com principios de deteccdo especificos que atendem a diferentes
classes de analitos.

Entre os detectores utilizados em HPLC, o detector de indice de refragao
(Refractive Index Detector - RID) destaca-se por sua capacidade de resposta universal.
Diferentemente de detectores baseados em absorcdo UV-Vis, que exigem que o
analito possua croméforos, ou detectores de fluorescéncia, que requerem

propriedades especificas de emissao de luz, o RID responde a qualquer composto que
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apresente indice de refra¢ao diferente do da fase mével. O principio de funcionamento
do RID baseia-se no fendbmeno de refracdo da luz: quando um feixe de luz atravessa
meios com indices de refra¢cdes distintos, sua trajetéria é desviada - fenbmeno
descrito pela Lei de Snell. No detector, a luz emitida por uma lampada (tipicamente de
tungsténio ou LED) passa por duas células Opticas: uma célula de referéncia,
preenchida com fase movel pura, e uma célula de amostra, por onde passa o efluente
da coluna contendo os analitos. Enquanto apenas fase movel flui, os dois caminhos
Opticos sao idénticos e o feixe de luz nao sofre desvio. Quando um analito elui da
coluna o indice de refra¢gao na célula de amostra se altera, provocando um desvio no
feixe de luz que é detectado por um fotodiodo e convertido em um sinal elétrico
proporcional a concentracdao do analito. Por essa razdo, o RID é frequentemente
denominado “detector universal”.

Apesar de sua universalidade, o RID apresenta limitacbes importantes que
devem ser consideradas no planejamento analitico. Por ser um detector que mede
uma propriedade fisica do solvente (o indice de refracao), ele é extremamente sensivel
a variacdes de temperatura, pressao e composicao da fase movel. Pequenas
flutuagbes térmicas ou gradientes de composi¢cdo podem gerar ruido significativo na
linha de base e comprometer a reprodutibilidade das analises. Por essa razao, o RID
exige eluicdo isocratica (composi¢ao constante da fase mével ao longo de toda a
corrida) e controle rigoroso da temperatura ambiente e do forno da coluna. Além
disso, sua sensibilidade é inferior a dos detectores como UV-vis, espectrometria de
massas ou de espalhamento de luz evaporativo (ELSD), sendo mais adequado para
analitos presentes em concentracfes relativamente elevadas, como é o caso de
substratos e metabdlitos em caldos de fermentacao.

No contexto de bioprocessos, o RID é amplamente empregado para a
quantificacao de carboidratos, alcoois e acidos organicos, classes de compostos que

ndao absorvem na regido do UV-Vis e, portanto, ndo sao detectaveis por métodos



14

espectrofotométricos convencionais. Diversos estudos reportam o uso de HPLC-RID
para o monitoramento de fermentacdes, incluindo determina¢do simultéanea de
glicose e metanol em meios de cultura complexos®. A técnica tem sido aplicada com
sucesso na andlise de aclcares e alcoois em caldos fermentativos®, na quantificacdo
de 4cidos organicos e alcoois em vinhaca de cana-de-aglicar’, e no monitoramento de
metabdlitos em cultivos de células de mamiferos. Sua principal vantagem nesses
contextos é a simplicidade do preparo de amostras - frequentemente limitado a
centrifugacado e filtracdo - e a possibilidade de quantificacao direta sem derivatizacao
o que reduz custos e tempo de analise.

Diante desse panorama, a escolha do HPLC-RID para o monitoramento do
consumo de glicerol e metanol no presente trabalho é justificada pela natureza dos
analitos (ambos sem cromoforos UV-Vis), pela robustez do método para matrizes de
fermentacdo e pela adequacdo da técnica a faixa de concentracdes esperadas (da
ordem de g/l). A literatura reporta condi¢cdes cromatograficas semelhantes as
empregadas neste estudo, incluindo o uso de colunas de troca ibnica e fase movel
acidificada, para a separacdo eficiente desses compostos em meios complexos®®. Zhu

et al.”

utilizaram condi¢des cromatograficas idénticas para separag¢ao e quantificacao
simultéanea de glicerol e metanol em caldos de fermentacdo de leveduras
metilotréficas. A técnica mostrou-se adequada para o acompanhamento do consumo

de substratos ao longo do cultivo.

3.5 SDS-PAGE para analise de proteinas

A eletroforese em gel de poliacrilamida na presenca de dodecil sulfato de
sodio (SDS-PAGE) é uma técnica analitica fundamental para a separacao,
caracterizacdo e estimativa da pureza de proteinas, sendo amplamente empregada
em laboratérios de bioquimica e biologia molecular desde sua introducao por Laemmli
em 1970". O principio da técnica baseia-se na combina¢do de trés elementos: um

surfactante anidnico (SDS), um agente redutor e uma matriz de poliacrilamida, que
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juntos conferem a separacdo uma relacdo direta entre a mobilidade eletroforética e a
massa molecular da proteina. Na Figura 2 encontra-se a representacdao esquematica
de um SDS-PAGE.

O dodecil sulfato de sédio (SDS) é um surfactante anibnico que se liga as
proteinas de forma proporcional a sua massa, na razao aproximada de 1,4 g de SDS
por grama de proteina. Essa ligacdo ocorre predominantemente por interacdes
hidrofébicas entre a cauda alquilica do SDS e as regides apolares da cadeia
polipeptidica, enquanto o grupo sulfato confere uma densidade de carga negativa
elevada. Esse processo, combinado ao aquecimento e a presen¢ca de um agente
redutor (como B-mercaptoetanol ou ditiotreitol), promove a desnaturacdao completa
da proteina, rompendo pontes de dissulfeto e destruindo a estrutura terciaria. Como
resultado, a carga elétrica intrinseca da proteina é mascarada, e todas as cadeias
polipeptidicas passam a ter uma rela¢do carga/massa aproximadamente constante,
de modo que a mobilidade eletroforética depende essencialmente do tamanho da

cadeia (volume hidrodinamico), que é proporcional a sua massa molecular.
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Figura 2: Esquema eletroforese em gel de SDS-PAGE
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Fonte: Biorender: Gel electrophoresis, acesso em 29 jun 2026

A separacao ocorre em um gel de poliacrilamida composto por duas camadas
com func¢des distintas. O gel de empilhamento (stacking gel), com baixa concentragao
de acrilamida (poro maiores) e pH 6,8, atua como um concentrador de amostras.
Nesse pH, a glicina do tampao de corrida encontra-se predominantemente na forma
zwitteridnica (ponto isoelétrico ~6,0), apresentando baixa mobilidade, enquanto os
ions cloreto sao altamente mdveis. Essa diferenca de mobilidade cria um gradiente de
campo elétrico que “empilha” as proteinas em uma zona extremamente estreita - um
fenébmeno conhecido como efeito isotacoforético. As proteinas concentradas migram
entdo para o gel separador (resolving gel ou main gel), que possui pH 8,8 e maior
concentracao de acrilamida (poros menores). Nesse ambiente alcalino, a glicina torna-
se totalmente ionizada e altamente movel, ultrapassando as proteinas. A separacao
efetiva ocorre por peneiramento molecular: as cadeias polipeptidicas menores

atravessam os poros da matriz com maior facilidade, enquanto as maiores encontram
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maior resisténcia e migram mais lentamente. A relacdo entre a mobilidade relativa (Rf)
das proteinas e o logaritmo de sua massa molecular é aproximadamente linear, o que
permite a estimativa do peso molecular por compara¢dao com padrdes de massa
conhecida.

ApoOs a separacdo eletroforética, as proteinas precisam ser visualizadas. O
Coomassie Brillian Blue R-250 é o corante mais utilizado para essa finalidade devido a
sua simplicidade, baixo custo e sensibilidade adequada (detec¢do na faixa de 0,1 a 1
Mg de proteina por banda). O mecanismo de ligacdo envolve interacdes eletrostaticas
entre o grupo sulfénico do corante (carga negativa) e residuos de aminoacidos basicos
(arginina, lisina e histidina), bem como interac¢des hidrofdbicas entre o anel aromatico
do corante e regides apolares da proteina. O complexo corante-proteina desloca seu
maximo de absor¢ao para 595 nm, permitindo a visualiza¢do de bandas azul-escuras
em fundo claro apds remocdo de excesso de corante com solu¢cdo de metanol/acido
acético.

No contexto de biotecnologia e da producao de proteinas recombinantes, a
SDS-PAGE é empregada em multiplas etapas do processo: desde a triagem de clones
transformantes (avaliando a presenca da proteina de interesse no sobrenadante),
passando pelo monitoramento da cinética de expressao ao longo da inducdo, até a
avaliacao da pureza das fracBes obtidas nas etapas de purificacdo. A técnica permite
detectar a presenca de proteinas contaminantes, avaliar o grau de degradacao ou
agregacdo e estimar o titulo da proteina alvo, ainda que de forma semiquantitativa.
Sua simplicidade e reprodutibilidade tornam-na uma ferramenta indispensavel no

desenvolvimento e monitoramento de processos de expressao heterdloga.

3.6 Seguranca, boas praticas laboratoriais e gerenciamento de residuos

A manipulacdo de reagentes quimicos e agentes biolégicos em laboratérios de
biologia molecular exige a ado¢do rigorosa de medidas de seqguranca, boas praticas

laboratoriais e procedimentos adequados de descarte, uma vez que 0S riscos
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envolvidos sdao de naturezas distintas - quimicos (toxicidade, inflamabilidade,
corrosividade) e bioldgicos (infeccdo, liberacdo de organismos geneticamente
modificados no ambiente).

Todos os procedimentos envolvendo microrganismos recombinantes foram
conduzidos em cabines de fluxo laminar Classe II, cujo principio de funcionamento é
gue o ar do ambiente é aspirado por um ventilador, passa por um filtro HEPA (High
Efficiency Particulate Air), que retém particulas e microrganismos com eficiéncia
superior a 99,97% para particulas de 0,3 pm, e é soprado em um fluxo laminar - ou
seja, um fluxo de ar paralelo, uniforme e sem turbuléncias - sobre a area de trabalho.
Esse fluxo continuo de ar filtrado cria uma barreira fisica que impede que particulas e
microrganismos do ambiente entrem na zona de trabalho, mantendo a amostra
estéril.

Para as cabines de classe II, o fluxo de ar é vertical (de cima para baixo) e uma
parte do ar é recirculada apds passar pelo filtro HEPA, enquanto outra parte é exaurida
também por um filtro HEPA. Isso protege trés elementos: a amostra (ndo é
contaminada por microrganismos do ar), o operador (0 ar que sai da cabine é filtrado,
retendo agentes bioldgicos) e o ambiente (ndo ha liberacdao de microrganismos para
o laboratério)

A utilizacdo da cabine de fluxo laminar Classe II é obrigatéria para trabalhos
com organismos classificados no Nivel de Biosseguranca 2 (NB-2), categoria aplicavel
a microrganismos que apresentam risco moderado - capazes de causar doencas em
humanos, mas com tratamento disponivel e risco limitado de dissemina¢do. Em
termos praticos, o NB-2 exige, além da cabine de fluxo laminar, acesso restrito ao
laboratério, pias para lavagem de mados, superficies impermedveis e de facil
descontaminacdo, uso de jaleco de manga longa, luvas de procedimento (nitrila), e
descontaminacdo de todos os residuos biolégicos em autoclave antes do descarte. O

uso de luvas de nitrila, em particular, € uma escolha adequada para a interface entre
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0s riscos quimicos e biolégicos, pois oferece resisténcia tanto a agentes bioldgicos
quanto a solventes organicos e corrosivos.

Para a manipula¢do de reagentes quimicos, os principios aplicados sao: capela
quimica com exaustao para compostos volateis e toxicos (metanol, acrilamida, TEMED,
acidos concentrados), armazenamento adequado e fichas de dados de seguranca
(MSDS) disponiveis. Atencdo especial foi dispensada a acrilamida (neurotdxica, com
potencial de absorcdo cutanea), ao metanol (inflamavel e téxico), ao TEMED (irritante
e sensibilizante) e aos acidos concentrados (corrosivos).

O gerenciamento de residuos seguiu rigorosamente o plano de gerenciamento
do laboratério, com segrega¢do em trés fluxos principais: (i) residuos bioldgicos -
autoclavados antes do descarte; (ii) residuos quimicos organicos - segregados por
compatibilidade e encaminhados para coleta via canal de tratamento da UFSC; e (iii)
residuos aquosos ndo téxicos - neutralizados e descartados na rede de esgoto
somente apos autorizacdo. A integracao entre os protocolos de seguranca quimica e
bioldgica é essencial em laboratérios de biotecnologia, assegurando a integridade dos
experimentos, a seguranca da equipe e a responsabilidade socioambiental da

instituicao.
4.0BJETIVOS

4.1 Objetivo Geral

Desenvolver competéncias praticas em biologia molecular, cultivo microbiano
e analises bioquimicas por meio da expressao de uma proteina recombinante de
interesse em sistema heter6logo de levedura, em biorreator de bancada, com

monitoramento analitico por cromatografia liquida (HPLC) e eletroforese (SDS-PAGE).
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4.2 Objetivos especificos

Preparar meios de cultivo e solu¢bes para as etapas de propagacao

celular, inducdo da expressao e analises bioquimicas.

Realizar transformacdo genética em sistemas bacterianos e eucaridticos
com vetores de expressdao adequados para cada sistema, contendo o

gene que codifica a proteina de interesse.

Extrair DNA plasmidial (miniprep) e confirmar sua integridade por

eletroforese em gel de agarose.

Conduzir fermentacdes em biorreator de bancada, compreendendo as
fases de batelada (crescimento celular) e de batelada alimentada (indug¢ao

da expressao com metanol), em experimentos realizados em duplicata.

Monitorar o consumo da fonte de carbono de crescimento e do indutor

(metanol) por cromatografia liquida de alta eficiéncia (HPLC).

Quantificar o crescimento celular por meio de absorbancia (ODgonm) €

correlagéo CcOMm massa seca.

Analisar a expressao da proteina recombinante por eletroforese (SDS-

PAGE), com coloragao por Coomassie Blue.

Registrar os dados obtidos, organiza-los em planilhas e discutir os

resultados a luz da literatura cientifica disponivel.

5.METODOLOGIA

5.1 Reagentes e equipamentos

Todos os reagentes utilizados foram de grau analitico, provenientes de

fornecedores consagrados no mercado de insumos laboratoriais (Sigma-Aldrich,
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Merck, Invitrogen, entre outros). Os equipamentos principais empregados ao longo
do estagio incluem: Cabine de fluxo laminar CFLC 09 (Veco) e BIOPROTECTOR 09
(Veco), termociclador VeritiTM 96-Well Thermal Cycler (Applied Biosystems by
Thermo Fisher Scientific), shaker orbital TE-424 (TECNAL) e shaker orbital INNOVA®44
(NEW BRUNSWICK SCIENTIFIC), biorreator Bioflo 115 (Eppendorf), centrifuga de
microtubos  MCD-2000 (Hsiangtai), espectrofotdbmetro  UV-5100  UV-VIS
SPECTROPHOTOMETER (TECNAL), centrifuga refrigerada 5804R (Eppendorf), leitora de
pH de bancada K39-1014B (KASVI) cuba eletroforética Mini-PROTEAN (Bio-Rad), fonte

de alimentacao PowerPac (Bio-Rad), freezer -80 °C.

5.2 Preparo de meios e solu¢des

Os meios de cultivo foram preparados de acordo com protocolos estabelecidos
no laboratdrio, com composicdes ajustadas as necessidades metabdlicas de cada fase

do processo.

Para a manutencdo e propagac¢ao do hospedeiro bacteriano, foi utilizado meio
LB (Luria-Bertani) contendo extrato de levedura (5 g/L), peptona (10 g/L) e cloreto de
sodio (10 g/L), suplementando com ampicilina (100 pg/mL) como agente seletivo para
a manutencdo do plasmideo. O meio foi solidificado com agar (20 g/L) para
plagueamento e preparado em meio liquido para cultivos em frascos agitados. Nos
experimentos de transformacdo da levedura, foi utilizada zeocina (100 pg/mL) como
marcador de selecdo dominante para manutenc¢do da construcao genética integrada

ao genoma.

Para o cultivo da levedura recombinante, foram empregados diferentes meios

conforme a etapa do processo:

Meio para pré-indculo e crescimento inicial: meio complexo contendo extrato

de levedura (10 g/L), peptona (20 g/L) e fonte de carbono (glicose/dextrose a 20 g/L),
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com adi¢dao de ampicilina (1 pg/mL) para manutencao da pressao seletiva. A escolha
da ampicilina em baixa concentracdo visa prevenir contaminag¢des bacterianas sem

interferir no metabolismo da levedura.

Meio para indculo em frascos agitados: meio tamponado com fosfato de
potassio 0,1M pH 5,0, contendo extrato de levedura (10 g/L), peptona (20 g/L), fontes
de nitrogénio inorganico (sulfato de aménio - 5,17 g/L), vitaminas (biotina - 0,2 mg/L)
e glicerol (20g/L) como principal fonte de carbono, além de uma solugdo de
micronutrientes essenciais (PTM4, 4 mL/L). A biotina é adicionada como cofator
essencial para o metabolismo da levedura, uma vez que a linhagem utilizada é

prototrofica, mas a biotina é necessaria para o crescimento em meio minimo.

Meio mineral basal para a fermentacdo em biorreator: meio composto por
fontes de fésforo (acido fosférico 85% - 21,6 mL/L), potassio (K2SO4 - 27,24 g/L),
magneésio (MgS0O4-7H2,0 - 4,48 g/L), calcio (CaSO4+-2H,0 - 0,36 g/L) e outros sais
inorganicos, suplementado com solu¢do de micronutrientes PTM4 (4,35 mL/L) -
contendo sais de metais de transi¢cao (CuSO4-5H20, MnSO4-4H,0, ZnCl,, FeSO4-7H-0,
entre outros), vitaminas (biotina) e agente acidificante (H.SO4) para solubilizacdo - e
agente antiespumante (Antifoam J650 - 0,3 mL/L). A fonte de carbono (glicerol) foi
adicionada diretamente ao meio antes da esterilizacdo na concentracao inicial de 30

g/L.

Todas as solug¢des de vitaminas e micronutrientes foram preparadas em agua
ultrapura, filtradas em membranas de 0,22 pm para a esterilizacdo e armazenadas sob
refrigeracdo. Os meios complexos foram esterilizados em autoclave a 121 °C por 20
minutos, e os componentes termoldbeis (vitaminas, solu¢bes de micronutrientes e
antibiéticos) foram filtrados em membrana 0,22 pm e adicionados apés o resfriamento

do meio.
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5.3 Preparo de células competentes e transformacao bacteriana

Para a manutenc¢ao e propagacao do hospedeiro bacteriano (Escherichia coli,
linhagem DH5a - amplamente utilizada para clonagem e manutencao de plasmideos),
as células competentes foram preparadas pelo método de cloreto de calcio, utilizando
solucdo contendo CaCl, (60 mmol/L), glicerol (15%) e tampdo Pipes (acido piperazina-
N,N'-bis(2-etanossulfénico)) 10 mmol/L em pH 7,0. As células foram cultivadas em meio
LB liquido a 37 °C sob agita¢do (200 rpm) até atingir densidade dptica ODgoo = 0,4-
0,6 (fase exponencial de crescimento), condicdo na qual a parede celular esta mais
permeavel a captacdo de DNA exdgeno. Em seguida, as células foram resfriadas em
gelo por 10 minutos, centrifugadas (1600 g, 10 min, 4 °C), ressuspensas na solu¢ao de

competéncia gelada e aliquotadas (200 pL por tubo) para armazenamento a -80 °C.

A transformacdo das células bacterianas competentes foi realizada por choque
térmico: adicdo de 2 pL de DNA plasmidial (contendo o gene de interesse e marcador
de selecao zeocina), incubacdo em gelo por 5 minutos, choque térmico a 42 °C por 2
minutos, retorno ao gelo por 2 minutos, adi¢do de 500 puL de meio LB e incubacao a 37
°C com agitacao (160 rpm) por 1 hora para expressao do marcador de resisténcia. As
células foram entdo plagueadas em meio LB-agar contendo zeocina (100 pg/mL) e

incubadas a 37 °C por 16 horas.

Para o hospedeiro eucariético (levedura), as células competentes foram
preparadas utilizando um protocolo quimico comercial a base de polietilenoglicol
(PEG), sorbitol e dimetilsulféxido (DMSO). A transformacao foi conduzida com o
mesmo plasmideo, previamente linearizado com enzima de restricdo (Pmel) para
favorecer a integracdo no genoma do hospedeiro por recombinacdao homdloga. O
processo de integracao é ilustrado esquematicamente na Figura 3. O plasmideo
linearizado, contendo o gene de interesse flanqueado por regides homdlogas ao

genoma da levedura, é incorporado ao cromossomo por recombinacdo entre
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sequéncias idénticas. A selecdo dos transformantes é feita pelo marcador de
resisténcia a zeocina, que confere capacidade de crescimento em meio contendo o

antibiodtico.

Figura 3: Esquema da integracao do plasmideo linearizado no genoma da levedura

por recombina¢dao homoéloga.

Plasmideo linearizado

Regigo A e Marcador de sele¢ao Regido B
(homéloga ao Promotor GOl Terminador (€., resisténcia a (homéloga ao
genomay) (oD zeocina) genoma)
p ‘\‘:‘5 Cassete de Expressao Linearizado T
Genoma da levedura antes da récombinagdo .-~~~
Regido A "% 427 RegidoB Cromossomo da Levedura
/ Cromossomo da Levedura

Genoma modificado apés recombinagao

. Regiao A (Homologia) - Marcador de Selegao
. Gene de Interesse (GOI) I:l Promotor/Terminador

Genoma (Cromossomo)

Cassete Integrado

Fonte: Gerado por inteligéncia artificial Gemini (NanoBanana 2), Autor, 2026

O plasmideo linearizado contém o gene de interesse (GOI) e o marcador de
selecdo (zeocina), flanqueados por regides homdlogas ao genoma (A e B). Apds a
transformacdo, ocorre recombinacdo entre as regides homdélogas, resultando na

integracdo estavel do cassete de expressao no cromossomo da levedura.

Procedimento de transformacdo: 3 ug do DNA linearizado foram adicionados a
50 pL de células competentes, sequido de incuba¢dao com 1 mL de solucdo de PEG por
1 hora a 30 °C (com agitacao a cada 15 minutos). O choque térmico foi realizado a 42

°C por 10 minutos, seguido de adicao de 1 mL de meio de recuperac¢ao (meio complexo
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com glicose) e incubacdo a 30 °C por 1 hora para expressao do marcador de selecao.
As células transformadas foram entao plaqueadas em meio sélido contendo zeocina

(100 pg/mL) eincubadas a 30 °C por 3 a4 dias, até o aparecimento de coldnias isoladas.

Apdés o plagueamento e incubacdo, as colbnias transformadas foram
submetidas a extracdo de DNA plasmidial (conforme descrito na Secdo 5.4) e
analisadas por eletroforese em gel de agarose 1%, com o objetivo de verificar a
presenca e a integridade do plasmideo recombinante. As coldnias que apresentaram
o perfil esperado no gel (banda compativel com o plasmideo integro) foram
selecionadas para as etapas subsequentes. A escolha final do clone a ser utilizado nos
experimentos em biorreator foi realizada pela supervisora do projeto, com base em
sua experiéncia prévia com a linhagem e o vetor utilizados, bem como em critérios
técnicos da equipe de P&D. Como estagiario, meu papel nessa etapa consistiu na
execucao dos procedimentos de transformacdo, plagueamento, extracdo de DNA e
preparo dos géis de agarose, enquanto a decisao final sobre qual clone escalar para a

fermentacao foi de responsabilidade da supervisao.

5.4 Extracao de DNA plasmidial (Miniprep)

A extracdo de DNA plasmidial a partir de coldnias bacterianas transformadas foi
realizada pelo método de lise alcalina. As coldnias foram inoculadas em meio liquido
contendo o agente seletivo e cultivadas overnight a 37 °C sob agitacdao. Uma aliquota
da cultura foi centrifugada, e o sedimento celular foi ressuspenso em solucdo
contendo glicose, Tris-HCl (pH 8,0) e EDTA (Solucdo I). Em seguida, adicionou-se
solucao alcalina de lise contendo hidréxido de sédio (NaOH) e dodecil sulfato de sédio
(SDS) (Solugao II), com agitacdo suave e incubacdo em gelo. A neutralizacdo e
precipitacdo do DNA gendmico e proteinas foi realizada com solucdo de acetato de
potassio (pH 4,8) (Soluc¢ao III), sequida de centrifugacdao. O sobrenadante contendo o

DNA plasmidial foi transferido para novo tubo, e o DNA foi precipitado com etanol
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absoluto na presenca de cloreto de sédio, mantido a baixa temperatura por algumas
horas ou overnight, e recuperado por centrifugacdao. O precipitado foi lavado com
etanol 70%, seco a temperatura ambiente e ressuspenso em agua ultrapura. A
integridade e a concentracdo do DNA obtido foram avaliadas por espectrofotometria
e eletroforese em gel de agarose 1%, com visualizacdo sob luz ultravioleta apds

coloragao com brometo de etidio.

5.5 Fermentacao em biorreator de bancada

O processo fermentativo foi conduzido em biorreator de bancada com volume
de trabalho de aproximadamente 0,4 L, em experimentos realizados em duplicata
para garantir a reprodutibilidade. O processo foi dividido em duas fases principais:

batelada (crescimento celular) e batelada alimentada (indu¢do da expressao).

Pré-indculo: A linhagem recombinante da levedura foi plagueada em meio
complexo sélido e incubada a 30 °C por 48 horas. Uma coldnia isolada foi transferida
para frasco Erlenmeyer contendo meio complexo liquido com fonte de carbono e
antibidtico, e incubada em agitador orbital a 30 °C e 200 rpm por aproximadamente

24 horas.

In6culo: O pré-inoculo foi utilizado para inocular frascos contendo meio
tamponado com glicerol e solu¢do de micronutrientes, na propor¢ao de 10% (v/v). Os
frascos foram incubados a 30 °C e 200 rpm por 24 horas, até atingir densidade celular

adequada para a inoculacdo do biorreator.

Cultivo em modo batelada: O biorreator foi esterilizado em autoclave com
fracdo do meio mineral basal contendo a fonte de carbono (glicerol) em concentracdo
inicial determinada. Apds resfriamento, o inéculo foi centrifugado, ressuspenso em
solucdo salina peptonada estéril e transferido assepticamente para o reator. As

condi¢des operacionais foram ajustadas para: temperatura 30 °C, pH mantido entre
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5,0 e 5,5 por adicdao automatica de base (NH,OH), agitacao variavel em modo cascata,
variando entre 150-700 rpm, aera¢dao com ar comprimido filtrado com vazao entre 0,1
e 2,0 vwm, para manter o oxigénio dissolvido acima de 30% de saturac¢ao, conforme

|12

recomendado por Yang et al.'” para cultivos em escala de bancada. A fase batelada foi

conduzida até 16 horas do inicio do processo.

Fase de batelada alimentada (inducdo com metanol): Apds 16 horas de do inicio
do cultivo, a temperatura do reator foi reduzida para a faixa de 24-28 °C, visando

otimizar o dobramento e a estabilidade da proteina recombinante.

Iniciou-se entdo a alimentacdo continua com indutor (metanol), acrescido da
solucdo de micronutrientes para suportar a atividade metabdlica. A vazdo de
alimentacao foi ajustada de forma escalonada, com incrementos progressivos ao
longo do tempo. O objetivo foi manter a concentracao de indutor em uma faixa que
garantisse a ativacdo maxima do promotor sem causar toxicidade ou inibicdo do
crescimento. A fase de indug¢ao foi mantida por mais 8 horas, com coletas de amostras

para analises offline de biomassa, substratos e expressao proteica.

5.6 Analise quantitativa de substratos por HPLC

A quantificacdo da fonte de carbono de crescimento (glicerol) e do indutor
(metanol) no sobrenadante das culturas foi realizada por cromatografia liquida de alta
eficiéncia (HPLC) acoplada a detector de indice de refracdo (RID). As amostras foram
centrifugadas (13.000 rpm, 10 min) para remocdo de células e material particulado, e
o sobrenadante foi filtrado em membranas de PVDF (fluoreto de polivinilideno) com
porosidade de 0,22 pm antes da injecdo, conforme recomendado pelo fabricante da

coluna para evitar contaminacdo e preservar a integridade da fase estacionaria.

A separacdo cromatografica foi realizada utilizando coluna de troca iénica (fase

estacionaria de resina sulfonada - Aminex HPX-87H), com fase mdvel composta por
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agua ultrapura acidificada com acido sulfurico em baixa concentracao (5 mmol/L). As
condicdes cromatograficas foram: coluna termostatizada a 50 °C, temperatura do
detector ajustada para 40 °C, volume de injecdo de 15 pL e tempo total de corrida de

35 minutos. O fluxo da fase mével foi mantido constante em 0,5 mL/min.

Os tempos de reten¢do caracteristicos para glicerol e metanol foram de

Figura 4: Cromatograma do tempo de retencdo de glicerol e metanol. Os picos

rarrecennndem an< temnn< de retencin de 15 § min (alicernh e 22 1 min (metannl)
aproximadamente 15,5 e 22,1 minutos, respectivamente, conforme mostrado na

Figura 4.
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Fonte: Autor,2026.

A quantificacdo foi realizada por curva de calibracdo com padrdes externos de
glicerol e metanol em concentracdes conhecidas, com faixa linear de trabalho de 0,1 a
12 g/L para ambos os analitos, abrangendo a faixa esperada nas amostras. Os tempos
de retencdo caracteristicos para cada analito foram determinados e utilizados para

identificacdo dos picos nos cromatogramas.
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As curvas de calibracao para glicerol e metanol (Figuras 5) foram construidas

com os 8 pontos de concentracdo em duplicata e apresentaram as seguintes

equacdes:
Glicerol: Y = 210820x + 8287,09 (R? = 0,9902) (Equacdo 1)
Metanol: Y = 37212,1x - 7033,52 (R? = 0,9525) (Equacdo 2)

ondeY é a area do pico (MRIU-s) e x a concentracdo do analito (g/L).

Figura 5: Curva de calibracdo area x concentracdo: A) de glicerol (R* = 0,9902).), B)
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0,95) indica uma

linearidade moderada. Uma analise mais criteriosa dos pontos da curva de calibracao

sugere a presenca de erro sistematico em alguns pontos, possivelmente relacionados

a volatilidade do metanol durante o preparo das solu¢bes padrdo ou a variacdes na

injecdo. A eliminacdo desses pontos discrepantes (outliers), com base em critérios

estatisticos (como residuos padronizados ou teste de Grubbs), poderia elevar o R? para
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valores mais proximos de 0,99, tornando a curva mais adequada para quantificagao

precisa.

As solucbes para as curvas de calibracdo de glicerol e metanol foram
preparadas no laboratério e encaminhadas para analise em HPLC por um técnico
responsavel, que forneceu as curvas ja processadas (equac¢bes e coeficientes de
correlagao), sem disponibilizar os cromatogramas individuais ou os dados brutos de
area para cada ponto da curva. Dessa forma, nao foi possivel realizar uma analise
estatistica detalhada dos residuos, identificar formalmente outliers ou calcular os
limites de deteccdo (LD) e quantificacdo (LQ) durante o periodo do estagio. Para uma
futura validacdo, recomenda-se que esses parametros sejam determinados conforme
as diretrizes da IUPAC™, utilizando as formulas LD = 3,3 x (Sy/x / a) e LQ = 10 x (Sy/x /
a), onde Sy/x é o erro padrdao da regressao linear e a é a inclinacdo da curva de

calibracao.

Os valores de metanol obtidos neste trabalho devem, portanto, ser
interpretados como estimativas semiquantitativas, uma vez que a curva de calibracao
apresenta linearidade moderada e nao foi formalmente validada. Para trabalhos
futuros, recomenda-se que o acesso aos dados brutos seja assegurado, permitindo a
validagao completa do método e a quantificagdo mais precisa do metanol em amostras

de fermentacdo.

5.7 Analise de expressao proteica por SDS-PAGE

A expressao da proteina recombinante no sobrenadante do cultivo foi avaliada
por eletroforese em gel de poliacrilamida na presenca de dodecil sulfato de sddio (SDS-

PAGE), segundo o método de Laemmli.
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Para o preparo dos géis, foram utilizadas solu¢des de acrilamida/bisacrilamida
(30%, relagao 29:1), tampao Tris-Hcl (3 M, pH 8,8, para o gel separador; e 0,5 M, pH 6,8,
para o gel de empilhamento), dodecil sulfato de sodio (SDS) a 10%, persulfato de
amoénio (APS) a 15% e TEMED como catalisador da polimerizacao. O gel separador foi
preparado com concentracdo de acrilamida de 12,5 % (adequada para a faixa de
massas moleculares esperada para a proteina alvo), e o gel de empilhamento com 3 %

de acrilamida.

As amostras do sobrenadante (20 ulL) foram misturadas ao tampao de amostra
concentrado (5x), contendo Tris-Hcl 0,5 M pH 6,8, SDS 10 %, glicerol 50 %,
B-mercaptoetanol (agente redutor) e azul de bromofenol (corante de tracking). As
misturas foram aquecidas a 95 °C por 5 minutos para desnatura¢cdo completa das
proteinas. As amostras (volumes equivalentes) e o marcador de massa molecular
foram aplicados nos pocos do gel, e a eletroforese foi conduzida a 120 V em tampao

de corrida Tris-glicina-SDS (Tris 25 mM, glicina 192 mM, SDS 0,1 %, pH 8,3).

Apos a corrida, os géis foram incubados em solucdo corante de Coomassie
Brilliant Blue R-250 (0,25% em metanol 50 % e acido acético 10 %), para fixacao e
coloragao das bandas proteicas. A descoloracgado foi realizada por sucessivas lavagens
em solu¢do de metanol (30 %) e acido acético (7 %), até a visualizacdo nitida das
bandas. A presenca da proteina recombinante foi avaliada pela comparacdo entre as
amostras induzidas e a mobilidade relativa em relacdo ao marcador de massa

molecular.

5.8 Seguranca laboratorial e gerenciamento de residuos

Todos os procedimentos envolvendo manipulagdo de microrganismos
recombinantes foram realizados em cabine de fluxo laminar Classe II, garantindo a
protecdao do operador, da amostra e do ambiente, em conformidade com as normas

de biosseguranca.
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Reagentes quimicos com graus significativos de toxicidade foram manuseados
exclusivamente em capela quimica com exaustdo, com uso obrigatério de
equipamentos de protecao individual (EPI), incluindo jaleco de manga longa, luvas
nitrilicas, 6culos de protecdao e, quando necessario, mascara com filtro adequado.
Atencdo especial foi dispensada a acrilamida (neurotdxica, com potencial de absorc¢do
cutanea), ao metanol (inflamavel e téxico), ao TEMED (irritante e sensibilizante) e aos
acidos concentrados (corrosivos). Todos os reagentes foram armazenados em locais
apropriados, com fichas de dados de seguranca (MSDS) disponiveis e acessiveis a toda

a equipe.

O gerenciamento de residuos seguiu rigorosamente o plano de gerenciamento
de residuos do laboratério, em atendimento a legislacdo ambiental (Resolucdes
CONAMA e normas ANVISA). Residuos bioldgicos (meios de cultura contaminados,
placas de Petri, pontas de pipeta, microtubos, luvas, etc.) foram segregados em sacos
proprios para residuos infectantes e submetidos a tratamento em autoclave (121 °C,
por 30 minutos) antes do descarte como residuo sélido comum. Residuos quimicos
organicos (solventes, metanol, solu¢bes contendo corantes, tamp&es com compostos
toxicos) foram acondicionados em frascos especificos, devidamente identificados,
segregados por compatibilidade quimica e encaminhados para coleta via canal de
tratamento de residuos da UFSC. Residuos liquidos aquosos contendo sais e
nutrientes, sem carater toxico, foram neutralizados e descartados na rede de esgoto
somente apos autorizagdo e monitoramento periédico. Todas as praticas adotadas
visaram assegurar a integridade dos experimentos, a seguranca da equipe e a

responsabilidade socioambiental da instituicao.



33

6. DISCUSSAO DOS RESULTADOS OBTIDOS NO ESTAGIO

6.1 Transformacao e selecao de clones

A transformac¢do do hospedeiro eucaridtico com vetor de expressao
linearizado contendo o gene de interesse gerou um numero de colénias compativel
com o esperado para o sistema utilizado (da ordem de dezenas de colénias em placas
seletivas). O controle negativo, realizado na auséncia de DNA, ndo apresentou

crescimento, confirmando a eficacia do sistema de selecao.

A selecdo da coldnia a ser utilizada nos experimentos em biorreator foi
conduzida pela supervisora do projeto, com base em critérios técnicos estabelecidos
pela equipe de P&D. O processo envolveu a extracdo de DNA plasmidial das colénias
transformantes e a analise por eletroforese em gel de agarose, que permitiu verificar
a presenca e a integridade do plasmideo recombinante nas col6nias. As colénias que
apresentaram o perfil esperado no gel (banda correspondente ao plasmideo integro)
foram selecionadas para as etapas subsequentes, sendo que a escolha final do clone
a ser utilizado na fermentacdo em biorreator foi realizada pela supervisora,
considerando também critérios de experiéncia prévia da equipe com a linhagem e o

vetor utilizados.

Como estagiario, meu papel nessa etapa consistiu em executar o0s
procedimentos de transformacdo, plagueamento e extracdo de DNA, bem como
preparar os géis de agarose para a analise. A decisdo final sobre qual clone escalar
para os experimentos em biorreator foi de responsabilidade da supervisdo, com base
em sua expertise e no conhecimento acumulado sobre o comportamento da linhagem

em processos fermentativos.
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6.2 Curva de calibracao: absorbancia versus massa seca

Para quantificar o crescimento celular ao longo das fermentacdes, tentou-se
estabelecer uma correlacao entre a absorbancia a 600 nm (ODsggo) € @ massa seca (g/L).
Essa correlacao é fundamental, pois permite converter medi¢des rapidas de densidade
Optica em valores de biomassa, que sdo a base para o calculo de parametros cinéticos
(velocidade especifica de crescimento, rendimento biomassa/substrato e

produtividade).

O comprimento de onda de 600 nm é tradicionalmente empregado para
monitoramento de crescimento microbiano por espectrofotometria por duas razdes
principais. Primeiramente, nessa regido do espectro visivel, as células microbianas nao
absorvem significativamente a luz, mas sim a espalham (fenédmeno de turbidimetria).
A absorbancia medida a 600 nm é, na verdade, uma medida indireta da turbidez da
suspensao celular, que é proporcional a concentracdo de células e a sua morfologia.
Em segundo lugar, esse comprimento de onda evita interferéncias de componentes
do meio de cultura que poderiam absorver em regides do UV ou em outros
comprimentos do visivel (como pigmentos ou corantes), garantindo que o sinal
registrado seja predominantemente devido a presenca das células. A faixa linear da
Lei de Lambert-Beer para suspensdes celulares é geralmente valida para ODsego entre
0,1e0,8; porisso, as amostras foram diluidas 10x sempre que necessario para garantir

leituras dentro desse intervalo, conforme descrito a sequir.

A correlacao foi estabelecida a partir de diluices seriadas da cultura coletada em
diferentes pontos do processo (fase exponencial e estacionaria). Para garantir que as
leituras de absorbancia estivessem dentro da faixa linear da Lei de Lambert-Beer
(ODgoo < 0,8), todas as amostras foram previamente diluidas 10 vezes em agua
ultrapura antes da leitura espectrofotométrica. Os valores obtidos foram

entdao multiplicados pelo fator de diluicdo (10x) para expressar a absorbancia
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correspondente a cultura original, permitindo a correlacdo direta com a massa seca

determinada por filtracdo e pesagem.

Tabela 1: Dados de correlagdao entre absorbancia (OD600nm) e massa seca (g/L) para

os reatores A e B ao longo do cultivo

Tempo (h) Massa seca (g) ABS (600nm) Massa seca (g) ABS (600nm)

Reator A Reator B
0 1,0£1,0 4,9 1,1+ 1,3 4,1
4 4,2+0,7 6,3 6,3+0,7 6,6
8 4,1+£0,8 7,0 51+£1,3 4,9
12 6,4+0,3 6,4 4,6+0,9 4,6
16 51+0,3 6,0 35+1,8 4,3
20 2,7 £1,1 5,5 2,8+0,1 4,0
24 30+1,3 5,0 2,9+0,1 3,7
28 34+0,6 4,23 1,9+0,5 3,6

Os dados brutos utilizados para a regressao sao apresentados na Tabela 1,

com as respectivas médias e desvios padrdao para cada tempo e reator. Os dados
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obtidos para os dois reatores (experimentos em duplicata) foram ajustados por
regressao linear, resultando nas seguintes equacdes:

*Reator A:y = 0,45x + 3,87 (R*=0,51)

*Reator B:y = 0,47x + 2,80 (R*=0,72)

onde x representa a massa seca (g/L)- varidavel independente, controlada pelo
experimentador - ey a absorbancia medida a 600 nm - variavel dependente, obtida
experimentalmente. Essa convencdo segue a pratica usual em curvas de calibragao,
na qual a concentra¢gdao (massa seca) é plotada no eixo das abscissas e a resposta

instrumental (absorbancia) no eixo das ordenadas.

Figura 6: Curva de correlacdo concentragdo celular vs ABS: Reator A (R? = 0,51) e Reator

B(R*=0,72)



37

Concentracao celular vs ABS Reator A

8
7 m
6 - n -
u
E‘ 5 ] .
g * g
B 37
2
1
0 T T T T T T 1
0 1 2 3 4 5 6 7
Concentragao (g/L)
Concentracao celular vs ABS Reator B
/ (o]
E ® — & Ll
B L
S * = u
e
v
[aa]
< 2
T ==
0 T T T I
0 1 2 3 4 5 6 7

Concentragdo (g/L)

Fonte: Autor,2026.

Os coeficientes de determinac¢do (R* = 0,51 e 0,72) indicam que a correlacdo
linear nao foi satisfatéria na faixa testada. Dois fatores principais contribuiram para

essa baixa correlagao:

1. O fator de diluicao (10x): embora necessario para manter as leituras dentro da
faixa linear do espectrofotdmetro, a diluicdo multiplica qualquer erro

experimental associado a pipetagem, a homogeneizacdo da amostra ou a
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leitura do equipamento. Pequenas varia¢des na diluicdo resultam em erros

amplificados por um fator de 10, reduzindo a precisdo da correlag¢ao.

2. Variacao no tamanho celular e morfologia: durante o cultivo, as células
podem alterar sua morfologia (tamanho, forma, presenca de agregados), o que
afeta a relagdo entre a densidade éptica e a massa seca - uma limitacdo inerente

ao método espectrofotométrico para estimativa de biomassa.

3. Presenca de debris e material particulado: a cultura pode conter células
mortas, fragmentos celulares ou outros debris que contribuem para a
absorbancia, mas ndo para a massa seca medida por filtracdo, introduzindo

ruido na correlagdo..

Diante desses resultados, optou-se por utilizar a absorbancia a 600 nm como
um indicador relativo de crescimento, sem converté-la diretamente em massa seca
para a maioria das analises. As estimativas de biomassa apresentadas na Secdo 6.3

sdo, portanto, aproximacoes qualitativas e devem ser interpretadas com cautela.

Apesar da baixa correlacdo, cabe destacar que as curvas de calibracdao do HPLC
(apresentadas na Secdo 5.6) sdo curvas analiticas rigorosas e foram validadas com R?
> 0,99 para glicerol e 0,95 para metanol. A regressao OD/massa seca, por sua vez, tem
carater estimativo e esta sujeita a variabilidade biolégica inerente ao processo, o que

justifica a diferenca nos critérios de aceitacao.

Para estudos futuros, recomenda-se a determinacdo da massa seca por
métodos diretos (filtracdo e pesagem) em uma faixa linear restrita de OD
(preferencialmente entre 0,1 e 0,8), evitando dilui¢bes elevadas, ou o uso de técnicas
alternativas como a correlagdo com densidade celular por citometria de fluxo ou

contagem em camara de Neubauer. Uma curva de calibracdo mais robusta, com
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numero maior de pontos e réplicas, poderia melhorar a confiabilidade das estimativas

de biomassa.

6.3 Perfil de consumo de substratos e crescimento celular

Os resultados das fermentac¢bes realizadas nos reatores A e B, conforme os
dados cromatograficos obtidos (Tabela 2), mostraram que a fonte de carbono de
crescimento (glicerol) ndao foi completamente consumida durante o periodo

monitorado
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Tabela 2: Concentracdes de glicerol e metanol (média + desvio padrdo, n=2) ao longo

do cultivo nos reatores A e B.

Amostra Tempo (horas) Glicerol (g/L) Metanol (g/L)
A0 0 21,5+4,7* 2,7+0,1*
A1 4 30,9+ 0,9* 2,7+0,1*
A2 8 38,9+0,5* 3,1+0,1*
A3 12 29,1 +£2,5* 3,5+0,1*
A4 16 25,3+1,9* 4,1+0,1*
A5 20 22,9 £ 2,6* 51+0,2*%
A6 24 18,8 + 0,8* 57+0,1*
A7 28 15,4 +0,1* 53+0,1*
BO 0 27,2+0,1* 2,8+0,1*
B1 4 29,6 £ 0,5* 29+0,1*
B2 8 32,8 +1,8* 2,8+0,1*
B3 12 31,7 +£0,2* 33+0,1*
B4 16 27,1 £2,4* 3,9+0,1*
B5 20 24,6 +1,2* 4,1+0,1*
B6 24 20,7 £0,8* 4,8 +0,2*%
B7 28 16,7 £ 0,4% 57+0,1*

*As amostras foram injetadas em duplicata e os devios padréo referem-se a

repetibilidade das inje¢cbes
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As concentragdes iniciais de glicerol foram de 21,53 + 4,75 g/L (reator A) e 27,23
+ 0,05 g/L (reator B), valores inferiores aos 30 g/L previstos no preparo do meio. Essa
diferenca pode ser atribuida a variacdes na homogeneizacdao do meio antes da coleta
da amostra inicial, bem como a possivel presenca de agua residual no sistema de

amostragem, que teria diluido a amostra coletada no tempo zero.

Um aspecto particularmente relevante é o aumento da concentracao de glicerol
observado nos trés primeiros pontos de coleta (tempos 0, 4 e 8 horas), que contrasta
com o esperado para um cultivo em batelada (consumo progressivo do substrato).
Durante a defesa do trabalho, foram levantadas duas hipéteses para explicar esse

comportamento atipico:

1. Residuo de agua no tubo de coleta: O sistema de amostragem do biorreator é
composto por uma sonda e uma tubulacdo conectada a um frasco coletor. Antes
da coleta propriamente dita, essa tubulacdo é purgada com ar comprimido para
remover o conteudo anterior. No entanto, se houver acumulo de condensado
ou residuo de agua esterilizada no interior da tubulacdo, a primeira amostra
coletada pode ser diluida, resultando em concentrac¢fes artificialmente baixas.
Nos pontos seguintes, a tubulacao ja estaria "lavada" pelo préprio meio de

cultivo, explicando o aumento subsequente da concentracdo de glicerol.

2. Homogeneizacao insuficiente do reator: Nos estagios iniciais do cultivo, a
agitacdo pode nado ter sido suficiente para garantir uma mistura completa do
meio, especialmente em um biorreator de bancada com volume reduzido (0,4
L). Com o tempo, a agitacdo continuada e o préprio movimento do liquido
promovem a homogeneizagdo, resultando em amostras mais representativas

da composicdo real do meio.

ApOds o pico observado em 8 horas, as concentra¢des de glicerol diminuiram de

forma consistente, indicando que o sistema se estabilizou e o consumo do substrato
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passou a ser o fenbmeno dominante, embora o processo ainda nao tenha atingido a
exaustao completa dentro do periodo de 28 horas. Essa interpretacdo é consistente
com os altos desvios padrao observados nos primeiros tempos (especialmente no
reator A, tempo 0), que diminuem a medida que o cultivo avanc¢a, sugerindo que as

primeiras amostras estavam sujeitas a maior variabilidade experimental.

A possibilidade de residuos no sistema de amostragem ou de homogeneizacao
inadequada destaca a importancia de um protocolo rigoroso de coleta, com purga
adequada da linha e homogeneizacdao do reator antes de cada amostragem,

especialmente nos primeiros pontos do cultivo.

Figura 7: Grafico de consumo de glicerol e metanol vs tempo (Reator A).
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Fonte: Autor,2026.

Em ambos os reatores, observou-se um aumento na concentracao de glicerol
nas primeiras 8 horas de cultivo (atingindo 38,94 + 0,47 g/L no reator A e 32,82 + 1,81
g/L no reator B). Esse aumento foi atribuido a um erro de amostragem (coleta em

sistema ndo completamente homogeneizado antes da estabilizacdao do reator), nao
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representando um acumulo metabdlico real. Apds esse pico, as concentraces de
glicerol diminuiram lentamente, mas ao final do experimento (28 horas) ainda
restavam 15,44 +0,05 g/L (reator A) e 16,69 + 0,40 g/L (reator B) de glicerol residual.
Portanto, dentro do periodo de 30 horas de cultivo, a fase batelada nao atingiu a

exaustdo da fonte de carbono.

A alimentacdao com metanol foi iniciada ap6s 16 horas, conforme planejado,
mas a presenca de glicerol residual indica que a transicdo para a fase indutiva foi
prematura. Isso é particularmente relevante porque o glicerol exerce repressao
catabdlica sobre o promotor induzivel por metanol, comprometendo a eficiéncia da
expressao da proteina, atingindo 5,36 + 0,01 g/L (reator A) e 5,68 + 0,13 g/L (reator B)
ao final, confirmando que a alimentagdo com metanol foi realizada, mas em um
contexto metabdlico desfavoravel. A alimentacdo com metanol foi iniciada apos 16
horas, conforme planejado, mas a presenca de glicerol residual indica que a transi¢ao
para a fase indutiva foi prematura. Isso é particularmente relevante porque o glicerol
exerce repressao catabdlica sobre o promotor induzivel por metanol, comprometendo

a eficiéncia da expressao da proteina.

O mecanismo de repressao catabdlica, ilustrado esquematicamente na Figura
8, € um fendmeno amplamente descrito na literatura para sistemas de expressao
heteréloga em leveduras, no qual a presenca de fontes de carbono de facil assimilacao
(como glicerol, glicose ou etanol) reprime a ativacdao de promotores induziveis por
metanol®™. Essa regulacdo ocorre em nivel transcricional: a presenca de glicerol
mantém inativo o fator de transcricdo que ativa o promotor responsivo ao metanol,
direcionando a maquinaria celular prioritariamente ao metabolismo do glicerol, mais

eficiente energeticamente.

No presente trabalho, essa interpretacdo foi utilizada como base para explicar

os resultados obtidos, mas ndo foi testada experimentalmente - ou seja, ndo foi
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realizada uma condicao de controle com inducdo por metanol na auséncia completa
de glicerol residual para confirmar a repressao catabdlica nas condi¢bes especificas
deste cultivo. Trata-se, portanto, de uma inferéncia fundamentada na literatura
cientifica, que é consistente com o comportamento observado (baixa intensidade da
banda proteica na SDS-PAGE e auséncia de correlacdo entre a adicdo de metanol e o

aumento da expressao da proteina recombinante).

Como consequéncia, a adicdo de metanol antes do esgotamento completo do
glicerol resulta em um estado metabdlico misto, no qual o metanol é consumido em
baixa taxa, enquanto o promotor permanece parcialmente reprimido. Isso explica a
baixa intensidade da banda proteica observada na SDS-PAGE (Se¢do 6.4) e a
necessidade de garantir o esgotamento do glicerol antes da inducdao em futuros
experimentos, nos quais a hipétese poderia ser validada por meio de um experimento

controle apropriado.
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Figura 8: Mecanismo de repressao catabdlica exercido pelo glicerol sobre o promotor
induzivel por metanol. Comparacao entre condices repressora (glicerol presente) e

indutora (metanol, na auséncia de glicerol).
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As concentracBes de metanol ao final do cultivo - 5,36 + 0,01 g/L no reator A e
5,68 £ 0,13 g/L no reator B - confirmam que a alimentacdao com metanol foi realizada.
No entanto, o contexto metabdlico desfavoravel (presenca de glicerol residual)
resultou em um baixo nivel de expressdao da proteina recombinante, conforme

evidenciado pela baixa intensidade da banda observada na SDS-PAGE (Secdo 6.4).

Ainterpretacao de que a repressao catabdlica exercida pelo glicerol residual foi
a causa da baixa expressdo, embora consistente com a literatura'®, permanece como
uma hipétese inferencial, uma vez que ndo foi testada experimentalmente nas
condicBes deste trabalho. Para confirmar essa hipétese em estudos futuros, sugerem-

se duas abordagens complementares:
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Experimento controle com consumo total de glicerol: Realizar um cultivo em
condi¢cBes idénticas, mas com a induc¢do por metanol iniciada apds a
confirmacdo analitica do esgotamento completo do glicerol (por HPLC). A
comparacado entre a expressao da proteina nessa condic¢do (indugdo "limpa") e
a obtida no presente trabalho (indugdao com glicerol residual) permitiria isolar o

efeito da repressao catabdlica sobre a eficiéncia da expressao.

RT-gPCR para andlise da expressao génica em nivel transcricional: A
quantificacdo do mRNA do gene de interesse por RT-qPCR (transcri¢cdo reversa
sequida de reacdo em cadeia da polimerase em tempo real) permitiria avaliar
diretamente se a presenca de glicerol residual esta reprimindo a transcricao do
gene alvo. Essa técnica forneceria uma evidéncia molecular direta da repressao

catabdlica, complementando as analises em nivel proteico (SDS-PAGE).

Essas abordagens, empregadas em conjunto, poderiam validar ou refutar a

hipotese de repressao catabdlica nas condicdes especificas do processo e orientar

ajustes operacionais para maximizar a producao da proteina recombinante.

Embora o consumo de substrato tenha sido incompleto, é possivel realizar

uma estimativa preliminar dos rendimentos para avaliar a eficiéncia do processo. Com

base na biomassa final estimada (= 5-6 g/L) e no consumo de glicerol observado

(aproximadamente 5-10 g/L, considerando a variacao entre os reatores e os artefatos

de amostragem), o rendimento biomassa/substrato (Yx/s) pode ser estimado pela

equagao 1:

Onde:

Equacao 1

N s
x/s
So-S;
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. Xf = biomassa final estimada (média =~ 5,5 g/L, a partir da Tabela 1)
« X,=1,09/L (biomassa inicial, tempo 0)

« §,=25g/L(glicerol inicial médio, a partir da Tabela 2)
« S,=164g/L(glicerol residual final médio)
Substituindo os valores:

5,5-1,0 4,5
XIs©95.16 9

~ 0,50g/g

Esse valor é significativamente inferior ao rendimento tedrico reportado na
literatura para linhagens similares em cultivos otimizados (Yx/s =~ 0,47 g/g)",
confirmando que o processo operou em condi¢des subotimas, com baixa eficiéncia de

conversao de carbono em biomassa.

Da mesma forma, a produtividade volumétrica de biomassa, calculada como a
taxa de acumulo de massa celular por unidade de volume e tempo, foi estimada pela
equacao 2:

Equagao 2

XX,
<At

P

Onde At=28horas (tempo total de cultivo até a ultima amostra).

p 2380 g6ty
28

X

Para efeito de comparacado, cultivos bem-sucedidos de leveduras metilotroficas

em condi¢Bes otimizadas alcancam produtividades volumétricas da ordem de 1,0
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g-L™"h™", conforme reportado por Looser et al. (2015)"* e Yang et al. (2020)" para
processos em batelada alimentada com controle adequado de oxigénio e alimentagao
de metanol. O valor obtido neste trabalho (= 0,16 g-L™"-h™") é, portanto, cerca de seis
vezes inferior ao esperado, reforcando a conclusdo de que as condi¢bes operacionais
empregadas - em particular a aera¢do, a agitacao e a homogeneizacdo do meio -
foram insuficientes para sustentar um crescimento celular adequado e o subsequente

consumo completo do glicerol.

Cabe ressaltar que as incertezas associadas a essas estimativas sao

consideraveis, uma vez que:

« A curva de calibracdo OD/massa seca apresentou baixos coeficientes de
determinacdo (R>=0,51 e 0,72, conforme Secdo 6.2), comprometendo a preciséo

da estimativa de biomassa.

e Os préprios dados de massa seca (Tabela 1) exibem desvios padrao de até +1,8

g/L em alguns pontos, indicando alta variabilidade experimental.

Dessa forma, os valores de Yx/s e produtividade devem ser interpretados
como estimativas qualitativas, indicativas da baixa eficiéncia do processo, mas sem
precisdo quantitativa suficiente para serem tomados como absolutos. Eles servem,
entretanto, como um diagndstico claro da necessidade de ajustes operacionais

(aeracdo, agitacao, momento da induc¢ao) em futuros experimentos.

6.4 Analise de expressao proteica por SDS-PAGE

As amostras do sobrenadante coletadas nos tempos 12, 16, 20, 24 e 28
horas foram analisadas por SDS-PAGE. Os géis corados com Coomassie Blue revelaram

uma banda proteica adicional de massa molecular compativel com a proteina

Figura 9: SDS-PAGE das amostras reator A (coloracdo Coomassie Blue).
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recombinante esperada (aproximadamente 66 kDa) nas amostras induzidas com
metanol nos tempos 20, 24 e 28 horas, com intensidade muito baixa e pouco nitida,
sugerindo expressao basal. Nos tempos 12 e 16 horas, a banda nao foi visualizada ou

apresentou intensidade desprezivel.

SDS-Page apos DOC-TCA: amostras biorreator A (26.03.26)

Tamanho

(kDA) 1.Ladder 2, 3. 4. 5 6. 7.
— AT— — e ——
— 250 |
150
100 —— "
| [ e
50
At 37
25
— 5n
—| 15
10
2. Padrao 5. Ponto 24h *20ulL de amostra
3. Ponto 12h 6. Ponto 28h Pl o
4. Ponto 16h 7. Ponto final

Fonte: Autor,2026.
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Figura 10: SDS-PAGE das amostras do reator B (coloracdo Coomassie Blue).

Tamanho
(KDA) 1.Ladder 2. 3. 4, 5. 6. 7.
o | 100 — ’ ! '
75— - - :
i 50 —
37 —
| 25 -
20 -
15 - ~
| — 10 -
p—— a '5
2. Padrao 5. Ponto 24h *20uL de amostra
3. Ponto 12h 6. Ponto 28h PO Boeh
4. Ponto 16h 7. Ponto final

Fonte: Autor,2026.

Contudo, a interpretacdo desse resultado deve ser feita com cautela. Como a
fase indutiva foi iniciada antes do esgotamento do glicerol, a expressdo da proteina
pode ter sido parcial e influenciada pela repressdo catabdlica. A intensidade da banda
observada é compativel com uma expressdao em baixo nivel, consistente com a
presenca de glicerol residual. Além disso, a andlise por SDS-PAGE é essencialmente
qualitativa: ela permite visualizar a presenca de uma banda na regido de massa
molecular esperada, mas nao confirma a identidade da proteina (outras proteinas do
hospedeiro poderiam co-migrar na mesma faixa de massa molecular) nem permite

uma quantificacao precisa do titulo da proteina.

A confirmacdo da identidade da banda observada como sendo a proteina

recombinante alvo exigiria a utilizacdo de métodos ortogonais, como:
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« Western blot: técnica que utiliza anticorpos especificos para a proteina alvo,
permitindo a identificacdo inequivoca da banda de interesse e a estimativa de

sua pureza relativa.

« RT-gPCR (transcricdo reversa seguida de PCR em tempo real): método que
quantifica o mRNA do gene de interesse, confirmando que a expressao ocorre
em nivel transcricional e que a proteina é efetivamente transcrita a partir do

gene inserido.

Essas técnicas, baseadas em principios fisico-quimicos distintos do SDS-PAGE
(anticorpos com especificidade molecular no caso do Western blot; amplificacao
enzimatica e detec¢ao por fluorescéncia no caso do RT-gPCR), forneceriam evidéncias
complementares e robusteceriam a conclusdo sobre a expressao bem-sucedida da

proteina recombinante.

No entanto, esses testes ndo foram realizados durante o estagio devido a limitacdes
de tempo e escopo do projeto. O estagio supervisionado tem carga horaria definida
(540 horas) e o cronograma estabelecido priorizou a execu¢do das etapas de
transformacao, cultivo em biorreator e analises preliminares (HPLC e SDS-PAGE), que
sdo as atividades centrais do plano de estagio. A realizacao de Western blot e RT-qPCR
demandaria tempo adicional para aquisi¢ao de anticorpos especificos, otimizacdo de
condi¢Bes experimentais e validacdo dos ensaios - atividades que extrapolam o
escopo e a duracao do estagio. Dessa forma, a analise por SDS-PAGE permanece como

a Unica linha de evidéncia disponivel, sendo qualitativa e preliminar.

Para uma avaliagdo mais robusta da expressao da proteina recombinante, recomenda-
se que trabalhos futuros incorporem a confirma¢do por Western blot e a analise
transcricional por RT-qPCR, permitindo validar a identidade da proteina e estimar com

maior precisdo o titulo de producao.
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6.5 Experiéncias profissionais adquiridas

A realizacdo do estagio proporcionou uma vivéncia pratica abrangente
em todas as etapas de um processo de desenvolvimento biotecnolégico. Foi possivel
consolidar conhecimentos em planejamento experimental, execucdo de técnicas de
biologia molecular (transformacdo, extracdo de DNA, eletroforese em agarose),
operacdo em biorreator instrumentado (calibracdo de sensores, controle de
parametros, coleta asséptica de amostras, alimentacdao controlada) e analises
bioquimicas (HPLC e SDS-PAGE). Uma experiéncia particularmente enriquecedora foi
o enfrentamento de situa¢Bes imprevistas durante as fermentacdes, como a
necessidade de ajustar a aeracdo e agitacdo para manter os niveis adequados de
oxigénio dissolvido. A capacidade de identificar problemas, propor solucdes e
implementar correcdes em tempo real foi um aprendizado valioso que transcende os
aspectos técnicos e contribui para a forma¢do de um profissional mais autbnomo e

resiliente.

7. CONCLUSAO E PERSPECTIVAS

O estagio permitiu executar todas as etapas de um processo de expressao
recombinante, embora o rendimento tenha sido comprometido por condi¢des
operacionais subdtimas, com destaque para o inicio prematuro da inducdo antes do
esgotamento do glicerol. Embora todas as etapas experimentais (preparo de meios,
transformacgdes, extracdo de DNA, conducdo das fermentacdes, analises
cromatograficas e eletroforéticas) tenham sido executadas conforme o planejado, o
processo fermentativo ndo atingiu a condicdo de esgotamento da fonte de carbono
(glicerol), com concentragdo residual de aproximadamente 16 g/L ao final do cultivo,
indicando que a fase de batelada alimentada com metanol foi iniciada
prematuramente. Como consequéncia, a expressao da proteina recombinante,

embora detectada por SDS-PAGE, ocorreu em condi¢bes subdtimas, com baixa
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intensidade de banda e sem garantia de indugao efetiva. Os dados obtidos, entretanto,
fornecem um diagndstico importante para ajustes futuros, destacando a necessidade
de monitoramento mais rigoroso do oxigénio dissolvido e da concentracdao de
substratos para determinar com precisao o momento da transicdo entre fases.
Recomenda-se, para trabalhos futuros:
e Repetir a fermentacdo com acompanhamento cinético mais detalhado (coletas
a cada 2-3 horas) para identificar com exatiddo o ponto de exaustao do glicerol.
e Ajustar as condicbes de aerac¢do e agitacdo para melhorar a transferéncia de
oxigénio e evitar limitagbes metabdlicas.
e (Considerar a alimentacdo com metanol apenas ap6s confirmacdo analitica do
esgotamento do glicerol (por HPLC offline ou por sonda online).
e Realizar Western blot para confirmar a identidade da banda de 66 kDa.
e Incluir densitometria e quantificacdo de proteina (Bradford' ou ELISA) para

estimar titulo e pureza.

8. CONTRIBUICAO DO ESTAGIO A FORMACAO PROFISSIONAL

O estagio na ARK P&D em Biologia Molecular S.A. foi fundamental para
consolidar a formacgdo académica e profissional como bacharel em Quimica
Tecnoldgica. A integracdo entre diferentes areas do conhecimento - Quimica Analitica
(HPLC), Bioquimica (SDS-PAGE), Biologia Molecular (transformacdo genética, extragao
de DNA) e Engenharia de Bioprocessos (operacdo de biorreator, cinética microbiana)
- reflete a natureza multidisciplinar do campo da biotecnologia e prepara o
profissional para atuar em interfaces entre disciplinas tradicionalmente separadas.

Além das competéncias, o estagio proporcionou o desenvolvimento de
habilidades comportamentais igualmente importantes para a carreira profissional:
trabalho em equipe, comunicac¢ado eficaz de resultados em reunides de alinhamento,

capacidade de sintese e organizacdo de dados em planilhas, cumprimento de prazos
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e adaptac¢ao a rotinas dinamicas. O contato frequente com materiais técnicos em
lingua inglesa (manuais de equipamentos, artigos cientificos, protocolos) contribuiu
significativamente para a fluéncia na leitura e interpretacdo de textos especializados
no idioma. A responsabilidade pela seguranca no manuseio de reagentes e pelo
correto descarte de residuos quimicos e bioldgicos reforcou a consciéncia ambiental e
ética profissional, valores essenciais para o exercicio da quimica em qualquer
contexto.

Esta experiéncia consolidou o interesse do estagiario pela area de P&D
industrial e pela pesquisa aplicada, abrindo perspectivas tanto para atuacdo no
mercado de trabalho quanto para a continuidade dos estudos em programas de pos-

graduacdo em areas correlatas.
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10. ANEXOS

DECLARAGCAO DE ESTAGIO OBRIGATORIO

A AKR P&D em Biologia Molecular S.A. inscrito no CNPJ n. 39.428.022/0001-92,
localizado na Rua Prof. Arthur Ramos, numero 183, bairro Jardim Paulistano, na
cidade de Sao Paulo/Sao Paulo, declara que o aluno Regilsom Londero Defante, CPF

— nimero de matricula da UFSC 24150193, realizou estagio
OBRIGATORIO referente a disciplina Estagio Supervisionado (QMC 5515) na AKR P&D
em Biologia Molecular S.A entre o periodo de setembro de 2025 a junho de 2026,
totalizando 540 horas.

A Instituicdo de Ensino UFSC em que o aluno estuda possui vinculo com esta

empresa e o aluno tem seu projeto de estagio de conclusao de curso supervisionado

pela Dra. Marilia Marques Knychala, CPF -

Atenciosamente,

Decumento assinado digitalmente

MARILIA MARQUES KNYCHALA

3 Data: 25,/06/2026 13:37-00-0300
£# CPF: ***.631.456-*"

e i‘_‘ verifique as assinaturas em hitps:/vufsc.br

Dra. Marilia Marques Knychala

AKR P&D em Biologia Molecular S.A.
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