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Resumo

O avango da biotecnologia tem impulsionado a busca por alternativas sustentaveis a
utilizagdo de matérias-primas de origem fossil. Nesse cendrio, a biomassa lignocelulosica
destaca-se como fonte promissora para a geragdo de compostos de valor cientifico,
ambiental e econdmico, com destaque para a producdo de etileno glicol. Por suas
propriedades fisico-quimicas atua como bloco construtor fundamental na industria, sendo
indispensavel na sintese de polimeros, fibras de poliéster, resinas, plasticos e fluidos
anticongelantes. Por meio da inser¢do da via de Dahms, composta pelas enzimas xilose
desidrogenase (XDH), xilonato desidratase (XD) e aldolase (ALDO), em linhagens de
Komagataella phaffii (Linhagem JA122), tornou-se possivel metabolizar a xilose, aglicar
abundante em hidrolisados de biomassa lignoceluldsica, para obter esse importante
composto industrial. No entanto, foi observado que essa linhagem também converte
glicolaldeido (GA) em acido glicolico (AG) por meio da acdo de uma aldeido
desidrogenase (ALDH) endogena. O objetivo do projeto ¢ aumentar a eficiéncia de
producdo de EG em K. phaffii por meio de engenharia genética. Para isso foram
identificados genes putativos que codificam aldeido desidrogenase (ALDH) para serem
silenciados, além de superexpressar possiveis candidatas a aldeido redutases (ALDR).
Para atingir os objetivos propostos, foram construidos cassetes de delecdo baseados no
sistema mazF para promover o silenciamento dos genes-alvo, e cassetes de
superexpressao visando potencializar a atividade da aldeido redutase e, assim, aumentar
a eficiéncia de producdo das linhagens recombinantes. Além disso, sera realizada
mutagénese sitio-dirigida na enzima xilonato desidratase (XD), considerada um gargalo
para o acimulo de 4cido xilonico, importante intermedidrio da via. Até o momento, trés
linhagens recombinantes com silenciamento de ALDH foram obtidas e avaliadas quanto
aos niveis de producdo de EG e AG em processos fermentativos. Essas linhagens ndo
apresentaram diferenca significativa em relacdo ao controle para a produgdo de EG,
indicando que os genes testados provavelmente ndo estdo envolvidos como ALDH no

metabolismo deste composto. Quatro cassetes de superexpressao foram construidos e
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estdo prontos para serem transformados em K. phaffii. Além disso, ja foram obtidos
quatro amplicons contendo a mutacdo sitio-dirigida na enzima XD. Paralelamente, foi
conduzido um processo fermentativo utilizando hidrolisado de biomassa para avaliar a
producao de EG pelas leveduras modificadas. Fermentagdes em batelada alimentada,
conduzidas em fermentador de bancada com aproximadamente 2 litros, sob temperatura
de 30 °C e agitagdo de 200 rpm, demonstraram que, em meio com xilose, a producio
alcangou 3,2 g/L, enquanto em hidrolisado atingiu 1,5 g/L, resultados superiores aos

relatados para linhagens de Saccharomyces cerevisiae reconhecidas na literatura
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