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CEPA H. POLYMORPHA, E PROCESSO PARA A FABRICACAO DE

ETANOL

PRIORIDADE E REFERENCIAS INCORPORADAS

[001] O presente pedido reivindica prioridade para o
pedido provisoério n ° U.S. 61/050.685, depositado em 06 de maio,
2008, que esta incorporado integralmente a titulo d e referén-
cia, incluindo-se no mesmo todas as referéncias cit adas naquele
documento (repetidas no presente), nos limites em g ue tais re-
feréncias ajudem na compreenséo da invencao ou na o btencdo de
materiais e métodos que possam facilitar a préatica da invencao.
Se o conteudo de uma referéncia citada entrar em co nflito com o
ensinamento do presente pedido, esse deve prevalece r.

CAMPO DA TECNICA

[002] O presente pedido refere-se ao campo da producao
de etanol celulésico por fermentacéo, particularmen te a fermen-
tacdo de fontes de amido e carbono xilana, ainda, m ais particu-
larmente, a cepas de H polymorpha recombinante Uteis para a
producéo de etanol por fermentacdo em amido e xilan a e, ainda
mais particularmente, a cepas de H. polymorpha  que excretam o-
amilase (SEQ ID NO: 2) e glucoamilase (SEQ ID NO:4) recombinan-
tes, e/ou xiloidrolase e xilosidase para alcangarem a producéao
de etanol por fermentacdo em meio contendo amido e xilana.

INTRODUCAO

[003] A producdo de etanol para combustivel a partir
de matérias-primas renovaveis, tal como a biomassa de plantas,
é de grande relevancia Econémica e Ecoldgica. As li gnoceluloses
de planta sdo potenciais cargas alternativas a saca rose e aos
polissacarideos com base de amido que sdo comum e a mplamente
utilizadas para a producéo de bioetanol. A lignocel ulose e ou-
tros polissacarideos derivados de plantas represent am uma fonte
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de energia renovavel sustentavel que pode ser repro duzida pela
bioconversdo de diéxido de carbono. Um dos muitos b eneficios
ambientais visados em relacdo a bicombustiveis prod uzidos a
partir de plantas em relagdo aos combustiveis fésse is € a redu-

¢ao significativa de gases do efeito estufa [6, 24]
[004] A maior parte do etanol produzido no mundo atu-

almente é derivada de amido ou sacarose. Amidos e a cUcares sé@o
abundantes em muitas colheitas, mas a expansao da p roducédo de
etanol como um combustivel liquido de transporte va I exigir ma-
térias-primas que nao concorram diretamente com uso s de alimen-
tos e de alimentac&o para animais. Tais matérias-pr imas incluem
residuos de subproduto de lignocelulose da agricult ura e silvi-
cultura [14].

[005] A palavra lignocelulose € um termo genérico para
a matéria de plantas derivada de residuos agricolas e de madei-
ra. E composta principalmente de lignina e celulose , assim como
guantidades significativas de hemicelulose com quan tidades me-
nores de proteinas estruturais e matéria organica s olvente pas-
sivel de extracdo [14]. A hemicelulose € um polissa carideo
substituido que consiste em xilana como cadeia prin cipal e esta

presente nas paredes celulares de plantas [H].
[006] O processamento de lignocelulose e amido para

etanol consiste em quatro operagdes principais: pré -tratamento,

hidrélise, fermentacédo, e separacéo/purificacdo do produto. A
bioconversdo do amido envolve a hidrélise e a ferme ntacao enzi-

matica da glicose resultante em etanol com a produg ao de copro-
dutos de alimentacdo animal. A hidrélise de lignoce lulose é
mais dificil devido a esta estrutura mais complexa e a grande
variacdo nesta composicdo em diferentes plantas (ce reais, ma-
deiras moles, madeiras duras, etc.) e dentro de uma planta
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(caules, cascas, palhas, sabugos, forragem, folhas, cernes,
etc.) [14]. A xilose é 0 maior acucar de pentose ob tido sob hi-

drolise de fracdo de hemicelulose com L-arabinose C 5 e outros
acucares C6 tais como glicose, manose, galactose co mo as hexo-

ses primarias [11].
[007] Devido a muitas etapas envolvidas e os altos

aportes de energia requeridos para processar a lign ocelulose, 0
desenvolvimento de tecnologias mais diretas e barat as sao ne-
cessarias para a viabilidade comercial de lignocelu loses como
matérias-primas. A conversdo microbiana direta (DMF , Drect M-
crobial Fermentation (Fermentacéo Microbiana Direta)) de pol i-
meros de carboidratos € uma opcao que pode melhorar a Economia
de producéo de bioetanol a partir de lignocelulose. Um dos preé-
requisitos chave para o desenvolvimento desta tecno logia € a
obtencdo de microorganismos podem fermentacéo diret a de amido e
xilana para etanol em temperaturas elevadas [15]. A temperatura
Otima das enzimas hidroliticas atuais envolvidas em DMF é apro-

ximadamente 50 °C onde a maioria dos microorganismos utilizados

atualmente na producao de bioetanol a partir de lig nocelulose e
acUcares de amido sdo mesofilos com étimo crescimen to e tempe-
raturas de fermentacao entre 28 e 40 oC [6].

[008] Estudos recentes em laboratérios indicam que a

levedura metilotrofica termotolerante, Hansenula polymorpha , é
capaz de fermentar D-xilose e D-glicose para etanol em tempera-

turas elevadas (37 a 48° C). Em vista de sua alta t emperatura
Otima para crescimento e fermentacgéo, a H. polymorpha  é uma boa
candidata para um desenvolvimento posterior de tecn ologia DMF
[3, 26]. Ja que a H. polymorpha  néo pode utilizar amido e xila-

na como fontes de carbono e energia, a clonagem e a expressao
excessiva de genes xilanoliticos e amilolitico hete rologos nes-
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ta levedura sao necessarias.

[009] As p-1,4-xilanas sdo polissacarideos heterogé-

neos encontrados na maioria das partes das paredes celulares
das plantas. Os mondmeros de xilose ligante de B-1.4 formam uma
cadeia principal na qual diversos substituintes séo anexados
[30]. A hidrélise da cadeia principal de xilana é c atalisada
por endo- R-1,4-xilanases (1,4- B-D-xilana xilana hidrolase, EC

3.2.1.8) e B-D-xilosidases (1,4- B-D-xilana xiloidrolase, EC
3.2.1.37). As endo- p-xilanases agem em xilanas e xilo oligossa-

carideos, produzindo principalmente misturas de xil o oligossa-
carideos. As B-D-xilosidases hidrolisam os xilo oligossacari-

deos como D-xilose [19]. Os fungos Trichoderma e Aspergillus
secretam grandes quantidades de enzimas degradantes de xilana
eficientes. O Trichoderma  reesei € um fungo mesofilico filamen-

toso conhecido por suas atividades celulolitica e x ilanolitica

[3]. As duas maiores endo-xilanases passiveis de in ducao secre-
tadas por este fungo séo Xynl e Xyn2. A Xyn2 (SEQ | D NO: 7) re-
presenta mais de 50% do total da atividade xilanoli tica de T.
reesei cultivado em xilana. Os membros do género Aspergillus
séo também eficientes produtores de enzimas celulol iticas e xi-
lanoliticas. O gene xInD de A. niger codificando o 804-

aminoacido B-xilosidase foi expresso na levedura com sucesso

[19].
[010] O amido é composto de duas fracdes de peso mole-

cular alto: amilose e amilopectina. A amilose, 0 me nor compo-
nente (20 a 30%) é um polissacarideo linear formado por resi-
duos de glicose ligante a-1,4 e pontos de ramificagdo a-1.6,
enquanto que a amilopectina representa a maior frag ao de amido
(70-80%) e é altamente ramificada [4]. O amido é de gradado por
duas amilases secretadas: a-amilase (SEQ ID NO: 2) e a glucoa-
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milase (SEQ ID NO:4) [25]. A a-amilase (SEQ ID NO: 2) 1,4- o-D-
glucano glucanohidrolase, EC 3.2.1.1) catalisa a cl ivagem de
endoamilolitico de ligacGes de o-1,4 glicosidicas de substrato

de amido e similares que liberam maltose, oligossac arideos e
limtam as dextrinas. A glucoamilase (1,4- a- D-glucano-
glucoidrolase, EC 3.2.1.3) (SEQ ID NO:4) hidrolisa os gluco-
oligossacarideos e maltose para D-glicose. A levedu ra Schwanni-
omyces occidentalis produz enzimas amiloliticas e fermenta o

amido em etanol com alta eficiéncia [34]. A a-amilase (SEQ ID

NO: 2) secretada por esta levedura é codificada pelo gene SWA2

(SEQIDNO:1) .Ogene GAM1(SEQIDNO:3) codifica a glucoami-
lase (SEQ ID NO:4) secretoria.

[011] Alguns residuos agricolas de lignocelulose obti-

dos no processamento de graos de cereal tais como m ilho (exem-
plo: cascas fibrosas de milho) contém uma quantidad e significa-
tiva de amido. Por esta razao o desenvolvimento de cepas micro-
biais pela conversao direta ativa tanto de amido qu anto de lig-
nocelulose em etanol € de grande significancia come rcial.

DESCRICAO RESUMIDA

[012] Aqui sédo descritas as cepas de H. polymorpha
amilolitica e xilanolitica com capacidade de fermen tacdo alcoo-
lica diretas de amido e xilana. A construcdo das ce pas pela in-
sercao eficaz nos cromossomos e expressao dos genes Scw. occi-
dentalis SWA2 (SEQ ID NO: 1) e GAM1 (SEQ ID NO: 3) , T. reesei
XYN2e A. niger xInD nesta levedura. Além disso, uma cepa que
expresse excessivamente piruvato descarboxilase (PD C) foi pro-
jetada com um ou mais destes genes. Em cada caso, a S cepas con-
seguiram crescer apenas em um meio que contém ou am ido solubi-
lizado ou xilana solubilizada e conseguiram ferment ar as mesmas
em etanol em varios niveis. As cepas que também exp ressaram ex-
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cessivamente PDC apresentaram titulos mais altos de etanol que
as cepas gue apenas expressaram excessivamente 0S ¢ enes SWA?2
(SEQIDNO:1) e GAMLIL (SEQ ID NO: 3)

DESCRICAO DOS DESENHOS

[013] Figura 1. Os Esquemas lineares dos plasmideos
pGAM1 (SEQ ID NO: 3) (~ 6,63 kb), pPGAML (SEQ ID NO: 3) SWA2 (SEQ
IDNO:1) (~9,1kb), pOR1 (~10,8 kb) e pOR11 (~10 kb). O fr ag-

mento de genoma  S. cerevisiae gue contém o gene LEUZ2 é apresen-

tado como caixa cinza, o promotor HpGAPe apresentado como cai-
xa verde, o terminal HpAOX: caixa laranja, o0 ORF do gene GAM1
(SEQ ID NO: 3) € apresentado como caixa azul, 0 ORF do gene

SWA2 (SEQ ID NO: 1) : caixa vermelha, o gene aminoglicosideo 3-

fosfotransferase (APH):caixa preta. Sitios de restr icdo:H, Hind
I; RV, EcoRV; K, Kpn; R, EcoR [; SI, Sal [; B, BanH [; Bg,
Bgl 1I; Sc, Sac [; P, Pst I; Sm, Smal.

[014] Figura 2. Os Esquemas lineares dos plamideos
pKO8-GAPpr (7,6 kb), pKO8-GAPpr_ SWA2 (SEQ ID NO: 1) (9,1 kb) e
pKO8-GAPpr_XYN2 (8,27 kb). O fragmento de genoma S. cerevisiae
gue contém o gene LEUZ2 é apresentado como caixa cinza, 0 promo-
tor HpGAPé apresentado como caixa amarela, o terminal HpA-
OXcaixa azul, o ORF do gene SWA2 (SEQ ID NO: 1) :caixa verme-
lha, o ORF do gene TrXYN2:caixa laranja. Sitios de restrigdo:H,

Hind III; Nd, Nde I; K, Kpn I; RI, EcoR [; SI, Sal I; BI, BanH
l; Bg, Bgl 1I; Sc, Sac |; P, Pst [I; Nt, Not .

[015] Figura 3. Os Esquemas lineares de plasmideos
PXYN2 (~ 4,24 kb), pXYN2xInD (~ 7,61 kb) e pOR2 (-9 ,57 kb).
Caixa cinza, o fragmento de genoma S. cerevisiae gue contém o
gene LEUZ caixa verde, o promotor HpGAP caixa laranja, o ter-

minal HpAOX caixa azul, o fragmento que contém ORF de um gene
A. niger xInD ; caixa vermelha, o fragmento que contém ORF de
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gene T. reseei XYN2. Sitios de restricdo:H, Hind 1lI; RV,
EcoRV; K, Kpn [; RI, EcoR [; SI, Sal 1; B, BanH I; Bg, Bgl 1I;
Sc, Sacl; P, Pst I; Sm, Smal; Xb, Xbal; Sp, Sph 1.

[016] Figura 4. A producgéo de etanol pelos recombinan-
tesde H.polymorpha ,2Eth - leul-l /pOR1#14'(A)e# 7 (B)no
meio YNB minimo com 2 % de amido solivel como Unica fonte de
carbono com meio de pH:1 diferente- sem pH adjacent e; 2 - pH 6;
3-pH5)5; 48 ° C,135rpm.

[017] Figura 5. A producéo de etanol pela cepa recom-
binante de H. polymorpha 495 2Eth - leul-1 /pOR2 no meio YNB mini-
mo com 3% ou 9% xilana de madeira de vidoeiro com m eio de pH
diferente (A) e condicOes de aeracéo (B). 48° C.

[018] Figura 6. A demonstracédo de genes GAM1 (SEQ ID
NO: 3), SWA2(SEQIDNO:1) , XYN2(SEQIDNO:7) ,e xinD sobo

promotor de HpGAP em DNA genbmico de transformadores de H.
polymorpha por meio de PCR. Banda ## 2, 3:no par de iniciador es
K43, Ko51 foi utilizado para analise dos transforma ntes obtidos
pela transformacdo com plasmideo pOR2 para mostrar 0 construto
artificial: T. reesei XYN2 ORF fundido com promotor HpGAP e
terminal HpAOX Banda ## 4, 5. o par de iniciadores K43, Ko47

foi utilizado para andlise dos transformantes obtid 0s por plas-
mideo pOR2 para apresentar o construto: A. niger xInD fundido

com o promotor HpGAPR Banda ## 6,7: 0 par de iniciadores K43,

Ko49 foi utilizado para andlise do transformante ob tido por
plasmideos pOR1 e pOR11 para mostrar 0 construto: GAM1 (SEQ ID
NO: 3) de Scw. occidentalis fundido com o promotor HpGAR. Ban-
da ## 8, 9: o par de iniciadores K43, Ko50 foi util izado para
analise dos transformantes obtidos por plasmideos p OR1 e pOR11
para mostrar o construto: ORF de Scw. occidentalis SWA2 (SEQ ID
NO: 1) fundido com o promotor HpGAR e terminador HpAOX Banda
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## 1, 10: marcadores DNA.
[019] Figura 7. A Formagéo de halos claros pelos re-

combinantes de H. polymorpha  que expressam 0s genes Scw. occi-
dentalis SWA2 (SEQ ID NO: 1) e GAM1 (SEQ ID NO: 3) conduzidos
pelo promotor HpGAR. A cepa de controle Scw. occidentalis nao
produz um halo no meio suplementado com glicose (B) devido a
repressao de promotores nativos de genes SWA2 (SEQIDNO:1) e
GAM1 (SEQ ID NO: 3) . A segunda cepa de controle 2Eth - leul -1nédo
pode crescer no meio com amido como Unica fonte de carbono (A).

[020] Figura 8. A producéo de etanol por cepas recom-
binantes de H. polymorpha  2Eth - leul -1/pOR1 ## 7 e 14' no meio

YNB minimo com 2% do amido soluvel, 48 ° C, 135 rpm.

[021] Figura 9. A analise SDS-PAGE de meio cultural
das cepas recombinantes # 7, 14 (495 2Eth - leul -1/pOR1), 1, 2'
4', 29 (495 2Eth - leul -1/pOR11) e cepa receptora 495 2Eth - leul -
1.A Eletroforese foi realizada com o uso de um gel de separacao
8%, bandas de proteina foram visualizadas por manch a Coomasie e
Silver. A, visualizacdo de glucoamilase; B, visuali zacdo de o
amilase (SEQ ID NO: 2) ; as bandas difusas de a-amilase (SEQ ID
NO: 2) presumidamente sdo devido as diferenciacbes de gra us de
glicosilag&o. L, marcador de peso molecular de prot eina.

[022] Figura 10. A Formacao de halos claros pelos re-
combinantes de H. polymorpha s ##7, 14 (495 2Eth - leul -1/pOR1) e
integrantes de multicépias ## 1', 2', 3, 4' e 2g ( 495 2Eth -
leul -1/pOR11).

[023] Figura 11. Resultados de hibridizacdo Southern

dot-blot que ilustra um numero de coépia de genes co dificando
enzimas amiloliticas em transformantes de H. polymorpha . O pro-
motor HpGAPfoi utilizado como uma sonda. Cepas:1 - wt (1 copi a
padréo); 2, 3 - ## 7, 14 (aproximadamente 3 a 4 cop ias); 4, 5,
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7 -## 1, 2, 4, respectivamente (aproximadamente 6 a 8 co-
pias); 6 - # 3' (~3 copias).

[024] Figura 12. A Atividade especifica de a-amilase
(SEQ ID NO: 2) (A) e glucoamilase (SEQ ID NO:4) (B) em meio
cultural de cepas de levedura recombinantes ## 7, 1 4, 6 (495

2Eth - leul -1/pOR1) contendo 3 a 4 copias de genes de amilase
#t1', 2' 4', 2g (495 2Eth - leul -1/pOR11) contendo 6 a 8 cépias
dos genes.

[025] Figura 13. A producéo de etanol pelos recombi-
nantes de  H. polymorpha  2Eth - leul -1/pOR1 (# 1. um meio de pro-

ducao de etanol das cepas ## 7 e 14) e 2Eth - leul -1/pOR11 (# 2:
um meio de producao de etanol das cepas ## 1', 2/, 4', 29). As
cepas foram cultivadas em meio YNB minimo com 3% de amido solu-

vel de pH 5,5, 48 ° C, 135 rpm.
[026] Figura 14. A producdo de etanol pelas cepas de

H. polymorpha  que expressem excessivamente 0s genes de enzimas

amiloliticas e gene PDC1no meio minimo com 3% amido soluvel;

48° C, 135 rpm. 4', os transformantes 495 2Eth - leul -1/pOR11 (ce-
pas de recipiente, controle); 6p, 10, 12, as transf ormantes
4'/ploxZeoloxPDC1Hp.

[027] Figura 15. A Formagéo de halos claros pelo re-
combinante de H. polymorpha  #6p (4'/ploxZeoloxPDC1Hp) e seus
derivativos: integrantes ## 1, 2, 2-1, 3, 4, 5, 7, 9, 10
(6p/pOR1).

[028] Figura 16. A producao de etanol pelas cepas de

cepa de H. polymorpha s que expressam excessivamente as enzimas

amiloliticas e Pdclp em meio minimo com 3% de amido solavel em
47°C com aeracéao restrita. 4', o transformante 495 2Et h- leul-
1/pOR11; 6p, o transformante 4'/pZeoloxPDC1Hp; 3, 4, 5, os

transformantes 6p/pORL1.
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[029] Figura 17. O crescimento de recombinantes de H.
polymorpha que expressam genes endoxilanase (SEQ ID NO: 8) e B-
xilosidase (SEQ. ID NO 6) no meio com a xilana como Unica fonte
de carbono. A, Crescimento das cepas recombinantes gue expres-
sam genes de endoxilanase e B-xilosidase (cepas ## 6x e 8x) em
meio sélido com xilana como Unica fonte de carbono. B, Acumulo
de biomassa por cepas que expressam genes de endoxi lanase (SEQ
ID NO: 8) e g-xilosidase (SEQ. ID NO 6) durante o crescimento
em meio minimo liquido com 3% de xilana de madeira de vidoeiro
(B1) ou 2% de xilose (B2), 48 °C, 240 rpm. 6X, 8x, os transfor-

mantes 495 2Eth - leul-1 /pOR2.

[030] Figura 18. Formacdo de halos amarelos (A) ou
claros (B) pelos recombinantes de H. polymorpha  que expressam
os genes A.niger xInD e T.reseei XYN2

[031] Figura 19. Atividade especifica de endoxilanase
(A) e p-xilosidase (B) em cultura de meio de cepas recombi nan-
tesde H.polymorpha 4952Eth -+ pOR2 ## 6x e 8x.

[032] Figura 20. A. sequéncia de construtos recombi-
nantes que contém o promotor GAP de H. polymorpha ( sublinhado
simples) de modo operavel ligado ao gene SWA2(SEQ. IDNO 1) e
ao terminal AOX de H. polymorpha  AOX (sublinhado duplo). B. A
sequéncia de aminoacido de o- amilase (SEQ. ID NO 2) de Schwan-
niomyces occidentalis codificado pelo gene SWA2 (SEQ ID NO: 1)

[033] Figura 21. A. Sequéncia de um construto recombi-
nante que contém o promotor GAP de H. polymorpha  GAP (sublinha-
do simples) ligado de maneira operavel a um gene GAMLSEQ. ID
NO 3) e ao terminal AOX de H. polymorpha  (sublinhado duplo). B.
Sequéncia de aminoacido da glucoamilase (SEQ. ID NO 4) de
Schwanniomyces occidentalis codificada pelo gene GAM1 (SEQ ID
NO: 3) .
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[034] Figura 22. A. Sequéncia de um construto recombi-
nante que contém o promotor GAP de H. polymorpha  (sublinhado
simples) ligado de modo operavel a um gene xInD (SEQ. ID NO 5)
de A. niger incluindo sua sequéncia de terminal endégeno (SEQ.
ID NO 9, sublinhado duplo). B. Sequéncia de aminoac ido de  B-
xilosidase (SEQ. ID NO 6) codificada pelo gene xInD .

[035] Figura 23. A. Sequéncia de um construto recombi-
nante que contém o promotor GAP de H. polymorpha  (sublinhado
simples) ligado de modo operavel a um gene Xyn2 (SEQ. ID NO 7)
de Trichoderma reesei incluindo sua sequéncia de terminal endo6-
geno (SEQ. ID NO 10, sublinhado duplo). B. Sequénci a de aminoa-
cido de endo- p-xilanase (SEQ. ID NO 8) codificado pelo gene
Xyn2.

[036] Descricdo Detalhada de Métodos, Cepas e Resulta-
dos

[037] Cepas e Meios.

[038] Acepade H.polymorpha 495 2Eth - leul -1 defici-

ente de  p-isopropilamato desidrogenase e que ndo consegue cr es-

cer em etanol [14], foi utilizada como recipiente p ara isola-
mento dos recombinantes amiloliticos e xilanolitico S. Esta cepa
€ um derivativo de NCYC 495 leul -1 [8]. Cepas e transformantes

de levedura cresceram em YPD (0,5% extrato de leved ura, 1% pep-
tona, 2% glicose) ou meio minimo (0,67% YNB sem ami noacidos, 2%
glicose, 3% amido solluvel (Sigma S2630-500G) ou 3% xilana de
madeira de vidoeiro (Fluka X0502-100G) em 37 °Cou48 ©°C.Paraa
cepa 495 2Eth - leul -1, leucina (40 mg/l) foi adicionada ao meio.

Para a selecdo de transformantes de levedura em YPD , 0,2 mgl/l
de G418 (geneticina) ou 150 ug/ml de zeocina foram adicionados.

[039] Acepa E.coli DH5a [ ¢80dl ocZAM15, rec Al, endAl,
gyr A96, thi -1, hsdR17(r -k, m *.), supE44, rel Al, deoR, A(lac- ZYA-
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argF)uU169] foi utilizada como hospedeira para propa gacao de
plasmideos. A cepa cresceu em 37°C em meio LB tal ¢ omo descrito
previamente [27]. Células transformadas E. coli foram mantidas

em um meio que contém 100 mg/L de ampicilina.
Técnicas de DNA.
[040] Técnicas padrédo de clonagem foram aplicadas

[27]. Isolamento de DNA plasmideo de E. coli foi experimentado
com o Sistema de Purificacdo de DNA Minipreps Wizar ds Plus SV
(Promega, Madison, WI, E.U.A). O DNA gendmico de H. polymorpha
Scw. occidentalis , T. reesei e A. niger foiisolado utilizando
o Kit de Purificagdo Wizards DNA gendmico (Promega, Madison,
WI, E.U.A). As endonucleases de restricao, ligase d e DNA T4 e
polimerase de DNA T4 (Fermentas, Vilnius, Lituania) foram uti-
lizadas de acordo com as especificacdes do fabrican te. Os frag-
mentos de DNA foram separados em 0,8% gel de agaros e (Fisher
Scientific, Fair Lawn, NJ, E.U.A) em 1xTAE [27]. O isolamento
de fragmentos de gel foi executado com Kit de Extra cédo de DNA
(Millipore, Bedford, MA, E.U.A). polimerase de DNA Taq e Poli-
merase de Mistura com Alta Fidelidade (Fermentas, V ilnius, Li-
tuania) foram utilizados para PCR analitico e prepa rativo, res-
pectivamente. Os PCRs foram executados em termocicl ador Gene-
Amps PCR Sistema 9700 (Applied Byosistems, Foster C ity, CA,
E.U.A). A transformacéo de levedura H. polymorpha  pela eletro-
poracéo foi executada como foi descrito acima [5], A construcao
de plasmideos transportando os genes de a-amilase (SEQ ID NO:
2) e glucoamilase de Scw. occidentalis

[041] O quadro aberto de leitura (ORF) junto com o
terminal nativo do gene GAML1 (SEQ ID NO: 3)  codificando glucoa-
milase (~3,27 kb) foi isolado do DNA gendmico da ce pa Schw. oc-

cidentalis NRRL Y-2470 pelo uso de iniciadores PCR Ko48 (CCC
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AAG CTT ATG ATT TTT CTG AAG CTG) e Ko49 (GGA AGA TC TTTCTTT

ACA AGA CCA ATG). Os sitios de restricéo Hind Ill e Bgl Il fo-
ram incorporados aos iniciadores Ko48 e Ko49 (os si tios de cli-
vagem estéo sublinhados). O produto PCR foi digerid 0 com endo-
nucleases de restricao Hind Ill e Bgl Il e posto sob o promotor

forte constitutivo do gene gliceraldeido-3-fosfato desidroge-
nase ( HpGARr), digerido com Hind 1l e Bam HI. O construto
HpGARr+ GAM1 (SEQ ID NO: 3)  foi inserido em um sitio BamHI do
plasmideo pUC57 por meio de ligacdo dupla. O plasmi deo resul-
tante foi nomeado como p GAM1 (SEQ ID NO: 3) e utilizado como

vetor para as seguintes construcdes (Figura 1).

ORF dogene SWA2 (SEQ ID NO:1) codificando a-amilase
(SEQ ID NO: 2) (~2 kb) foi amplificado pelo PCR, com o uso de
iniciadores de SWA1 (TAG TCG CA TAT GAG ATT TTC AAC TGA AGG),
SWA2 (SEQ ID NO: 1) (CTA TTG ATT GCA GAT GCC AGA TCC C) e DNA
genbmico de  Scw. occidentalis NRRL Y-247 como modelo. O sitio
de restricdo Nde | foi incorporado no iniciador SWAL. 5'-
terminacao do produto PCR foi digerido com Nde I, em que o 3-
terminacao foi inadequado. O produto foi inserido n o plasmideo
pKO8-GAPpr (Figura 2). ORF do gene SWA2 (SEQ ID NO: 1) foi pos-
to sob o HpGARr e fundido com o terminador HpAOX( HpAOXr). O
plasmideo construido pKO8-GAPpr_ SWA2 (SEQ ID NO: 1) foi utili-
zado como modelo para amplificacdo por PCR do fragm ento de DNA
gue conttm  HpGARt+ SWA2ORFHpAOXr utilizando iniciadores K43
(CCG GAT CCC AAT TAT CAT TAATAA TC), Ko51 (CGC GGA TCC AAT CTT

GCC TTT AAA ATG). O produto resultante de PCR foi d igerido com
endonuclease de restricdo BamHI e inserido no sitio BamHI do
plasmideo pGAM1. O plasmideo construido foi nomeado p GAM1SWA2
(Figura 1). O gene Saccharomyces cerevisiae LEU2 (marcador de
selecdo) foi inserido no sitio de restricao Pst | do plasmideo
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pPGAM1SWAR o construto resultante foi nomeado pOR1 (Figura 1).
[042] O gene aminoglicosideo 3 -fosfotransferase ( APH

gue confere resisténcia ao G418 em leveduras foi is olado do

plasmideo pGLG61 apds a sua digestédo pela endonucle ase de res-

tricdo Pst 1. O fragmento de pGLG61 [30] Pst | que contém o ge-

ne foi ligado com a porgéo Pst | do plasmideo pOR1 que carrega

0S genes recombinantes GAM1 (SEQIDNO:3) , SWA2(SEQID NO:1)

e parte de bactéria, mas sem o gene S. cerevisiae LEU2 . O plas-

mideo resultante foi nomeado pOR11 (Figura 1).

[043] A sequéncia dos construtos recombinantes SWA2
(SEQ ID NO: 1) e GAM1 (SEQ ID NO: 3) para expressao em H.
polymorpha € apresentada nas Figuras 20 e 21 respectivamente.

Construcdo de plasmideos que carregam o0s genes de e n-
doxilanase e p-xilosidase de T. reesei e A. niger, respectiva-
mente.

[044] O gene xInD que codifica para B-xilosidase (SEQ.
ID NO 6) foi derivado do fungo A.niger .ORFdogene XxInD junto
com o terminador nativo (~2,79 kb) foi isolado do D NA genbmico

da cepa NRRL 3  A. niger utillizando iniciadores Ko46 (TGC TCT L
AGA ATG GCG CAC TCA ATG TCT CG) e Ko47 (CCC GAG CTC  AGC TAT GCT
AGC AAG CAG C). O produto PCR foi tratado com endon ucleases de
restricao Sac | e Xba I (os sitios destas endonucleases flan-
gueiam o produto) e coloca sob o HpGARr. O construto HpGA-
Ppr+xInD foi inserido no sitio de Sac | do plasmideo pUC57. O
plasmideo resultante foi nomeado pxInD e utilizado como vetor
para as seguintes construcoes (Figura 3).

[045] ORF do gene XYN2 que codifica endoxilanase
(~0,67 kb) sem regido de introns foi amplificado pe lo PCR, com
0 uso de iniciadores TR1 (TTC TCA CAT ATG GTT GCC T TT TCC AGC
CCT CAT CTG CGC), TR2 (CTA GTT GCT GAC ACT CTG TGA  GGC AGA ACC
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ACT ACC ACC), TRir (GAG CCG CCAAAG TTG ATG GGA GCA  GAA GAT CCA
GTC GTC), TRif (GAC GAC TGG ATC TTC TGC TCC CAT CAA CTT TGG CGG
CTC) e DNA genbmico de T. reseei NRRL 11460 como modelo. 5-

terminacdo do produto PCR foi digerido com Nde I, em que o 3-
terminacao foi inadequado. O produto foi inserido n 0 plasmideo
pKO8-GAPpr (Figura 2). ORF do gene XYN2 foi colocad 0 sob HpGA-
Ppr e terminado pelo HpAOXr. O plasmideo resultante pKOS8-
GAPpr_XYN2 (Figura 2) foi utilizado como modelo de amplificacéo
pelo PCR do fragmento de DNA que contém HpGA-
Ppr+ORF_XYN2-+HHpAOXr que usam iniciadores K43 (CCG GAT CCC AAT
TAT CAT TAA TAA TC), Ko50 (GGA AGA TCT AAT CTT GCC TTT AAA
ATG). O produto resultante PCR foi digerido com end onucleases
de restricdo BamHI e Bgl Il e inserido no sitio Bam HI do
plasmideo pxInD. O plasmideo construido foi nomeado pxXINDXYN2
(Figura 3).

[046] O gene S. cerevisiae LEU2 foi inserido no sitio
do Pst | plasmideo pxInD XYN2 e o plasmideo final foi des ignado
como pOR2 (Figura 3).

[047] A sequéncia dos construtos recombinantes XylD e
XYL2 para expressao em H. polymorpha  séo apresentados nas Figu-

ras 22 e 23 respectivamente.
Triagem para atividade de amilase.

[048] As cepas recombinantes obtidas apds as transfor-

macdes com plasmideos que carregam genes de o-amilase (SEQ ID

NO: 2) e glucoamilase (SEQ ID NO:4) foram triados por ati vidade
amilolitica apés plagueamento em meio minimo que co ntém 2% de
amido solavel (Sigma) como fonte de carbono. As pla cas foram

incubadas a 37  °C por dois dias seguidos apds serem mantidas a
40C durante a noite. Clones amiloliticos foram detect ados por
halos claros em torno de colbnias [4, 16].
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Triagem para atividade de endoxilanase (SEQ ID NO: 8)

[049] Transformantes correspondentes foram triados pe-
la habilidade de degradacgédo de xilana apds serem pl agueados em
meio minimo que contém 0,2% de 4- QOmetil-D-glucurono-D-xilana-
remazol azul brilhante R (RBB)-xilana (Sigma) e 2% glicose como
fonte de carbono. As placas foram incubadas a 37 oC por trés a
quatro dias. A endoxilanase cliva a RBB-xilana em u m produto
incolor que forma halos claros em torno das col6nia s [11, 20].

Triagem para atividade de p-xilosidase (SEQ. ID NO 6)

[050] Os transformantes correspondentes foram triados
pela atividade de p-xilosidase apOs serem plagueados em meio
minimo que contém 1 mM de p-nitrofenil- p-D-xilosideo (PNPX) e
2% de glicose como uma fonte de carbono. As placas foram incu-
badas a 37 °C por uma a trés horas. A atividade enzimatica foi
detectada pela producédo de halos amarelos em torno das col6nias
[19].

Ensaios de atividade de o-amilase (SEQ ID NO: 2) e

glucoamilase (SEQ ID NO:4)

[051] Diluicdes apropriadas da cultura sem células fo-

ram utilizadas para ensaios enzimaticos.
[052] A atividade de amilase total foi medida com o

uso do método de acido 3,5-dinitrossalicilico (DNS) . Uma ali-
guota de 50 ul de cultura sobrenadante foi incubada com 200 ul
de 0,4M tampdao de acetato de sédio (pH 5,0) que con tém 2% amido
solavel por trinta minutos a 50 °C. A mistura foi fervida por

dez minutos até parar a reagdo. Uma unidade de ativ idade de o
amilase (SEQ ID NO: 2) foi definida como a quantidade de enzima

requerida para liberar umol de reducéo de acgucar por ml por mi-

nuto sob as mesmas condi¢oes de cultura [17, 22].
[053] No ensaio da atividade de glucoamilase, apo6s
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manter 0,9 ml da solugdo de amido fervida no tampéo de acetato
de sodio (pH 5,5) a 30 oC por cinco minutos, 0,1 ml da amostra

foi adicionada e a mistura foi incubada por quinze minutos. A
reacao foi entdo interrompida ao ferver a mistura d e reacao por
dez minutos, e a concentracdo de glicose produzida foi determi-
nada com o uso do kit de ensaio "Diagluc" (UBT, Luvi v, Ucrania)
[9]. A atividade de a-amilase (SEQ ID NO: 2) foi calculada pela
subtracdo da atividade de glucoamilase da atividade total de
amilase. Uma unidade de atividade de glucoamilase f oi definida
como a quantidade requerida de enzima para liberar 1 umol de

glicose por minuto do substrato [28].

Ensaios da atividade de g-xilosidase e endoxilanase

[054] As culturas produtoras de enzimas foram cultiva-
das em 3 ml YPD durante a noite. As células foram c oletadas por
centrifugacéo e sobrenadante foi utilizado para med ir a ativi-

dade das enzimas.

[055] A atividade de endo- B-1,4-xilanase foi ensaiada
pelo método descrito por Bailey et al. [1] com 1% d e xilana de
madeira de vidoeiro (Fluka) como substrato a 50 °C. As diluicdes
apropriadas da solucéo de cultura sem células a 50 mM de tampé&o
de citrato de sédio (pH 5,0) foram utilizadas como fonte de en-
zima. A quantidade de agucar liberado foi determina da pelo mé-
todo de &cido dinitrossalicilico [20]. A atividade de -
xilosidase (SEQ. ID NO 6) foi quantificada pelo uso de substra-
to cromoférico PNPX a uma concentracdo de 5 mM. O s obrenadante
foi utilizado como fonte de B-xilosidase para ensaios de deter-
minacao de atividade. Todas as atividades foram exp ressas em
kat/ml; um katal € a quantidade de enzimas necessar ilas para
produzir 1 mol de redugéo de acucar de xilana de ma deira de vi-

doeiro ou substrato cromoférico por segundo [19].
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Ensaio de producéo de etanol.

[056] Para uma producdo de etanol, os transformantes

H. polymorpha  foram cultivados durante quatro dias em meio mi-

nimo liquido que contém 3% de amido soluvel ou 3% x ilana de ma-
deira de vidoeiro a 48°C, em condi¢bes semi-aerdbic as. As con-
centragdes de etanol no meio foram determinadas apo s cada 24

horas utilizando o kit "Alcotest” [10].

Efeitos do pH e aeracao na efetividade da fermenta¢ ao

de amido em etanol.

[057] As condi¢Oes 6timas para a fermentacéo direta de

amido em etanol por transformantes isolados foram e studadas. As
cepas de levedura foram pré-culturadas a 48 °C em 50 ml de meio
YPD em frascos 125 ml Erlenmeyer por 48 horas com a gitacao es-
tabelecidas a 220 rpm no agitador Inkubator 1000 He idolph
(Schwabach, Alemanha). As células foram inoculadas em concen-
tracdo de 2 mg/ml em 50 ml da meio minimo que conté m 3% de ami-

do de batata solGivel como Unica fonte de carbono.

[058] O efeito do pH do meio numa producéo de etanol

durante a fermentacdo de amido foi investigado. O 6 timo pH para

a-amilase (SEQ ID NO: 2) € ~ 6,0 e para glucoamilase é de 5,2 a

55. A fermentacdo foi feita utilizando o meio com pH 55 e
6,0. Um tampéo de 1 M de fosfato de potassio foi ut ilizado

ajustando-se o pH médio. A producéo de etanol ficou Nno meio com

pH 5.5 (Figura 4 A & B).
[059] O efeito de aeracéo na eficiéncia de fermentacéo

foi estudado. As taxas de rotacéo de 120 a 180 rpm foram testa-
dos. A producgdo de etanol mais alta foi no caso de rotagcdo de
135 rpm.

Efeitos de pH, a aeracdo e concentracdo de substrat

na efetividade de fermentacao de xilana para etanol
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[060] As condicBes 6timas para a fermentacao de xilana

de madeira de vidoeiro para etanol por transformant es isolados
forma estudados. As cepas de levedura foram pré-cul turados a
48°C em 50 ml de meio YPD em frascos de 125 ml Erlenme yer por 48
horas com agitacdo estabelecida a 220 rpm. As célul as foram re-
movidas pela centrifugacdo a 4.000 rpm por cinco mi nutos, lava-
das e inoculadas (em concentracdo de 2 mg/ml) em 50 ml de meio
minimo que contém 3% ou 9% de xilana de madeira de vidoeiro e

0,05% de glicose como fontes de carbono.

[061] O efeito do pH do meio na producao de etanol du-

rante a fermentacdo de xilana foi investigado. A fe rmentacao
foi executada utilizando-se o meio com pH 4,5 e 5,8 . Um tampéao
de solucéo de fosfato de potassio 1M foi utilizado para ajustar

o pH médio com concentracao final de 0,1M no meio. A melhor
producéo de etanol foi atingida no meio com pH 5,8 (Figura 5A).

[062] O efeito da aeracdo sobre a eficacia da fermen-

tacdo foi estudado. As taxas de rotacdo de 120 a 18 0 rpm foram
testadas. A producdo de etanol mais alta no caso de 120 rpm
(Figura 5B). A concentracdo mais alta de xilana (9% ) resultou

em uma melhor producéo de etanol (Figura 5).

Hibridizacdo em transferéncia Southern

[063] A rotulacdo de sonda de DNA e hibridizacdo foi

desempenhada pelo uso de Rotulagdo de Acido Nucléic o Direto e
Sistema de Deteccao Amersham ECL néo radioativo (GE Healthcare,
E.U.A.), de acordo com o manual do fabricante. Para a transfe-
réncia de pontos Southern quantitativa, o preparado de dilui-
coes em série de genémicos de DNA de levedura foi d esnaturado
em 0,4 M de NaOH, manchado sobre membrana de nailon (Hybond N+,
Amersham Pharmacia Biotech) e rotulado com fragment os de DNA
apropriados, seguidos por visualizagdo com o kit de deteccao
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Amersham ECL tal como descrito acima. O HpGAPRr foi utilizado
como sonda.

Eletroforese em Gel.

[064] O SDS-PAGE foi executado pelo método de Laemmli

[19]. As proteinas concentradas do extrato sem célu las foram
visualizadas pela coloracéo Silver e coloridas com azul bri-
lhante Coomassie. A concentracdo em gel fracionador e de empi-
lhamento € 12% e 5% de poliacrilamida, respectivame nte. 20 ul
de solucdo Laemmli adicionada a 20 ul de mostra e 35 ul de mis-

tura foram injetados ao gel fracionador [31].
Expressdo Resultante de genes SWA2 (SEQ ID NO: 1) e

GAML1 (SEQ ID NO: 3) de Scw occidentalis em H. polym orpha.

[065] Acepade H.polymorpha 495 2Eth -leul-l1 foi uti-
lizada como recipiente para transformacéo pelo plas mideo Sph |
linearizado pOR1 (esquema de plasmideo é apresentado na Figura
1). Depois que as células de transformacao foram pl aqueadas com
um meio minimo suplementado com 2% de glicose e 1% de amido so-
lavel. Entre ~ 140 transformantes os 14 que formara m 0S maiores
halos claros amiloliticos foram os escolhidos. A pr esenca de
genes SWA2 (SEQ ID NO: 1) e GAM1 (SEQ ID NO: 3) sob HpGARr
nestes transformantes foram apresentados por PCR ut ilizando
iniciadores correspondentes (Figura 6). Os transfor mantes con-
seguiram crescer em amido soltvel e fermentar o sub strato em
etanol a 37 e 48 °C. A secrecao eficiente das amilases com os
integrantes foram apresentados pela formacgéo de hal 0s claros em
torno das col6nias (Figura 7 A & B). O melhor integ rante sele-
cionado (2Eth- leul /pOR1 # 7) produziu acima de 3 g/l etanol
apos 48 horas de fermentacdo em um meio minimo com 3% de amido
solivel a um pH 5,5, a 48 oC (Figura 8). Para obter cepas de H.
polymorpha com atividade amilolitica tentamos aumentar os nim e-
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ros de cOpias de SWA2 (SEQIDNO:1) e GAM1(SEQIDNO:3) .Com
este objetivo, o plasmideo pORL1 | (Figura 3) levand 0 0 marcador
dominante (gene APH que confere resisténcia para G4 18) e genes
SWA2 (SEQ ID NO: 1) e GAM1 (SEQ ID NO: 3)  foram utilizados. A

cepa H. polymorpha 495 2Eth- leul foi utilizada como recipiente

para transformacdo pelo plasmideo linearizado Sph I pOR1 I
Apés a transformacgdo, as células foram plagueadas e m um meio
YPD com 0,2 g/1 G418. Cinco transformantes estaveis foram en-
contrados e retirados entre ~ 80 resultando col6nia S resisten-
tes a G418. A presenca de genes SWA2 (SEQIDNO:1) e GAMI1 (SEQ
ID NO: 3) sobo HpGARr nestes transformantes foi mostrada em

um meio por PCR utilizando iniciadores corresponden tes (Figura
6). A producao de enzimas recombinantes ( o- e glucoamilase) por

estas cepas foi demonstrada pela SDS-PAGE (Figuras 9AeB).

[066] Isolados acompanhando a transformacdo com o
plasmideo pOR1 | formaram halos claros amiloliticos maiores em
relacdo aos melhores transformantes isolados previa mente do
plasmideo pOR1 (Figura 10). A hibridizacdo Southern demonstrou
a presenca de aproximadamente seis a oito copias do sgenes SWA2
(SEQIDNO:1) e GAM1 (SEQ ID NO: 3) nos transformantes isola-
dos (Figura 11).

[067] Os transformantes 495 2Eth- leul-1 /pOR11 mostra-
ram uma atividade mais alta tanto do o~ quanto do glucoamilase
guando comparados com as cepas que contém apenas tr és a quatro

copias dos genes de amilase (Figuras 12 A e B).
[068] A eficacia da fermentacdo de amido alcodlico de

transformantes isolados foi estudada. Estes transfo rmantes
apresentaram uma elevada producéo de etanol (6,5 g/ | apos 72
horas de cultivo) quando comparados com os transfor mantes iso-
lados previamente pela transformacdo pOR1. A fermen tacdo foi
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executada em um meio YNB minimo com 3% de amido sol avel a pH
55,48 °C, 135 rpm (Figura 13).
Isolamento das cepas de H. polymorpha com proprieda -

des melhoradas de fermentacdo de amido.

[069] O plasmideo ploxZeoloxPDCIHp construido previa-

mente em laboratério [14], foi utilizado para obter cepasde H.
polymorpha com propriedades amiloliticas melhoradas. Seguindo a
expressdo excessiva do gene de piruvato descarboxil ase (PDC1),
estas cepas foram caracterizadas por uma producéo d e etanol me-
lhorada quando comparadas a cepa de controle 495 2E th - [14]. O
plasmideo ploxZeoloxPDC1Hp que contém o gene PDCI ¢ onduzido com
o HpGARr foi linearizado pelo BamHI e utilizado para a tr ans-
formacdo da cepa #4', isolada previamente (495 2Eth -/pOR1). Os
transformantes resistentes a zeocina foram selecion ados em um
meio YPD suplementada com 150 ug/ml de zeocina. Alguns destes
integrantes estaveis foram selecionados para futuro s estudos. A
efetividade da fermentacédo alcodlica destes recombi nantes foi
estudada. Todos os transformantes apresentaram nive is mais al-

tos da producéo de etanol (7 a 8 g/l) comparados co m a cepa 4'

(acima de 4 g/l; Figura 14).
[070] A cepa #6 (o transformante 4'/ploxZeoloxPDC1Hp,

que apresentou o nivel mais alto da producéo de eta nol) foi
utilizado como recipiente para a transformacdo com 0 plasmideo
pORL1 linearizado com Sph | . Os transformantes Leu + foram seleci-
onados em um meio minimo sem leucina e estabilizado S. Os trans-
formantes estaveis forma plagueados em um meio mini mo suplemen-
tada com 2% amido solavel. Alguns dos integrantes, gue formaram
halos claros maiores em comparagao com a cepa #6, f oram seleci-
onados para estudos futuros (Figura 15). A efetivid ade de fer-
mentac&o alcoodlica desses recombinantes foi estudad a. Todos os
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transformantes mostraram niveis mais altos da produ cao de eta-
nol (9 - 10 g/l) guando comparados com a cepa #6 (F igura 16).
Expressao dos genes T.reesei XYN2 e A. niger XLND e m

H. polymorpha.

[071] O plasmideo pOR2 que contém os genes T. reesei
XYN2e A. niger xInD conduzidos com o HpGARr (Figura 3) foi
linearizado por Sphl e utilizados para transformacao da cepa H.
polymorpha 495 2Eth -leul-1. Os transformantes Leu *+ foram estabi-
lizados. A presenca dos genes XYN2e xInD sob o HpGARr em
transformantes foi testada por PCR utilizando os in iciadores

correspondentes (Figura 6).

[072] Os transformantes conseguiram crescer em Xilana

como Unica fonte de carbono (Figuras 17, A, B1 e B2 ). A secre-
cao eficiente de endoxilanase (SEQ ID NO: 8) e p-xilosidase
(SEQ. ID NO 6) com os integrantes foi apresentada p ela formacéo
de halos claros ou amarelos em meio que contém 0,2% RBB-xilana
ou ImM PNPX, respectivamente (Figura 18 A e B). A a tividade de
ambas as enzimas foi medida (Figura 19 A e B). Os t ransforman-
tes conseguiram fermentar xilana de madeira de vido eiro em eta-
nol com baixa eficiéncia (aproximadamente 0,35 g/l) em ambos a
37e48 °C.

Co-expressao de T.reesei XYN2, A. niger XLND, com g e-
nes Scw. occidentalis SWA2 (SEQ ID NO: 1) e GAM1 (S EQ ID NO: 3)
em H. polymorpha.

[073] Em um primeiro caso, os transformantes 495 2Eth -
leul-1 /pOR11 que contém ambos os genes a-amilase (SEQ ID NO: 2)
e glucoamilase de Scw. occidentalis integrados ao cromossomo de

H. polymorpha  sdo utilizados na cepa hospedeira. O plasmideo
pOR2 que contém os genes T. reesei XYN2 e A.niger xInD conduzi-
dos com o  HpGARr é linearizado pelo Sphl e utlizado para a
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transformacdo da cepa H. polymorpha 495 2Eth -leul-1 /pOR11. Os
transformantes séo estabilizados como antes. A pres enca dos ge-
nes XYN2e xInD é testada por meio de PCR utilizando os inicia-

dores correspondentes. Os transformantes serdo pode m ser culti-
vados com amido soltvel e/ou xilana soltvel como Un ica fonte de
carbono. A secrecgéo eficiente das quatro enzimas se ra demons-
trada essencialmente tal como foi descrito acima. O s transfor-
mantes podem fermentar em um meio misturado que con tém tanto o
amido solavel quanto xilana de madeira de vidoeiro em etanol

tanto a 37 quanto a 48°.

[074] Em um segundo caso, o transformante descrito

acima, tendo ambos os genes a-amilase (SEQ ID NO: 2) e glucoa-
milase ja transformados na cepa, A'/ploxZeoloxPDCIH p, que ex-
pressa excessivamente o gene PDC é utilizado como ¢ epa hospe-
deira. Novamente, o plasmideo pOR2 que contém os ge nes T. ree-
sei XYN2 e A.niger xInD conduzidos com o HpGAR € linearizado

pelo Sphl e utilizado para transformacéo da cepa ho spedeira  H.

polymorpha . Os transformantes séo estabilizados como antes. A

presenca dos genes XYN2 e xInD ¢é testada por PCR utilizando
iniciadores correspondentes. Os transformantes sera 0 podem ser
cultivados com amido solavel e/ou xilana soluvel co mo Unica
fonte de carbono. A secrecéo eficiente das quatro e nzimas sera
demonstrada essencialmente tal como descrito acima. Os trans-
formantes podem fermentar um meio misturado que con tém tanto o
amido sollvel guanto xilana de madeira de vidoeiro em etanol a

ambos 37 e 48 ° em um nivel mais alto do que os transformantes
fizeram no primeiro caso devido a expressao excessi va comple-
mentar da enzima PDC na célula hospedeira.

DISCUSSAO

[075] A producdo de etanol para combustivel de materi-
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al de planta renovavel tem grande significado econd mico e eco-
l6gico. Um dos subprodutos da industria de fresagem a umido de
milho que j& esté disponivel em grandes quantidades é a fracdo
de casca de fibra de milho. Esta fracdo é misturada e secada
com outros subprodutos processantes e fracéo de des tilamento de
fermentacdo de etanol para produzir alimento de glu ten de mi-
lho. As cascas de fibra de milho consistem de 35% h emicelulose,
18% celulose e 20% amido (proteina, olho de fibra e lignina es-
tdo presentes também neste material) [7], a xilana € 0 maior
componente da hemicelulose. Os estagios industriais gue incluem
hidrélise enzimatica de xilana e amido s&o demasiad o caros. Por
isso a conversao microbial direta destes polimeros em etanol é
de grande significancia Econdmica. Por esta razdo, o desenvol-

vimento de micro-organismos podem realizar hidrélis e simultanea
de amido e xilana e fermentacdo dos acucares libera dos em eta-
nol a temperaturas elevadas é de grande importancia para a pro-
ducao de combustivel de etanol do milho. A glicose e a xilose
séo os principais agucares liberados apoés hidrolise de amido e
xilana, respectivamente. A levedura H. polymorpha  fermenta a
glicose e a xilose em etanol a temperaturas elevada s. No entan-

to,a H. polymorpha n&o pode utilizar materiais de amido e Xxi-

lana e cultivar neles como Unica fonte de carbonos.

[076] Foram clonados dois genes da levedura Scw. occi-
dentalis SWA2 (SEQID NO:1) e GAM1 (SEQ ID NO: 3) que codifi-
cam a o-amilase (SEQ ID NO: 2) e glucoamilase (SEQ ID NO:4),
respectivamente. Ambas estas enzimas Sdo necessaria s para hi-
drolise de amido. Os genes SWA2 (SEQ ID NO: 1) e GAM1 (SEQ ID
NO: 3) foram expressos com sucesso ha H. polymorpha . Cepas re-
combinantes isoladas sdo podem ser cultivadas em am ido como
Unica fonte de carbono. Sado também podem fermentar amido solu-
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vel em etanol a 48 °©C. Nbés mostramos que numeros de coépias
crescentes de genes aumentam a capacidade das cepas recombinan-
tes para a hidrélise de amido e producéo de etanol.

[077] Os genes de T. reesei XYN2 e A. niger xInD que

codificam a endoxilanase e B-xilosidase, respectivamente, foram
clonados e expressados em H. polymorpha . Pelo menos duas destas
enzimas sdo necessarias para a hidrélise de xilana. Integrantes
isolados conseguiram crescer com a xilana como Uunic a fonte de
carbono e fermenta-la em etanol a ambos 37 e 48 °C. A baixa
efetividade da conversao de xilana em etanol por ce pas isoladas
€ mais provavel devido a capacidade inicial baixa d e cepas de

H. polymorpha  na fermentacdo alcodlica de xilose. As melhorias

futuras na fermentacao de xilana pelas cepas constr uidas exigi-
rado uma fermentacéo etandlica de xilose como pré-re quisito. Es-
tas cepas poderdo entdo ser utlizadas como recipie ntes para

construcao de recombinantes efetivos xilanoliticos.

REFERENCIAS

1. Bailey, M. J., P. Biely e K. Poutanen. 1992. Int er
laboratory testing of methods for assay of xylanase activity.
J. Biotechnol. 23:257 a 270.

2. Banat, .M., P. Nigam, D. Singh, P. Marchant e
A.P. McHale. 1998. Ethanol production at elevated t emperatures
and alcohol concentrations. Part l:yeasts in genera l. World J

Microbiol Biotechnol. 14:809 a 821.
3. Dmytruk, O. V., A. Y. Voronovsky, C. A. Abbas, K

V. Dmytruk, O. P. Ishchuk e A. A. Sibirny. 2008. Ov erexpression
of bacterial xylose isomerase and yeast host xylulo kinase im-
proves xylose alcoholic fermentation in the thermot olerant

yeast Hansenula polymorpha . FEMS Yeast Res. 8:165a 173.
4. Eksteen, J.M., P. van Rensburg, R.R. Cordero Ote ro

Peticao 870200120076, de 24/09/2020, pag. 31/44



27/31

e LS. Pretorius. 2003. Starch fermentation by r ecombinant  Sac-
charomyces cerevisiae strains expressing the a-amylase and glu-
coamylase genes from Lipomyces kononenkoae and Saccharomycopsis

fibuligera . Biotechnol. Bioengineer. 84:639 a 646.

5. Faber, KN, P. Haima, W. Harder, M. Veenhuis e G.
Ab. 1994. Highly-efficient electrotransformation of the yeast
Hansenula polymorpha . Curr. Genet. 25:305 a 310.

6. Fujita, Y. e J. Ito. 2004. Synergistic saccharif i-

cation e direct fermentation to ethanol, of amorpho us cellulose
by use of an engineered yeast strain codisplaying t hree types
of cellulolytic enzyme. Appl. Environ. Microbiol. 7 0:1.207 a
1.212.

7. Gaspar, M., G. Kalman e K. Reczey. 2007. Corn fi -
ber as a raw material for hemicellulose and ethanol production.
Process Biochem. 42:1.135 a 1.139.

8. Gellissen, G., G. Kunze, C. Gaillardin, J.M.

Cregg, E. Berardi, M. Veenhuis e I. van der Klei. 2 005. New
yeast expression platforms based on methylotrophic Hansenula
polymorpha and Pichia pastoris and on dimorphic Arxula adenini-
vorans and Yarrowia lipolytica a comparison. FEMS Yeast Res.
5:1.079 a 1096.

9. Gonchar, M. V. 1998. Sensitive method for quanti -
tative determination of hydrogen peroxide and oxida se substra-
tes in biological samples. Ukr. Biokhim. Zh. 70:157 a 163.

10. Gonchar, M. V., M.M. Maidan e A. A. Sibirny.

2001. A new oxidase-peroxidase kit for ethanol assa ys in alco-
holic beverages. Food Technol. Biotechnol. 39:37 a 42

11. den Haan R. e W. H. van Zyl. 2001. Differential
expression of the Trichoderma  reesei [beta]-xylanase Il (xyn2)
gene in the xylose-fermenting yeast Pichia stipitis. Appl Mi-

Peticao 870200120076, de 24/09/2020, pag. 32/44



28/31

crobiol Biotechnol. 57:521 a 527.

12. Haki, G.D. e S.K. Rakshit. 2003. Developments i n
industrially important thermostable enzymes:a revie w. Bioresou-
rce Technology. 89:17 a 34.

13. Ishchuk, O. P., A. Y. Voronovsky, O. V. Stasyk,
G. Z. Gayda, M. V. Gonchar, C. A. Abbas e A. A. Sib irny. 2008.
Improvement of xylose high-temperature fermentation in  Hansenu-
la polymorpha  due to overexpression of the PDCI gene coding for
pyruvate decarboxylase. FEMS Yeast Res. Em imprensa

14. Jeffries, T. W. e Y. S. Jin. 2000. Ethanol and

thermotolerance in the bioconversion of xylose by y easts. Adv.
Appl. Microbiol. 47:221 a 268.

15. Kadam, K. L. e S. L. Schmidt. 1997. Evaluation of
Candida acidothermophilum in ethanol production from ligno-
cellulosic biomass. Appl. Microbiol. Biotechnol. 48 709 a 713.

16. Kang, N. Y., J. N. Park, J. E. Chin, H. B. Lee,
S. Y. Im e S. Bai. 2003. Construction of an amyloly tic indus-
trial strain of Saccharomyces cerevisiae containing the Schwan-
niomyces occidentalis o-amylase gene. Biotechnol. Lett.
25:1.847 a 1.851.

17. Kilig, D. e B. Ozbek. 2004. a- Amylase inactiva-
tion by temperature during starch hydrolysis. Proce ss Biochem.

39:1.137 a1.144.
18. Kulkarni, N., A. Shendye e M. Rao. 1999. Molecu -

lar and biotechnological aspects of xylanases. FEMS Microbiol.
Rev. 23:411 a 456.

19. La Grange, D. C, I. S. Pretorius, M. Claeyssens e
W. H. van Zyl. 2001. Degradation of xylan to D-xylo sebyre com-
binant Saccharomyces cerevisiae coexpressing the Aspergillus
niger  B-xylosidase (xInD) and the Trichoderma  reesei xylanase

Peticao 870200120076, de 24/09/2020, pag. 33/44



29/31

[l (xyn2) genes. Appl. Environ. Microbiol. 67:5.512 a 5.519.

20. La Grange, D. C, I. S. Pretorius e W. H. van Zy l.
1996. Expression of a Trichoderma  reesei [beta]-xylanase gene
(XYN2) in Saccharomyces cerevisiae . Appl. Environ. Microbiol.
62:1.036 a 1.044.

21. Laemmli, U. K. 1970. Cleavage of structural pro -

teins during the assembly of the head of bacterioph age T4. Na-
ture. 227:680 a 685.

22. Liu, Z., G. Zhang e S. Liu. 2004. Constructing an
amylolytic brewing yeast Saccharomyces pastorianus suitable for
accelerated brewing. J. Biosci. Bioeng. 98:414 a 41 9.

23. Marin, D., A. Jimenez e M. Fernandez Lobato.

2001. Construction of an efficient amylolytic indus trial yeast
strain containing DNA exclusively derived from yeas t. FEMS Mi-

crobiol. Lett. 201:249 a 253.

24. Mosier, N. e C. Wyman. 2005. Features of promi-
sing technologies for pretreatment of lignocellulos ic biomass.
Bioresour. Technol. 96:673 a 686.

25. Piontek, M., J. Hagedorn, C. P. Hollenberg, G.

Gellissen e A. W. M. Strasser. 1998. Two novel gene expression
systems based on the yeasts Schwanniomyces occidentalis and Pi-
chia stipitis . Appl. Micrabiol. Biotechnol. 50:331 a 338.

26. Ryabova, O. B., O. M.Chmil e A. A.Sibirny. 2003
Xylose and cellobiose fermentation to ethanol by th e thermoto-
lerant methylotrophic yeast Hansemila polymorpha . FEMS Yeast
Res. 4:157 a 164.

27. Sambrook, J., E. F. Fritsh e T. Maniatis. Molec u-
lar Cloning:A Laboratory Manual. Cold Spring Harbor Laboratory,
Cold Spring Harbor, New York. 1989.

28. Shigechi, H., Y. Fujita, J. Koh, M. Uedac, H. F u-

Peticao 870200120076, de 24/09/2020, pag. 34/44



30/31

kuda e A. Kondo. 2004. Energy-saving direct ethanol production
from low-temperature-cooked corn starch using a cel [-surface
engineered yeast strain co-displaying glucoamylase and [alpha]-
amylase. Biochem. Eng. J. 18:149 a 153.

29. Shigechi, H., J. Koh, Y. Fujita, T. Matsumoto, Y.
Bito, M. Ueda, E. Satoh, H. Fukuda e A. Kondo. 2004 . Direct
production of ethanol from raw corn starch via ferm entation by
use of a novel surface-engineered yeast strain codi splaying
glucoamylase and [alfa]-amylase. Appl. Environ. Mic robiol.
70:5.037 a 5.040.

30. Sohn, J. H., E. S. Choi, H. A. Kang, J. S.Rhee,
M. O. Agaphonov, M. D. Ter-Avanesyan e S. K. Rhee. 1999. A do-
minant selection system designed for copynumber-con trolled gene
integration in Hansenula polymorpha DL-l . Appl Microbiol Bio-

technol 51:800 a 807.

31. Torronen, A., L. R. Mach, R. Massner, R. Gonza-
les, N. Kalkkinen, A. Harkki e C. P. Kubicek. 1992. The two ma-
jor xylanases from Trichoderma  reese: characterization of both

enzymes and genes. Biothechnology. 10:1.461 a 1.465

32. Ulgen, K. O. e B. Saygih. 2002. Bioconversion o f
starch into ethanol by a recombinant Saccharomyces cerevisiae
strain YPG-AB. Process Biochem. 37:1.157 a 1.168.

33. de Vries, R. P. e J. Visser. 2001. Aspergillus
enzymes involved in degradation of plant cell wall polysaccha-
rides. Microbiol. Mol. Biol. Rev. 65:497 a 522.

34.Wang, T. T., L. L. Lin e W. H. Hsu. 1989. Cloni ng
and expression of a Schwanniomyces occidentalis a-amylase gene
in  Saccharomyces cerevisiae . Appl. Environment. Microbiol.

55:3.167 a 3.172.
35. Zaldivar, J., J. Nielsen e L. Olsson. 2001. Fue

Peticao 870200120076, de 24/09/2020, pag. 35/44



31/31

ethanol production from lignocellulose:a challenge for metabo-
lic engineering and process integration. Appl Micro biol Bio-
technol. 56:17.

Peticao 870200120076, de 24/09/2020, pag. 36/44



1/2

REIVINDICACOES
1. CEPA H PQOLYMORPHA, caracterizada por compreen-
der pelo menos um gene SWA2 que codifica uma a-amilase, de
acordo com a SEQ ID NO: 2, e, pelo menos, um gene GAML que co-
difica uma glucoamilase, de acordo com a SEQ ID NO: 4, sendo
gue os genes sao ligados de modo operavel a pelo me nos um HpGAP
promotor obtido de H pol ynor pha, que expresse os ditos genes

nacepade H pol ynorpha, e que inclui, adicionalmente, um gene

PDC1 que codifica uma piruvato descarboxilase de H. pol ynor pha
ligado de modo operavel a um Promotor HpGAP que exp ressa a dita
piruvato descarboxilase na cepa de H. pol ynor pha e as ditas en-
zimas o-amilase e glucoamilase sdo secretadas em um meio d e
crescimento da cepa H. pol ynor pha que contém apenas amido solu-
vel como uma fonte de carbono a uma temperatura de 37 °C a 48
°C.

2. CEPADE H PO.LYMORPHA, de acordo com a reivindi-
cacdo 1, caracterizada pelos genes SWA2 e GAML, que codificam
uma o-amilase e uma glucoamilase, respetivamente, serem inte-
grados dentro do cromossomo de H.  pol ynor pha.

3. CEPADE H POLYMORPHA, de acordo com a reivindi-
cacao 1, caracterizada por o pelo menos um gene SWA2 ou GAML,
incluir, adicionalmente, um terminador ligado de mo do operavel
ao dito gene para terminar a transcricao do gene ex pressado.

4. CEPADE H PCOLYMORPHA, de acordo com a reivindi-
cacao 1, caracterizada por compreender pelo menos u m gene Xyn2
gue codifica uma endoxilanase, de acordo com a SEQ ID NO: 8, e,
pelo menos, um gene xnl D que codifica uma B-xilosidase de acordo
com a SEQ ID NO: 6, em que cada gene é ligado de mo do operavel
a pelo menos um promotor que expresse os ditos gene S na cepa de

H pol ynor pha e as ditas enzimas sejam secretadas em um meio de
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crescimento da cepa de H. pol ynor pha que contenha apenas ou em
uma unica combinagdo, um amido soluvel e uma xilana solavel co-
mo fonte de carbono.
5. PROCESSO PARA A FABRICAQAO DE ETANOL, caracteri -

zado por compreender o crescimento da cepa de H. pol ynor pha,
conforme definido na reivindicagdo 1, em um meio qu e compreende
amido soluvel sob as condi¢bes que fazem com que a H pol ynor -

pha produza etanol.
6. PROCESSO PARA A FABRICACAO DE ETANOL, caracteri -

zado por compreender o crescimento da cepa de H. pol ynor pha,
conforme definido na reivindicacdo 1, em um meio qu e compreende
amido solavel e uma xilana soltuvel sob as condicbes gue fazem

comquea H. pol ynorpha produza etanol.
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meio minimo + 2%Glo+1lmM de PHPX

visualizagdo da secregaoc B-xilosidase

Fig. 18A

meio minimo + 2%Gle+0,2% RBB-xilana

visualizagao da secregao endoxilanase

Fig. 18B
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