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Resumo

O presente trabalho tem como objetivo caracterizar linhagens recombinantes de Komagataella
phaffii X-33 expressando expansinas € mono-oxigenases liticas de polissacarideos (LPMOs),
visando a sua futura aplicagdo em coquetéis enzimaticos voltados a nutricdo animal. Foram
realizadas a reativagdo, a preservagdo e a avaliacdo da expressdo proteica das linhagens
recombinantes. 21 linhagens que estavam preservadas por nove anos em ultracongelamento a
—80 °C foram reativadas, e suas viabilidades foram confirmadas em meio YPD suplementado
com zeocina (100 pg/mL). Todas apresentaram crescimento satisfatorio e auséncia de
contaminagdo, evidenciando a eficiéncia do método de conserva¢do e a manutengdo da
estabilidade genética apos longo periodo de armazenamento. O estoque de trabalho foi refeito
a partir de cultivos liquidos adicionados de glicerol 60% como crioprotetor e armazenados
novamente em ultrafreezer. Onze essas 21 linhagens foram avaliadas quanto a produgao das
proteinas heterologas, os cultivos foram realizados em meio indutivo (BMGY/BMMY)
contendo metanol a 2%, conforme protocolo descrito no EasySelect™ Pichia Expression Kit
Manual. Apos a indugdo, o sobrenadante foi coletado, concentrado aproximadamente seis
vezes em um Amicon® Stirred Cells com membrana de 5 KDa e submetido a andlise por SDS-
PAGE. Os resultados demonstraram que trés das linhagens avaliadas produtoras de LPMOs de
Trichoderma reesei, Colletotrichum graminicola e Botryobasidium botryosum e quatro
linhagens produtoras de expansinas do Saccharum complex, apresentaram expressao
satisfatoria das proteinas-alvo, todas essas transformadas com o vetor pPICZB. Os géis
revelaram bandas bem definidas nas amostras concentradas, confirmando a expressdao das
proteinas recombinantes. Outras quatro linhagens produtoras de LPMOs transformadas com
genes de Thermobifida fusca, Agarivorans albus e Hahella ganghwensis, também cultivadas

em meio indutivo e transformadas com o vetor pPICZoA, ndo apresentaram producdo
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satisfatoria, possivelmente devido ao baixo nimero de células no in6culo. No entanto, uma das
linhagens transformadas com gene de LPMO de T. fusca, exibiu produ¢ao discreta, aquém do
esperado. Esses resultados indicam a necessidade de ajustes nas condi¢des de cultivo e indugdo
para otimizacdo da expressdo. De modo geral, os dados obtidos até o momento comprovam a
viabilidade e a integridade genética das linhagens apds longo periodo de conservacao e
demonstram o potencial do sistema de expressdao em K. phaffii X-33 para a produgdo estavel
de expansinas e LPMOs recombinantes. Para as proximas etapas, espera-se analisar a produgdo

das dez linhagens restantes e verificar se o sitio ativo das enzimas estd funcional.
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