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Os carboidratos presentes na biomassa lignocelulésica podem ser utilizados como fonte de
carbono e energia pelos microrganismos. Entretanto, para que esses aclcares possam ser
utilizados no processo industrial, € necesséario submeter a biomassa aos processos de pré-
tratamento. Os processos de pré-tratamento facilitam a liberagdo de agucares fermentaveis
da biomassa; no entanto, eles também levam a formacado e liberacdo de compostos que
inibem o metabolismo microbiano, dentre eles, o furfural e o 5- hidroxi- metil-furfural (HMF).
Os mecanismos de resposta natural de leveduras relacionam-se com a expressao
diferencial de genes, que redireciona o metabolismo para permitir o reparo dos danos e o
aumento das atividades de desintoxicacdo inatas. Desta forma, a identificacdo e utilizacdo
da expressao destes genes, por meio de engenharia genética, em linhagens de leveduras,
apresentam um elevado potencial para aplicagdo bioenergética. O objetivo deste trabalho foi
desenvolver linhagens transformadas da levedura Komagataella phaffii tolerantes a
inibidores presentes em hidrolisados de biomassa. Para tanto, seis genes- alvo foram
selecionados a partir de analises de transcriptoma da K. phaffii na presenca de compostos
inibitérios presentes no hidrolisado de biomassa de cana-de-aclUcar. Os seis genes foram
clonados no vetor de expressdo pKLD empregando-se estratégias de recombinacdo
homodloga. Ap6s a construcdo dos vetores, estes foram utilizados para transformar a
linhagem K. phaffii-X33. Apos selecdo em placa contendo antibiético, linhagens
recombinantes contendo cada um dos genes foram confirmadas por PCR. O plasmideo
pKLD sem nenhum gene sendo superexpresso foi utilizado para obter uma linhagem
controle. As linhagens recombinantes foram avaliadas quanto a tolerancia a HMF, furfural e
hidrolisado de biomassa de cana. Os dados demonstraram a capacidade de alguns genes
aumentarem a capacidade de destoxificacdo do meio e consequente melhor crescimento da
linhagem transformada mesmo na presenca do inibidor. Das 6 linhagens transformadas
obtidas, duas apresentaram menor periodo de adaptacdo, de 14 horas, em relagdo a
linhagem controle, que necessitou 20 horas para ultrapassar a fase lag de crescimento, em
furfural 2 g/L e em hidrolisado 30%. Ademais, uma destas linhagens transformadas
demonstrou uma taxa de crescimento 42,6% maior em furfural 2 g/L do que a mesma taxa
na linhagem controle. Assim, a superexpressdo de genes selvagens da K. phaffii permitiu a
construcdo de linhagens mais tolerantes aos inibidores do hidrolisado lignocelulosico para
aplicacdo em bioprocessos.
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