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CEPA H. POLYMORPHA, E PROCESSO PARA A FABRICAÇÃO DE 

ETANOL 

PRIORIDADE E REFERÊNCIAS INCORPORADAS 

[001]  O presente pedido reivindica prioridade para o 

pedido provisório n o U.S. 61/050.685, depositado em 06 de maio, 

2008, que está incorporado integralmente a título d e referên-

cia, incluindo-se no mesmo todas as referências cit adas naquele 

documento (repetidas no presente), nos limites em q ue tais re-

ferências ajudem na compreensão da invenção ou na o btenção de 

materiais e métodos que possam facilitar a prática da invenção. 

Se o conteúdo de uma referência citada entrar em co nflito com o 

ensinamento do presente pedido, esse deve prevalece r. 

CAMPO DA TÉCNICA 

[002]  O presente pedido refere-se ao campo da produção 

de etanol celulósico por fermentação, particularmen te a fermen-

tação de fontes de amido e carbono xilana, ainda, m ais particu-

larmente, a cepas de H polymorpha  recombinante úteis para a 

produção de etanol por fermentação em amido e xilan a e, ainda 

mais particularmente, a cepas de H. polymorpha  que excretam α-

amilase (SEQ ID NO: 2) e glucoamilase (SEQ ID NO:4)  recombinan-

tes, e/ou xiloidrolase e xilosidase para alcançarem  a produção 

de etanol por fermentação em meio contendo amido e xilana. 

INTRODUÇÃO 

[003]  A produção de etanol para combustível a partir 

de matérias-primas renováveis, tal como a biomassa de plantas, 

é de grande relevância Econômica e Ecológica. As li gnoceluloses 

de planta são potenciais cargas alternativas à saca rose e aos 

polissacarídeos com base de amido que são comum e a mplamente 

utilizadas para a produção de bioetanol. A lignocel ulose e ou-

tros polissacarídeos derivados de plantas represent am uma fonte 
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de energia renovável sustentável que pode ser repro duzida pela 

bioconversão de dióxido de carbono. Um dos muitos b enefícios 

ambientais visados em relação a bicombustíveis prod uzidos a 

partir de plantas em relação aos combustíveis fósse is é a redu-

ção 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 çúcares são 

abundantes em muitas colheitas, mas a expansão da p rodução de 

etanol como um combustível líquido de transporte va i exigir ma-

térias-primas que não concorram diretamente com uso s de alimen-

tos e de alimentação para animais. Tais matérias-pr imas incluem 

resíduos de subproduto de lignocelulose da agricult ura e silvi-

cultura [14]. 

[005]  A palavra lignocelulose é um termo genérico para 

a matéria de plantas derivada de resíduos agrícolas  e de madei-

ra. É composta principalmente de lignina e celulose , assim como 

quantidades significativas de hemicelulose com quan tidades me-

nores de proteínas estruturais e matéria orgânica s olvente pas-

sível de extração [14]. A hemicelulose é um polissa carídeo 

substituído que consiste em xilana como cadeia prin cipal e está 

presente nas paredes celulares de plantas [H]. 

[006]  O processamento de lignocelulose e amido para 

etanol consiste em quatro operações principais: pré -tratamento, 

hidrólise, fermentação, e separação/purificação do produto. A 

bioconversão do amido envolve a hidrólise e a ferme ntação enzi-

mática da glicose resultante em etanol com a produç ão de copro-

dutos de alimentação animal. A hidrólise de lignoce lulose é 

mais difícil devido a esta estrutura mais complexa e a grande 

variação nesta composição 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 o maior açúcar de pentose ob tido sob hi-

drólise de fração de hemicelulose com L-arabinose C 5 e outros 

açúcares C6 tais como glicose, manose, galactose co mo as hexo-

ses primárias [11]. 

[007]  Devido a muitas etapas envolvidas e os altos 

aportes de energia requeridos para processar a lign ocelulose, o 

desenvolvimento de tecnologias mais diretas e barat as são ne-

cessárias para a viabilidade comercial de lignocelu loses como 

matérias-primas. A conversão microbiana direta (DMF , Direct Mi-

crobial Fermentation (Fermentação Microbiana Direta)) de pol í-

meros de carboidratos é uma opção que pode melhorar  a Economia 

de produção de bioetanol a partir de lignocelulose.  Um dos pré-

requisitos chave para o desenvolvimento desta tecno logia é a 

obtenção de microorganismos podem fermentação diret a de amido e 

xilana para etanol em temperaturas elevadas [15]. A  temperatura 

ótima das enzimas hidrolíticas atuais envolvidas em  DMF é apro-

ximadamente 50 oC onde a maioria dos microorganismos utilizados 

atualmente na produção de bioetanol a partir de lig nocelulose e 

açúcares de amido são mesófilos com ótimo crescimen to e tempe-

raturas de fermentação entre 28 e 40 oC [6]. 

[008]  Estudos recentes em laboratórios indicam que a 

levedura metilotrófica termotolerante, Hansenula polymorpha , é 

capaz de fermentar D-xilose e D-glicose para etanol  em tempera-

turas elevadas (37 a 48º C). Em vista de sua alta t emperatura 

ótima para crescimento e fermentação, a H. polymorpha  é uma boa 

candidata para um desenvolvimento posterior de tecn ologia DMF 

[3, 26]. Já que a H. polymorpha  não pode utilizar amido e xila-

na como fontes de carbono e energia, a clonagem e a  expressão 

excessiva de genes xilanolíticos e amilolítico hete rólogos nes-
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ta levedura são necessárias. 

[009]  As β-1,4-xilanas são polissacarídeos heterogê-

neos encontrados na maioria das partes das paredes celulares 

das plantas. Os monômeros de xilose ligante de β-1.4 formam uma 

cadeia principal na qual diversos substituintes são  anexados 

[30]. A hidrólise da cadeia principal de xilana é c atalisada 

por endo- β-1,4-xilanases (1,4- β-D-xilana xilana hidrolase, EC 

3.2.1.8) e β-D-xilosidases (1,4- β-D-xilana xiloidrolase, EC 

3.2.1.37). As endo- β-xilanases agem em xilanas e xilo oligossa-

carídeos, produzindo principalmente misturas de xil o oligossa-

carídeos. As β-D-xilosidases hidrolisam os xilo oligossacarí-

deos como D-xilose [19]. Os fungos Trichoderma  e Aspergillus  

secretam grandes quantidades de enzimas degradantes  de xilana 

eficientes. O Trichoderma  reesei  é um fungo mesofílico filamen-

toso conhecido por suas atividades celulolítica e x ilanolítica 

[3]. As duas maiores endo-xilanases passíveis de in dução secre-

tadas por este fungo são Xynl e Xyn2. A Xyn2 (SEQ I D NO: 7) re-

presenta mais de 50% do total da atividade xilanolí tica de T.  

reesei  cultivado em xilana. Os membros do gênero Aspergillus  

são também eficientes produtores de enzimas celulol íticas e xi-

lanolíticas. O gene xlnD  de A. niger  codificando o 804-

aminoácido β-xilosidase foi expresso na levedura com sucesso 

[19]. 

[010]  O amido é composto de duas frações de peso mole-

cular alto: amilose e amilopectina. A amilose, o me nor compo-

nente (20 a 30%) é um polissacarídeo linear formado  por resí-

duos de glicose ligante α-1,4 e pontos de ramificação α-1.6, 

enquanto que a amilopectina representa a maior fraç ão de amido 

(70-80%) e é altamente ramificada [4]. O amido é de gradado por 

duas amilases secretadas: α-amilase (SEQ ID NO: 2)  e a glucoa-
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milase (SEQ ID NO:4) [25]. A α-amilase (SEQ ID NO: 2)  (1,4- α-D-

glucano glucanohidrolase, EC 3.2.1.1) catalisa a cl ivagem de 

endoamilolítico de ligações de α-1,4 glicosídicas de substrato 

de amido e similares que liberam maltose, oligossac arídeos e 

limitam as dextrinas. A glucoamilase (1,4- α- D-glucano-

glucoidrolase, EC 3.2.1.3) (SEQ ID NO:4) hidrolisa os gluco-

oligossacarídeos e maltose para D-glicose. A levedu ra Schwanni-

omyces occidentalis  produz enzimas amilolíticas e fermenta o 

amido em etanol com alta eficiência [34]. A α-amilase (SEQ ID 

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

(SEQ ID NO: 1) . O gene GAM1 (SEQ ID NO: 3)  codifica a glucoami-

lase (SEQ ID NO:4) secretória. 

[011]  Alguns resíduos agrícolas de lignocelulose obti-

dos no processamento de grãos de cereal tais como m ilho (exem-

plo: cascas fibrosas de milho) contêm uma quantidad e significa-

tiva de amido. Por esta razão o desenvolvimento de cepas micro-

biais pela conversão direta ativa tanto de amido qu anto de lig-

nocelulose em etanol é de grande significância come rcial. 

DESCRIÇÃO RESUMIDA 

[012]  Aqui são descritas as cepas de H. polymorpha  

amilolítica e xilanolítica com capacidade de fermen tação alcoó-

lica diretas de amido e xilana. A construção das ce pas pela in-

serção eficaz nos cromossomos e expressão dos genes  Scw. occi-

dentalis  SWA2 (SEQ ID NO: 1)  e GAM1 (SEQ ID NO: 3) , T. reesei 

XYN2 e A. niger xlnD  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 vários níveis. As cepas que também exp ressaram ex-
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cessivamente PDC apresentaram títulos mais altos de  etanol que 

as cepas que apenas expressaram excessivamente os g enes SWA2 

(SEQ ID NO: 1)  e GAM1 (SEQ ID NO: 3) . 

DESCRIÇÃO DOS DESENHOS 

[013]  Figura 1. Os Esquemas lineares dos plasmídeos 

pGAM1 (SEQ ID NO: 3) (~ 6,63 kb), pGAM1 (SEQ ID NO:  3) SWA2 (SEQ 

ID NO: 1)  (~ 9,1 kb), pOR1 (~10,8 kb) e pOR11 (~10 kb). O fr ag-

mento de genoma S. cerevisiae  que contém o gene LEU2 é apresen-

tado como caixa cinza, o promotor HpGAP é apresentado como cai-

xa verde, o terminal HpAOX: caixa laranja, o ORF do gene GAM1 

(SEQ ID NO: 3)  é apresentado como caixa azul, o ORF do gene 

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

fosfotransferase (APH):caixa preta. Sítios de restr ição:H, Hind  

III; RV, EcoRV; K, Kpn; RI, EcoR I; Sl, Sal  I; BI, BamH I; Bg, 

Bgl  II; Sc, Sac I; P, Pst  I; Sm, Sma I. 

[014]  Figura 2. Os Esquemas lineares dos plamídeos 

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  

que contém o gene LEU2 é apresentado como caixa cinza, o promo-

tor HpGAP é apresentado como caixa amarela, o terminal HpA-

OX:caixa azul, o ORF do gene SWA2 (SEQ ID NO: 1) :caixa verme-

lha, o ORF do gene TrXYN2:caixa laranja. Sítios de restrição:H, 

Hind  III; Nd, Nde I; K, Kpn I; RI, EcoR I; Sl, Sal  I; BI, BamH 

I; Bg, Bgl  II; Sc, Sac I; P, Pst  I; Nt, Not  I. 

[015]  Figura 3. Os Esquemas lineares de plasmídeos 

pXYN2 (~ 4,24 kb), pXYN2xlnD (~ 7,61 kb) e pOR2 (~9 ,57 kb). 

Caixa cinza, o fragmento de genoma S. cerevisiae  que contém o 

gene LEU2; caixa verde, o promotor HpGAP; caixa laranja, o ter-

minal HpAOX; caixa azul, o fragmento que contém ORF de um gene  

A. niger xlnD ; caixa vermelha, o fragmento que contém ORF de 
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gene T. reseei  XYN2. Sítios de restrição:H, Hind  III; RV, 

EcoRV; K, Kpn I; RI, EcoR I; Sl, Sal  I; B, BamH I; Bg, BgI  II; 

Sc, Sac I; P, Pst  I; Sm, Sma I; Xb, Xbal; Sp, Sph I. 

[016]  Figura 4. A produção de etanol pelos recombinan-

tes de H. polymorpha , 2Eth -  leul-1 /pOR 1 # 14' (A) e # 7 (B) no 

meio YNB mínimo com 2 % de amido solúvel como única  fonte de 

carbono com meio de pH:1 diferente- sem pH adjacent e; 2 - pH 6; 

3 - pH 5,5; 48 º C, 135 rpm. 

[017]  Figura 5. A produção de etanol pela cepa recom-

binante de H. polymorpha  495 2Eth -  leul-1 /pOR2 no meio YNB míni-

mo com 3% ou 9% xilana de madeira de vidoeiro com m eio de pH 

diferente (A) e condições de aeração (B). 48º C. 

[018]  Figura 6. A demonstração de genes GAM1 (SEQ ID 

NO: 3), SWA2 (SEQ ID NO: 1) , XYN2 (SEQ ID NO: 7) , e xlnD  sob o 

promotor de HpGAP em DNA genômico de transformadores de H. 

polymorpha  por meio de PCR. Banda ## 2, 3:no par de iniciador es 

K43, Ko51 foi utilizado para análise dos transforma ntes obtidos 

pela transformação com plasmídeo pOR2 para mostrar o 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 análise dos transformantes obtid os por plas-

mídeo pOR2 para apresentar o construto: A. niger xlnD  fundido 

com o promotor HpGAP. Banda ## 6,7: o par de iniciadores K43, 

Ko49 foi utilizado para análise do transformante ob tido por 

plasmídeos pOR1 e pOR11 para mostrar o construto: GAM1 (SEQ ID 

NO: 3)  de Scw. occidentalis  fundido com o promotor HpGAP1. Ban-

da ## 8, 9: o par de iniciadores K43, Ko50 foi util izado para 

análise dos transformantes obtidos por plasmídeos p OR1 e pOR11 

para mostrar o construto: ORF de Scw. occidentalis  SWA2 (SEQ ID 

NO: 1)  fundido com o promotor HpGAP1 e terminador HpA0X. Banda 
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## 1, 10: marcadores DNA. 

[019]  Figura 7.  A Formação de halos claros pelos re-

combinantes de H. polymorpha  que expressam os genes Scw. occi-

dentalis  SWA2 (SEQ ID NO: 1)  e GAM1 (SEQ ID NO: 3)  conduzidos 

pelo promotor HpGAP1. A cepa de controle Scw. occidentalis  não 

produz um halo no meio suplementado com glicose (B)  devido à 

repressão de promotores nativos de genes SWA2 (SEQ ID NO: 1)  e 

GAM1 (SEQ ID NO: 3) . A segunda cepa de controle 2Eth -  leul -1 não 

pode crescer no meio com amido como única fonte de carbono (A). 

[020]  Figura 8. A produção de etanol por cepas recom-

binantes de H. polymorpha  2Eth -  leul -1/pOR1 ## 7 e 14' no meio 

YNB mínimo com 2% do amido solúvel, 48 º C, 135 rpm. 

[021]  Figura 9. A análise SDS-PAGE de meio cultural 

das cepas recombinantes # 7, 14 (495 2Eth -  leul -1/pOR1), 1', 2' 

4', 2g (495 2Eth -  leul -1/pOR11) e cepa receptora 495 2Eth -  leul -

1.A Eletroforese foi realizada com o uso de um gel de separação 

8%, bandas de proteína foram visualizadas por manch a Coomasie e 

Silver. A, visualização de glucoamilase; B, visuali zação de α-

amilase (SEQ ID NO: 2) ; as bandas difusas de α-amilase (SEQ ID 

NO: 2)  presumidamente são devido às diferenciações de gra us de 

glicosilação. L, marcador de peso molecular de prot eína. 

[022]  Figura 10. A Formação de halos claros pelos re-

combinantes de H. polymorpha s ##7, 14 (495 2Eth -  leul -1/pOR1) e 

integrantes de multicópias ## 1', 2', 3', 4' e 2g ( 495 2Eth -  

leul -1/pOR11). 

[023]  Figura 11. Resultados de hibridização Southern 

dot-blot que ilustra um número de cópia de genes co dificando 

enzimas amilolíticas em transformantes de H. polymorpha . O pro-

motor HpGAP foi utilizado como uma sonda. Cepas:1 - wt (1 cópi a 

padrão); 2, 3 - ## 7, 14 (aproximadamente 3 a 4 cóp ias); 4, 5, 
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7 - ## 1', 2', 4', respectivamente (aproximadamente  6 a 8 có-

pias); 6 - # 3' (~3 cópias). 

[024]  Figura 12. A Atividade específica de α-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 cópias de genes de amilase e 

## 1', 2' 4', 2g (495 2Eth -  leul -1/pOR11) contendo 6 a 8 cópias 

dos genes. 

[025]  Figura 13. A produção de etanol pelos recombi-

nantes de H. polymorpha  2Eth -  leul -1/pOR1 (# 1: um meio de pro-

dução de etanol das cepas ## 7 e 14) e 2Eth -  leul -1/pOR11 (# 2: 

um meio de produção de etanol das cepas ## 1', 2', 4', 2g). As 

cepas foram cultivadas em meio YNB mínimo com 3% de  amido solú-

vel de pH 5,5, 48 º C, 135 rpm. 

[026]  Figura 14. A produção de etanol pelas cepas de 

H. polymorpha  que expressem excessivamente os genes de enzimas 

amilolíticas e gene PDC1 no meio mínimo com 3% amido solúvel; 

48º 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 Formação 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 produção de etanol pelas cepas de 

cepa de H. polymorpha s que expressam excessivamente as enzimas 

amilolíticas e Pdc1p em meio mínimo com 3% de amido  solúvel em 

47º C com aeração restrita. 4', o transformante 495 2Et h-  Ieu1-

1/pOR11; 6p, o transformante 4'/pZeoloxPDC1Hp; 3, 4,  5, os 

transformantes 6p/pOR1. 
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[029]  Figura 17. O crescimento de recombinantes de H. 

polymorpha  que expressam genes endoxilanase (SEQ ID NO: 8) e β-

xilosidase (SEQ. ID NO 6) no meio com a xilana como  única fonte 

de carbono. A, Crescimento das cepas recombinantes que expres-

sam genes de endoxilanase e β-xilosidase (cepas ## 6x e 8x) em 

meio sólido com xilana como única fonte de carbono.  B, Acúmulo 

de biomassa por cepas que expressam genes de endoxi lanase (SEQ 

ID NO: 8) e β-xilosidase (SEQ. ID NO 6) durante o crescimento 

em meio mínimo líquido com 3% de xilana de madeira de vidoeiro 

(B1) ou 2% de xilose (B2), 48 º C, 240 rpm. 6x, 8x, os transfor-

mantes 495 2Eth -  leu1-1 /pOR2. 

[030]  Figura 18. Formação de halos amarelos (A) ou 

claros (B) pelos recombinantes de H. polymorpha  que expressam 

os genes A.niger xlnD e T.reseei XYN2 . 

[031]  Figura 19. Atividade específica de endoxilanase 

(A) e β-xilosidase (B) em cultura de meio de cepas recombi nan-

tes de H. polymorpha  495 2Eth -/ pOR2 ## 6x e 8x. 

[032]  Figura 20. A. sequência de construtos recombi-

nantes que contém o promotor GAP de H. polymorpha ( sublinhado 

simples) de modo operável ligado ao gene SWA2 (SEQ. ID NO 1) e 

ao terminal AOX de H. polymorpha  AOX (sublinhado duplo). B. A 

sequência de aminoácido de α- amilase (SEQ. ID NO 2) de Schwan-

niomyces occidentalis  codificado pelo gene SWA2 (SEQ ID NO: 1) . 

[033]  Figura 21. A. Sequência de um construto recombi-

nante que contém o promotor GAP de H. polymorpha  GAP (sublinha-

do simples) ligado de maneira operável a um gene GAM1 (SEQ. ID 

NO 3) e ao terminal AOX de H. polymorpha  (sublinhado duplo). B. 

Sequência de aminoácido 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. Sequência de um construto recombi-

nante que contém o promotor GAP de H. polymorpha  (sublinhado 

simples) ligado de modo operável a um gene xlnD  (SEQ. ID NO 5) 

de A. niger  incluindo sua sequência de terminal endógeno (SEQ.  

ID NO 9, sublinhado duplo). B. Sequência de aminoác ido de β-

xilosidase (SEQ. ID NO 6) codificada pelo gene xlnD .  

[035]  Figura 23. A. Sequência de um construto recombi-

nante que contém o promotor GAP de H. polymorpha  (sublinhado 

simples) ligado de modo operável a um gene Xyn2  (SEQ. ID NO 7) 

de Trichoderma  reesei  incluindo sua sequência de terminal endó-

geno (SEQ. ID NO 10, sublinhado duplo). B. Sequênci a de aminoá-

cido de endo- β-xilanase (SEQ. ID NO 8) codificado pelo gene 

Xyn2 . 

[036]  Descrição Detalhada de Métodos, Cepas e Resulta-

dos 

[037]  Cepas e Meios. 

[038]  A cepa de H. polymorpha  495 2Eth -  leu1 - 1 defici-

ente de β-isopropilamato desidrogenase e que não consegue cr es-

cer em etanol [14], foi utilizada como recipiente p ara isola-

mento dos recombinantes amilolíticos e xilanolítico s. Esta cepa 

é um derivativo de NCYC 495 leu1 - 1 [8]. Cepas e transformantes 

de levedura cresceram em YPD (0,5% extrato de leved ura, 1% pep-

tona, 2% glicose) ou meio mínimo (0,67% YNB sem ami noácidos, 2% 

glicose, 3% amido solúvel (Sigma S2630-500G) ou 3% xilana de 

madeira de vidoeiro (Fluka X0502-100G) em 37 oC ou 48 º C. Para a 

cepa 495 2Eth -  leu1 - 1, leucina (40 mg/l) foi adicionada ao meio. 

Para a seleção de transformantes de levedura em YPD , 0,2 mg/l 

de G418 (geneticina) ou 150 μg/ml de zeocina foram adicionados. 

[039]  A cepa E. coli  DH5α [ ϕ80d l αcZ∆M15, rec A1, endA1, 

gyr A96, thi -1, hsd R17(r - k, m +
κ), sup E44, rel A1, deoR, ∆(lac- ZYA-
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argF)U169] foi utilizada como hospedeira para propa gação de 

plasmídeos. A cepa cresceu em 37ºC em meio LB tal c 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 padrão de clonagem foram aplicadas 

[27]. Isolamento de DNA plasmídeo de E. coli  foi experimentado 

com o Sistema de Purificação de DNA Minipreps Wizar ds Plus SV 

(Promega, Madison, WI, E.U.A). O DNA genômico de H. polymorpha , 

Scw. occidentalis , T. reesei  e A. niger  foi isolado utilizando 

o Kit de Purificação Wizards DNA genômico (Promega,  Madison, 

WI, E.U.A). As endonucleases de restrição, ligase d e DNA T4 e 

polimerase de DNA T4 (Fermentas, Vilnius, Lituânia)  foram uti-

lizadas de acordo com as especificações 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 ção de DNA 

(Millipore, Bedford, MA, E.U.A). polimerase de DNA Taq e Poli-

merase de Mistura com Alta Fidelidade (Fermentas, V ilnius, Li-

tuânia) foram utilizados para PCR analítico 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 transformação de levedura H. polymorpha  pela eletro-

poração foi executada como foi descrito acima [5], A construção 

de plasmídeos transportando os genes de α-amilase (SEQ ID NO: 

2)  e glucoamilase de Scw. occidentalis . 

[041]  O quadro aberto de leitura (ORF) junto com o 

terminal nativo do gene GAM1 (SEQ ID NO: 3)  codificando glucoa-

milase (~3,27 kb) foi isolado do DNA genômico 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 T TTC TTT 

ACA AGA CCA ATG). Os sítios de restrição Hind  III e Bgl  II fo-

ram incorporados aos iniciadores Ko48 e Ko49 (os sí tios de cli-

vagem estão sublinhados). O produto PCR foi digerid o com endo-

nucleases de restrição Hind  III e BgI  II e posto sob o promotor 

forte constitutivo do gene gliceraldeído-3-fosfato desidroge-

nase ( HpGAPpr), digerido com Hind  III e Bam HI. O construto 

HpGAPpr+ GAM1 (SEQ ID NO: 3)  foi inserido em um sítio Bam HI do 

plasmídeo pUC57 por meio de ligação dupla. O plasmí deo resul-

tante foi nomeado como p GAM1 (SEQ ID NO: 3)  e utilizado como 

vetor para as seguintes construções (Figura 1). 

ORF do gene SWA2 (SEQ ID NO: 1)  codificando α-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 

genômico de Scw. occidentalis  NRRL Y-247 como modelo. O sítio 

de restrição Nde I foi incorporado no iniciador SWA1. 5'-

terminação do produto PCR foi digerido com Nde I, em que o 3'-

terminação foi inadequado. O produto foi inserido n o plasmídeo 

pKO8-GAPpr (Figura 2). ORF do gene SWA2 (SEQ ID NO: 1)  foi pos-

to sob o HpGAPpr e fundido com o terminador HpAOX ( HpAOXtr). O 

plasmídeo construído pKO8-GAPpr_ SWA2 (SEQ ID NO: 1)  foi utili-

zado como modelo para amplificação por PCR do fragm ento de DNA 

que contém HpGAPpt+ SWA2_ORF+HpAOXtr utilizando iniciadores K43 

(CCG GAT CCC AAT TAT CAT TAA TAA TC), Ko51 (CGC GGA  TCC AAT CTT 

GCC TTT AAA ATG). O produto resultante de PCR foi d igerido com 

endonuclease de restrição Bam HI e inserido no sítio Bam HI do 

plasmídeo pGAM1. O plasmídeo construído foi nomeado  p GAM1SWA2 

(Figura 1). O gene Saccharomyces  cerevisiae  LEU2 (marcador de 

seleção) foi inserido no sítio de restrição Pst  I do plasmídeo 
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pGAM1SWA2 e o construto resultante foi nomeado pOR1 (Figura 1).  

[042]  O gene aminoglicosídeo 3 -fosfotransferase ( APH) 

que confere resistência ao G418 em leveduras foi is olado do 

plasmídeo pGLG61 após a sua digestão pela endonucle ase de res-

trição Pst  I. O fragmento de pGLG61 [30] Pst  I que contém o ge-

ne foi ligado com a porção Pst  I do plasmídeo pOR1 que carrega 

os genes recombinantes GAM1 (SEQ ID NO: 3) , SWA2 (SEQ ID NO: 1)  

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

mídeo resultante foi nomeado pOR11 (Figura 1). 

[043]  A sequência dos construtos recombinantes SWA2 

(SEQ ID NO: 1)  e GAM1 (SEQ ID NO: 3)  para expressão em H. 

polymorpha  é apresentada nas Figuras 20 e 21 respectivamente.  

Construção de plasmídeos que carregam os genes de e n-

doxilanase e β-xilosidase de T. reesei e A. niger, respectiva-

mente. 

[044]  O gene xlnD  que codifica para β-xilosidase (SEQ. 

ID NO 6) foi derivado do fungo A. niger . ORF do gene xlnD  junto 

com o terminador nativo (~2,79 kb) foi isolado do D NA genômico 

da cepa NRRL 3 A. niger  utilizando iniciadores Ko46 (TGC TCT 

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 

restrição Sac I e Xba I (os sítios destas endonucleases flan-

queiam o produto) e coloca sob o HpGAPpr. O construto HpGA-

Ppr+xlnD  foi inserido no sítio de Sac I do plasmídeo pUC57. O 

plasmídeo resultante foi nomeado pxlnD e utilizado como vetor 

para as seguintes construções (Figura 3). 

[045]  ORF do gene XYN2 que codifica endoxilanase 

(~0,67 kb) sem região de íntrons foi amplificado pe lo PCR, com 

o 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 CCA AAG 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 genômico de T. reseei  NRRL 11460 como modelo. 5'-

terminação do produto PCR foi digerido com Nde I, em que o 3'-

terminação foi inadequado. O produto foi inserido n o plasmídeo 

pKO8-GAPpr (Figura 2). ORF do gene XYN2 foi colocad o sob HpGA-

Ppr e terminado pelo HpAOXtr. O plasmídeo resultante pKO8-

GAPpr_XYN2 (Figura 2) foi utilizado como modelo de amplificação 

pelo PCR do fragmento de DNA que contém HpGA-

Ppr+ORF_XYN2+HpAOXtr 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 restrição Bam HI e BgI  II e inserido no sítio Bam HI do 

plasmídeo pxlnD. O plasmídeo construído foi nomeado  pxlnDXYN2 

(Figura 3). 

[046]  O gene S. cerevisiae  LEU2 foi inserido no sítio 

do Pst  I plasmídeo pxlnD XYN2 e o plasmídeo final foi des ignado 

como pOR2 (Figura 3). 

[047]  A sequência dos construtos recombinantes XyID  e 

XYL2 para expressão em H. polymorpha  são apresentados nas Figu-

ras 22 e 23 respectivamente. 

Triagem para atividade de amilase. 

[048]  As cepas recombinantes obtidas após as transfor-

mações com plasmídeos que carregam genes de α-amilase (SEQ ID 

NO: 2)  e glucoamilase (SEQ ID NO:4) foram triados por ati vidade 

amilolítica após plaqueamento em meio mínimo que co ntém 2% de 

amido solúvel (Sigma) como fonte de carbono. As pla cas foram 

incubadas a 37 oC por dois dias seguidos após serem mantidas a 

4oC durante a noite. Clones amilolíticos foram detect ados por 

halos claros em torno de colônias [4, 16]. 
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Triagem para atividade de endoxilanase (SEQ ID NO: 8) 

[049]  Transformantes correspondentes foram triados pe-

la habilidade de degradação de xilana após serem pl aqueados em 

meio mínimo que contém 0,2% de 4- Ometil-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 três a 

quatro dias. A endoxilanase cliva a RBB-xilana em u m produto 

incolor que forma halos claros em torno das colônia s [11, 20]. 

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

[050]  Os transformantes correspondentes foram triados 

pela atividade de β-xilosidase após serem plaqueados em meio 

mínimo que contém 1 mM de p-nitrofenil- β-D-xilosídeo (PNPX) e 

2% de glicose como uma fonte de carbono. As placas foram incu-

badas a 37 oC por uma a três horas. A atividade enzimática foi 

detectada pela produção de halos amarelos em torno das colônias 

[19]. 

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

glucoamilase (SEQ ID NO:4) 

[051]  Diluições apropriadas da cultura sem células fo-

ram utilizadas para ensaios enzimáticos. 

[052]  A atividade de amilase total foi medida com o 

uso do método de ácido 3,5-dinitrossalicílico (DNS) . Uma alí-

quota de 50 μl de cultura sobrenadante foi incubada com 200 μl 

de 0,4M tampão de acetato de sódio (pH 5,0) que con tém 2% amido 

solúvel por trinta minutos a 50 º C. A mistura foi fervida por 

dez minutos até parar a reação. Uma unidade de ativ idade de α-

amilase (SEQ ID NO: 2)  foi definida como a quantidade de enzima 

requerida para liberar μmol de redução de açúcar por ml por mi-

nuto sob as mesmas condições de cultura [17, 22]. 

[053]  No ensaio da atividade de glucoamilase, após 
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manter 0,9 ml da solução de amido fervida no tampão  de acetato 

de sódio (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 

reação foi então interrompida ao ferver a mistura d e reação por 

dez minutos, e a concentração de glicose produzida foi determi-

nada com o uso do kit de ensaio "Diagluc" (UBT, Lvi v, Ucrânia) 

[9]. A atividade de α-amilase (SEQ ID NO: 2)  foi calculada pela 

subtração 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 μmol de 

glicose por minuto do substrato [28].  

Ensaios da atividade de β-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 

centrifugação e sobrenadante foi utilizado para med ir a ativi-

dade das enzimas. 

[055]  A atividade de endo- β-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 º C. As diluições 

apropriadas da solução de cultura sem células a 50 mM de tampão 

de citrato de sódio (pH 5,0) foram utilizadas como fonte de en-

zima. A quantidade de açúcar liberado foi determina da pelo mé-

todo de ácido dinitrossalicílico [20]. A atividade de β-

xilosidase (SEQ. ID NO 6) foi quantificada pelo uso  de substra-

to cromofórico PNPX a uma concentração de 5 mM. O s obrenadante 

foi utilizado como fonte de β-xilosidase para ensaios de deter-

minação de atividade. Todas as atividades foram exp ressas em 

kat/ml; um katal é a quantidade de enzimas necessár ias para 

produzir 1 mol de redução de açúcar de xilana de ma deira de vi-

doeiro ou substrato cromofórico por segundo [19]. 
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Ensaio de produção de etanol. 

[056]  Para uma produção de etanol, os transformantes 

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

nimo líquido que contém 3% de amido solúvel ou 3% x ilana de ma-

deira de vidoeiro a 48°C, em condições semi-aeróbic as. As con-

centrações de etanol no meio foram determinadas apó s cada 24 

horas utilizando o kit "Alcotest" [10].  

Efeitos do pH e aeração na efetividade da fermentaç ão 

de amido em etanol. 

[057]  As condições ótimas para a fermentação direta de 

amido em etanol por transformantes isolados foram e studadas. As 

cepas de levedura foram pré-culturadas a 48 oC em 50 ml de meio 

YPD em frascos 125 ml Erlenmeyer por 48 horas com a gitação es-

tabelecidas a 220 rpm no agitador Inkubator 1000 He idolph 

(Schwabach, Alemanha). As células foram inoculadas em concen-

tração de 2 mg/ml em 50 ml da meio mínimo que conté m 3% de ami-

do de batata solúvel como única fonte de carbono. 

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

durante a fermentação de amido foi investigado. O ó timo pH para 

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

5,5. A fermentação foi feita utilizando o meio com pH 5,5 e 

6,0. Um tampão de 1 M de fosfato de potássio foi ut ilizado 

ajustando-se o pH médio. A produção de etanol ficou  no meio com 

pH 5.5 (Figura 4 A & B). 

[059]  O efeito de aeração na eficiência de fermentação 

foi estudado. As taxas de rotação de 120 a 180 rpm foram testa-

dos. A produção de etanol mais alta foi no caso de rotação de 

135 rpm. 

Efeitos de pH, a aeração e concentração de substrat o 

na efetividade de fermentação de xilana para etanol . 
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[060]  As condições ótimas para a fermentação de xilana 

de madeira de vidoeiro para etanol por transformant es isolados 

forma estudados. As cepas de levedura foram pré-cul turados a 

48oC em 50 ml de meio YPD em frascos de 125 ml Erlenme yer por 48 

horas com agitação estabelecida a 220 rpm. As célul as foram re-

movidas pela centrifugação a 4.000 rpm por cinco mi nutos, lava-

das e inoculadas (em concentração de 2 mg/ml) em 50  ml de meio 

mínimo 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 produção de etanol du-

rante a fermentação de xilana foi investigado. A fe rmentação 

foi executada utilizando-se o meio com pH 4,5 e 5,8 . Um tampão 

de solução de fosfato de potássio 1M foi utilizado para ajustar 

o pH médio com concentração final de 0,1M no meio. A melhor 

produção de etanol foi atingida no meio com pH 5,8 (Figura 5A). 

[062]  O efeito da aeração sobre a eficácia da fermen-

tação foi estudado. As taxas de rotação de 120 a 18 0 rpm foram 

testadas. A produção de etanol mais alta no caso de  120 rpm 

(Figura 5B). A concentração mais alta de xilana (9% ) resultou 

em uma melhor produção de etanol (Figura 5). 

Hibridização em transferência Southern 

[063]  A rotulação de sonda de DNA e hibridização foi 

desempenhada pelo uso de Rotulação de Ácido Nucléic o Direto e 

Sistema de Detecção Amersham ECL não radioativo (GE  Healthcare, 

E.U.A.), de acordo com o manual do fabricante. Para  a transfe-

rência de pontos Southern quantitativa, o preparado  de dilui-

ções em série de genômicos de DNA de levedura foi d esnaturado 

em 0,4 M de NaOH, manchado sobre membrana de náilon  (Hybond N+, 

Amersham Pharmacia Biotech) e rotulado com fragment os de DNA 

apropriados, seguidos por visualização com o kit de  detecção 
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Amersham ECL tal como descrito acima. O HpGAPpr foi utilizado 

como sonda. 

Eletroforese em Gel. 

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

[19]. As proteínas concentradas do extrato sem célu las foram 

visualizadas pela coloração Silver e coloridas com azul bri-

lhante Coomassie. A concentração em gel fracionador  e de empi-

lhamento é 12% e 5% de poliacrilamida, respectivame nte. 20 μl 

de solução Laemmli adicionada a 20 μl de mostra e 35 μl de mis-

tura foram injetados ao gel fracionador [31]. 

Expressão Resultante de genes SWA2 (SEQ ID NO: 1) e  

GAM1 (SEQ ID NO: 3) de Scw occidentalis em H. polym orpha. 

[065]  A cepa de H. polymorpha  495 2Eth - leul-1  foi uti-

lizada como recipiente para transformação pelo plas mídeo Sph I  

linearizado pOR1 (esquema de plasmídeo é apresentado na Figura 

1). Depois que as células de transformação foram pl aqueadas com 

um meio mínimo suplementado com 2% de glicose e 1% de amido so-

lúvel. Entre ~ 140 transformantes os 14 que formara m os maiores 

halos claros amilolíticos foram os escolhidos. A pr esença de 

genes SWA2 (SEQ ID NO: 1)  e GAM1 (SEQ ID NO: 3)  sob HpGAPpr 

nestes transformantes foram apresentados por PCR ut ilizando 

iniciadores correspondentes (Figura 6). Os transfor mantes con-

seguiram crescer em amido solúvel e fermentar o sub strato em 

etanol a 37 e 48 º C. A secreção eficiente das amilases com os 

integrantes foram apresentados pela formação de hal os claros em 

torno das colônias (Figura 7 A & B). O melhor integ rante sele-

cionado (2Eth- leu1 /pOR1 # 7) produziu acima de 3 g/l etanol 

após 48 horas de fermentação em um meio mínimo com 3% de amido 

solúvel a um pH 5,5, a 48 oC (Figura 8). Para obter cepas de H. 

polymorpha  com atividade amilolítica tentamos aumentar os núm e-
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ros de cópias de SWA2 (SEQ ID NO: 1)  e GAM1 (SEQ ID NO: 3) . Com 

este objetivo, o plasmídeo pOR1 l (Figura 3) levand o o marcador 

dominante (gene APH que confere resistência para G4 18) e genes 

SWA2 (SEQ ID NO: 1)  e GAM1 (SEQ ID NO: 3)  foram utilizados. A 

cepa H. polymorpha  495 2Eth- leu1 foi utilizada como recipiente 

para transformação pelo plasmídeo linearizado Sph I  pOR1 l. 

Após a transformação, as células foram plaqueadas e m um meio 

YPD com 0,2 g/1 G418. Cinco transformantes estáveis  foram en-

contrados e retirados entre ~ 80 resultando colônia s resisten-

tes a G418. A presença de genes SWA2 (SEQ ID NO: 1)  e GAM1 (SEQ 

ID NO: 3)  sob o HpGAPpr nestes transformantes foi mostrada em 

um meio por PCR utilizando iniciadores corresponden tes (Figura 

6). A produção de enzimas recombinantes ( α- e glucoamilase) por 

estas cepas foi demonstrada pela SDS-PAGE (Figuras 9 A e B). 

[066]  Isolados acompanhando a transformação com o 

plasmídeo pOR1 l formaram halos claros amilolíticos  maiores em 

relação aos melhores transformantes isolados previa mente do 

plasmídeo pOR1 (Figura 10). A hibridização Southern  demonstrou 

a presença de aproximadamente seis a oito cópias do s genes SWA2 

(SEQ ID NO: 1)  e GAM1 (SEQ ID NO: 3)  nos transformantes isola-

dos (Figura 11). 

[067]  Os transformantes 495 2Eth- leu1-1 /pOR11 mostra-

ram uma atividade mais alta tanto do α- quanto do glucoamilase 

quando comparados com as cepas que contêm apenas tr ês a quatro 

cópias dos genes de amilase (Figuras 12 A e B). 

[068]  A eficácia da fermentação de amido alcoólico de 

transformantes isolados foi estudada. Estes transfo rmantes 

apresentaram uma elevada produção de etanol (6,5 g/ l após 72 

horas de cultivo) quando comparados com os transfor mantes iso-

lados previamente pela transformação pOR1. A fermen tação foi 
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executada em um meio YNB mínimo com 3% de amido sol úvel a pH 

5,5, 48 º C, 135 rpm (Figura 13). 

Isolamento das cepas de H. polymorpha com proprieda -

des melhoradas de fermentação de amido. 

[069]  O plasmídeo ploxZeoloxPDClHp construído previa-

mente em laboratório [14], foi utilizado para obter  cepas de H. 

polymorpha  com propriedades amilolíticas melhoradas. Seguindo  a 

expressão excessiva do gene de piruvato descarboxil ase (PDC1), 

estas cepas foram caracterizadas por uma produção d e etanol me-

lhorada quando comparadas à cepa de controle 495 2E th -  [14]. O 

plasmídeo ploxZeoloxPDC1Hp que contém o gene PDCl c onduzido com 

o HpGAPpr foi linearizado pelo BamHI e utilizado para a tr ans-

formação da cepa #4', isolada previamente (495 2Eth - /pOR1). Os 

transformantes resistentes a zeocina foram selecion ados em um 

meio YPD suplementada com 150 μg/ml de zeocina. Alguns destes 

integrantes estáveis foram selecionados para futuro s estudos. A 

efetividade da fermentação alcoólica destes recombi nantes foi 

estudada. Todos os transformantes apresentaram níve is mais al-

tos da produção 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 nível mais alto da produção de eta nol) foi 

utilizado como recipiente para a transformação com o plasmídeo 

pOR1 linearizado com Sph I . Os transformantes Leu + foram seleci-

onados em um meio mínimo sem leucina e estabilizado s. Os trans-

formantes estáveis forma plaqueados em um meio míni mo suplemen-

tada com 2% amido solúvel. Alguns dos integrantes, que formaram 

halos claros maiores em comparação com a cepa #6, f oram seleci-

onados para estudos futuros (Figura 15). A efetivid ade de fer-

mentação alcoólica desses recombinantes foi estudad a. Todos os 
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transformantes mostraram níveis mais altos da produ ção de eta-

nol (9 - 10 g/l) quando comparados com a cepa #6 (F igura 16). 

Expressão dos genes T.reesei XYN2 e A. niger XLND e m 

H. polymorpha. 

[071]  O plasmídeo pOR2 que contém os genes T. reesei 

XYN2 e A. niger xlnD  conduzidos com o HpGAPpr (Figura 3) foi 

linearizado por Sphl  e utilizados para transformação da cepa H. 

polymorpha  495 2Eth - leul-1. Os transformantes Leu + foram estabi-

lizados. A presença dos genes XYN2 e xlnD  sob o HpGAPpr em 

transformantes foi testada por PCR utilizando os in iciadores 

correspondentes (Figura 6). 

[072]  Os transformantes conseguiram crescer em xilana 

como única fonte de carbono (Figuras 17, A, B1 e B2 ). A secre-

ção eficiente de endoxilanase (SEQ ID NO: 8) e β-xilosidase 

(SEQ. ID NO 6) com os integrantes foi apresentada p ela formação 

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 eficiência (aproximadamente 0,35 g/l)  em ambos a 

37 e 48 º C. 

Co-expressão 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 contêm ambos os genes α-amilase (SEQ ID NO: 2)  

e glucoamilase de Scw. occidentalis  integrados ao cromossomo de 

H. polymorpha  são utilizados na cepa hospedeira. O plasmídeo 

pOR2 que contém os genes T. reesei XYN2  e A.niger xlnD  conduzi-

dos com o HpGAPpr é linearizado pelo Sphl  e utilizado para a 
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transformação da cepa H. polymorpha  495 2Eth - leu1-1 /pOR11. Os 

transformantes são estabilizados como antes. A pres ença dos ge-

nes XYN2 e xlnD  é testada por meio de PCR utilizando os inicia-

dores correspondentes. Os transformantes serão pode m ser culti-

vados com amido solúvel e/ou xilana solúvel como ún ica fonte de 

carbono. A secreção eficiente das quatro enzimas se rá demons-

trada essencialmente tal como foi descrito acima. O s transfor-

mantes podem fermentar em um meio misturado que con tém tanto o 

amido solúvel 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 α-amilase (SEQ ID NO: 2)  e glucoa-

milase já transformados na cepa, A'/ploxZeoloxPDClH p, que ex-

pressa excessivamente o gene PDC é utilizado como c epa hospe-

deira. Novamente, o plasmídeo pOR2 que contém os ge nes T. ree-

sei XYN2  e A.niger xlnD  conduzidos com o HpGAPpr é linearizado 

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

polymorpha . Os transformantes são estabilizados como antes. A  

presença dos genes XYN2 e xlnD  é testada por PCR utilizando 

iniciadores correspondentes. Os transformantes serã o podem ser 

cultivados com amido solúvel e/ou xilana solúvel co mo única 

fonte de carbono. A secreção eficiente das quatro e nzimas será 

demonstrada essencialmente tal como descrito acima.  Os trans-

formantes podem fermentar um meio misturado que con tém tanto o 

amido solúvel quanto xilana de madeira de vidoeiro em etanol a 

ambos 37 e 48 o em um nível mais alto do que os transformantes 

fizeram no primeiro caso devido à expressão excessi va comple-

mentar da enzima PDC na célula hospedeira. 

DISCUSSÃO 

[075]  A produção de etanol para combustível de materi-
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al de planta renovável tem grande significado econô mico e eco-

lógico. Um dos subprodutos da indústria de fresagem  a úmido de 

milho que já está disponível em grandes quantidades  é a fração 

de casca de fibra de milho. Esta fração é misturada  e secada 

com outros subprodutos processantes e fração de des tilamento de 

fermentação de etanol para produzir alimento de glú ten de mi-

lho. As cascas de fibra de milho consistem de 35% h emicelulose, 

18% celulose e 20% amido (proteína, olho de fibra e  lignina es-

tão presentes também neste material) [7], a xilana é o maior 

componente da hemicelulose. Os estágios industriais  que incluem 

hidrólise enzimática de xilana e amido são demasiad o caros. Por 

isso a conversão microbial direta destes polímeros em etanol é 

de grande significância Econômica. Por esta razão, o desenvol-

vimento de micro-organismos podem realizar hidrólis e simultânea 

de amido e xilana e fermentação dos açúcares libera dos em eta-

nol a temperaturas elevadas é de grande importância  para a pro-

dução de combustível de etanol do milho. A glicose e a xilose 

são os principais açúcares liberados após 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  não pode utilizar materiais de amido e xi-

lana e cultivar neles como única fonte de carbonos.  

[076]  Foram clonados dois genes da levedura Scw. occi-

dentalis  SWA2 (SEQ ID NO: 1)  e GAM1 (SEQ ID NO: 3)  que codifi-

cam a α-amilase (SEQ ID NO: 2)  e glucoamilase (SEQ ID NO:4), 

respectivamente. Ambas estas enzimas são necessária s para hi-

drólise de amido. Os genes SWA2 (SEQ ID NO: 1)  e GAM1 (SEQ ID 

NO: 3)  foram expressos com sucesso na H. polymorpha . Cepas re-

combinantes isoladas são podem ser cultivadas em am ido como 

única fonte de carbono. São também podem fermentar amido solú-
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vel em etanol a 48 º C. Nós mostramos que números de cópias 

crescentes de genes aumentam a capacidade das cepas  recombinan-

tes para a hidrólise de amido e produção de etanol.  

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

codificam a endoxilanase e β-xilosidase, respectivamente, foram 

clonados e expressados em H. polymorpha . Pelo menos duas destas 

enzimas são necessárias para a hidrólise de xilana.  Integrantes 

isolados conseguiram crescer com a xilana como únic a fonte de 

carbono e fermentá-la em etanol a ambos 37 e 48 º C. A baixa 

efetividade da conversão de xilana em etanol por ce pas isoladas 

é mais provável devido à capacidade inicial baixa d e cepas de 

H. polymorpha  na fermentação alcoólica de xilose. As melhorias 

futuras na fermentação de xilana pelas cepas constr uídas exigi-

rão uma fermentação etanólica de xilose como pré-re quisito. Es-

tas cepas poderão então ser utilizadas como recipie ntes para 

construção de recombinantes efetivos xilanolíticos.  
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REIVINDICAÇÕES 

1.  CEPA H. POLYMORPHA, caracterizada por compreen-

der pelo menos um gene SWA2 que codifica uma α-amilase, de 

acordo com a SEQ ID NO: 2, e, pelo menos, um gene GAM1 que co-

difica uma glucoamilase, de acordo com a SEQ ID NO:  4, sendo 

que os genes são ligados de modo operável a pelo me nos um HpGAP 

promotor obtido de H. polymorpha, que expresse os ditos genes 

na cepa de H. polymorpha, e que inclui, adicionalmente, um gene 

PDC1 que codifica uma piruvato descarboxilase de H. polymorpha 

ligado de modo operável a um Promotor HpGAP que exp ressa a dita 

piruvato descarboxilase na cepa de  H. polymorpha e as ditas en-

zimas α-amilase e glucoamilase são secretadas em um meio d e 

crescimento da cepa H. polymorpha que contém apenas amido solú-

vel como uma fonte de carbono a uma temperatura de 37 ºC a 48 

ºC. 

2.  CEPA DE H. POLYMORPHA, de acordo com a reivindi-

cação 1, caracterizada pelos genes SWA2 e GAM1, que codificam 

uma α-amilase e uma glucoamilase, respetivamente, serem inte-

grados dentro do cromossomo de H. polymorpha. 

3.  CEPA DE H. POLYMORPHA, de acordo com a reivindi-

cação 1, caracterizada por o pelo menos um gene SWA2  ou GAM1,  

incluir, adicionalmente, um terminador ligado de mo do operável 

ao dito gene para terminar a transcrição do gene ex pressado. 

4.  CEPA DE H. POLYMORPHA, de acordo com a reivindi-

cação 1, caracterizada por compreender pelo menos u m gene Xyn2 

que codifica uma endoxilanase, de acordo com a SEQ ID NO: 8, e, 

pelo menos, um gene xnlD que codifica uma β-xilosidase  de acordo 

com a SEQ ID NO: 6, em que cada gene é ligado de mo do operável 

a pelo menos um promotor que expresse os ditos gene s na cepa de 

H. polymorpha e as ditas enzimas sejam secretadas em um meio de 
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crescimento da cepa de H. polymorpha que contenha apenas ou em 

uma única combinação, um amido solúvel e uma xilana  solúvel co-

mo fonte de carbono. 

5.  PROCESSO PARA A FABRICAÇÃO DE ETANOL, caracteri -

zado por compreender o crescimento da cepa de H. polymorpha, 

conforme definido na reivindicação 1, em um meio qu e compreende 

amido solúvel sob as condições que fazem com que a H. polymor-

pha produza etanol. 

6.  PROCESSO PARA A FABRICAÇÃO DE ETANOL, caracteri -

zado por compreender o crescimento da cepa de H. polymorpha, 

conforme definido na reivindicação 1, em um meio qu e compreende 

amido solúvel e uma xilana solúvel sob as condições  que fazem 

com que a H. polymorpha produza etanol. 
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