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Resumo

A xilanase de Thermoascus aurantiacus codificada pelo gene xynA ¢ uma enzima
termofilica com uma promissora aplicacdo industrial. Neste trabalho, foi realizada a
clonagem desse gene, que foi isolado pela técnica de RT-PCR, seguido de expressao
heterdloga em Pichia pastoris. Realizada a caracterizagao da enzima nativa no extrato
bruto do fungo filamentoso assim como da enzima recombinante antes ¢ depois da
purificagdo parcial, a qual foi realizada pelo processo de troca ionica. A atividade 6tima
das enzimas foi em pH 5,0 ¢ as mesmas foram estaveis diante de ampla faixa de pH
(3,5- 10,5, por 24h). Em relacdo a temperatura 6tima e termoestabilidade houve algumas
diferencas entre as trés condi¢des da xilanase. A xilanase nativa apresentou-se mais
ativa a 75°C sendo estavel na faixa de 35°C a 75°C ap6s 1 hora de incubagdo, a xilanase
recombinante antes e depois do processo de purificagdo apresentou temperatura otima
em 60°C, no entanto antes da purificacdo permaneceu estavel entre 35°C e 80°C, e apds
a purificacdo entre 35°C e 65°C, em ambos os casos apds a incubagdo por 1 hora. Esse
foi o primeiro relato de expressdo do gene xynA em P. pastoris. Com a purificagdo da
enzima recombinante serdo viabilizados estudos estruturais que requerem grandes
quantidades da enzima. Além disso as caracteristicas observadas de XynA em nossas
analises mostraram-se bastante interessantes do ponto de vista biotecnologico. Nossos
dados permitirdo entdo outros estudos para adequagdo a aplicagdo dessa xilanase em

processos industriais.



Abstract

The Thermoascus aurantiacus Xylanase which is coded by the xynA gene is a
thermophilic enzyme with a promising use in industrial processes. In this study, we
performed the cloning of the xynA gene, which was isolated by RT-PCR and
subsequently heterologously expressed in Pichia pastoris. The native enzyme and
recombinant versions of the enzyme were characterized before and after purification
process. Both enzymes showed higher in pH 5,0 and were stable over a wide range
of pH’s (3,5-10,5, after 24h of incubation). Differences were observed in the
optimum temperature and thermostability; native xylanase optimum temperature
was 75°C being stable within the range 35°C-75°C after 1 hour incubation, whereas
the recombinant enzyme showed higher at 60°C. Before the purification process the
recombinant protein was stable at 35°C to 80°C, but after partial purification the
stability was between 35°C to 65°C. To our knowledge, this is the first report of the
expression of xynA in P. pastoris. The purification of recombinant XynA will
contribute to structural studies which require large quantities of the enzyme.
Furthermore, the biochemical features observed in our analysis shed light into the
use of this enzyme in biotechnological processes which require thermophilic

enzymes.



Introducao Geral

Atualmente, o grande potencial de aplicagdo das xilanases em processos industriais
tem atraido grande interesse em estudos a respeito dessas enzimas. Estas enzimas
podem ser utilizadas em varios processos, dentre eles existe grande interesse para sua
aplicacdo nas industrias de papel e alimenticia. Outra aplicagdo muito importante ¢ na
producao de energia a partir de biomassa lignoceluldsica (HE et al., 2009; RUANGLEK
et al., 2006; SUBRAMANIYAN; PREMA, 2002; KATAHIRA et al.,2004).

As enzimas produzidas por microrganismos termofilicos, na maioria dos casos,
sao mais apropriadas no processamento industrial devido as suas propriedades
cataliticas (atividade e estabilidade) em altas temperaturas (KALOGERIS et al., 1998).
Uma linhagem do fungo termofilico Thermoascus aurantiacus tém sido estudada como
produtora de diversas enzimas no Laboratério de Bioquimica e Microbiologia
Aplicada/UNESP. Dentre elas destaca-se uma xilanase termoestavel com alta atividade,
portanto com grande potencial de aplicacao industrial.

A levedura Pichia pastoris ¢ sistema genético bem conhecido e caracterizado,
sendo frequentemente utilizado para a producdo de proteinas em grande escala. P.
pastoris possui uma taxa de crescimento elevada e produz grande quantidade de
proteina em meios simples e baratos. Pode crescer tanto em frascos agitados como em
fermentadores e ¢ capaz de realizar diversas modificacdes pds-traducionais como adi¢do
de pontes dissulfeto e glicosilagdes. Estas caracteristicas a tornam um organismo de
grande importincia para expressdo de enzimas e outras proteinas de valor comercial e

industrial (CEREGHINO; CREGG, 2006; CREGG et al., 2000).



A clonagem e expressao em levedura do gene que codifica a xilanase de 7.
aurantiacus sao desejaveis para viabilizar maiores estudos sobre a estrutura da enzima e
para viabilizar a sua produ¢do em larga escala. Neste estudo, contribuimos para esta
etapa do conhecimento da xilanase de 7. aurantiacus, apresentando nossos resultados
sobre a expressdo, caracterizagcdo da enzima recombinante € comparagdo com a enzima
nativa no primeiro capitulo e a purificagdo parcial e caracterizacdo da enzima apos o

processo de purificagdo no capitulo dois.



Revisao bibliografica

Hemicelulose

A lignocelulose ¢ o material estrutural da biomassa vegetal e consiste de trés
tipos de polimeros: celulose, hemicelulose e lignina (PEREZ et al.,, 2002). As
hemiceluloses sdo um grupo heterogéneo de polissacarideos que representam de 15-
35% da biomassa vegetal. O termo foi introduzido por Schulze, em 1891, para
denominar fracdes isoladas ou extraidas de material vegetal facilmente hidrolisavel,
quando as estruturas ainda ndo eram muito bem conhecidas. Hemiceluloses sao
componentes estruturais importantes que ocorrem em intima associagdo com a lignina e
a celulose, interagindo com ligagdes covalentes e ndo covalentes respectivamente (BEG
etal., 2001; SCHELLER; ULVSKOV, 2010; GIRIO et al., 2010).

Os residuos de acgucar encontrados em hemiceluloses incluem pentoses (D-
xilose, L-arabinose), hexoses (D-galactose, L-galactose, D-manose, L-raminose, L-
fucose) e 4cidos urdnicos (4acido D-galacturdnico). Tais residuos sdo diversamente
modificados por acetilagdo e metilagdo (GLAZER; NIKAIDO, 1995). Os principais
heteropolimeros desse grupo de polissacarideos sdo xilanas, mananas, galactanas e
arabinanas e a classificagdo dessas fragdes de hemicelulose depende da composi¢do de

agucares presente (BEG et al., 2001).
Xilana

A xilana € o principal polissacarideo estrutural nas células vegetais e o segundo
mais abundante na natureza (COLLINS; GERDAY; FELLER, 2005), além disso, ¢ o
maior componente da hemicelulose nas paredes celulares de células vegetais

correspondendo a 30-35% do peso seco total. Em madeiras duras (angiospermas) ¢ a
5



hemicelulose mais encontrada, correspondendo a 15-30% do peso seco. Em madeiras
macias (gimnospermas) ndo ¢ tio abundante, correspondendo 7-10% de sua biomassa. E
um importante polissacarideo, que ligado covalentemente a lignina e nao-
covalentemente a celulose, atua na manutencao da integridade da celulose e na protecao
das fibras da a¢do das celulases (BEG et al., 2001).

A maioria das xilanas ocorre como heteropolissacarideos composto por uma
cadeia principal de residuos de xilose unidos por ligagdes glicosidicas B-1,4, que
apresentam diferentes grupos substituintes (COLLINS; GERDAY; FELLER, 2005;
BEG et al., 2001). As substituicdes mais comumente encontradas na cadeia principal
das xilanas sdo residuos acetil, arabinosil e glucoronosil (WHISTLER; RICHARDS,
1970). Por outro lado, as homoxilanas consistem exclusivamente de residuos de xilose
unidos por ligagdes B-1,4 e B-1,3 e ndo sdo encontradas com facilidade na natureza.
Esse tipo de xilana foi isolada em grama de esparto, caule de tabaco, semente de guar e
em algumas algas marinhas (BEG et al., 2001; DODD; CANN, 2009).

As xilanas encontradas em madeiras duras sdo 0-acetil-4-0-metilglucuroxilanas,
que consistem de pelo menos 70 residuos de xilopiranose unidos por ligagdes B-1,4,
altamente acetiladas (Figura 1). A presenga desses grupos acetil ¢ responsavel pela
solubilidade parcial da xilana em dgua. Em madeiras macias sdo encontradas xilanas do
tipo arabino-4-O-metilglucuronoxilanas, que apresentam unidades de o-L-
arabinofuranosil ao invés de grupos acetil € maior quantidade de 4cido metilglucurdnico

(SUNNA, ANTRANIKIAN, 1997) (Figura 2).
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Figura 1: Esquema representativo da estrutura de 0-acetil-4-0-
metilglucuronoxilana presente em madeiras duras. Ac: grupo acetil; a-4-0-Me-
GIcA: acido a-4-0-metilglucurénico (SUNNA; ANTRANIKIAN, 1997).
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Figura 2: Estrutura de arabino 4-0-metilglucuronoxilana presente em madeiras
macias. a-araf: arabinofuranose; a-4-0-Me-GIcA: acido a-4-0-metilglucurénico
(SUNNA; ANTRANIKIAN, 1997).

Enzimas de degradacio da xilana — xilanases

Diante da heterogeneidade e complexidade da xilana, sua hidrélise completa
requer uma grande variedade de enzimas atuando cooperativamente com diferentes
especificidades e modos de agao (Fig. 3 a e b) (COLLINS; GERDAY; FELLER, 2004).

As enzimas que compdes os sistemas xilanoliticos microbianos sao:

v Endo-1,4-B-D-xilanases: hidrolisam randomicamente as ligagdes f-1,4 da

cadeia principal de residuos de xilose;



v B-D-xilosidases: hidrolisam 1,4-B-D-xilooligossacarideos e xilobiose em
monomeros de xilose a partir de uma extremidade ndo redutora;

v’ o-L-arabinofuranosidades: hidrolisam os grupos a-L-arabinofuranosil
terminais;

v a-D-glucuronidases: atuam na hidrolise das ligagdes a-1,2 glicosidicas
entre xilose e acido glucurdnico ou sua ligagao 4-O-metil-éster;

v Acetilxilana esterases: hidrolisam as ligagdes entre xilose e acido acético
e acido ferualico;

v Acido p-coumarico ou ferrtlico esterases: removem acidos cumarico ou

ferrulico dos residuos de arabinose das cadeias laterais.

Na conversdo da xilana em monossacarideos, todas essas enzimas atuam
sinergisticamente. A presenca desse sistema xilanolitico multifuncional foi observada
em diversos fungos e bactérias, sendo os primeiros melhores produtores (BEG, 2001).
Alguns dos produtores de enzimas xilanoliticas incluem espécies de: Aspergillus,
Trichoderma, Penicillium, Streptomyces, Phanerochaete, Clotridium e Bacillus

(COLLINS; GERDAY; FELLER, 2005; CHAVEZ; BULL; EYZAGUIRRE, 2006).
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Figura 3: a) Estrutura da xilana e os locais de ataque pelas enzimas xilanoliticas.
A cadeia principal é comporta por residuos de xilose. Ac: grupos acetil; a-araf: o-
arabinofuranose; o-4-O-Me-GIcUA: &cido 0-4-O metilglucurdnico; pcou: acido p-
coumarico; fer: acido ferrulico. b) Hidrdlise de xilooligossacarideos pela B-xilosidase
(COLLINS; GERDAY; FELLER, 2005).

Endo-1,4-B-xilanases
Uma das atividades criticamente importantes requeridas para despolimerizagao
da xilana ¢ a da endo-1,4-B-xilanase (DODD; CANN, 2009). Essas endo-xilanases sdo
produzidas principalmente por microrganismos, apesar de também serem produzidas
por animais, como moluscos, € mesmo por plantas, entre os produtores microbianos, os
fungos filamentosos sdo bem conhecidos como secretores de altos niveis de xilanase

(SUBRAMANIYAN; PREMA, 2002; CHANTASINGH et al., 2005).

A heterogeneidade da estrutura da xilana resultou em uma diversidade de
xilanases que apresentam variagdes na especificidade e nas sequéncias primarias e
secundarias, o que dificulta a classificacdo destas enzimas. As xilanases pertencem ao

sistema de classificacdo das glicosideohidrolases (GH), que se baseia em comparagdes



de estruturas primadrias e sequéncias de dominio cataliticos, agrupando as enzimas em
familias. As endoxilanases normalmente sdo classificadas nas familias 10 e 11
(SUBRAMANIYAN; PREMA, 2002; COLLINS; GERDAY; FELLER, 2005;
VARDAKOU et al., 2005; FAULDS et al., 2006). As xilanases pertencem a familia 10
(GH10), e tipicamente possuem alto peso molecular (>30kDa), baixo ponto isoelétrico e
apresentam a estrutura de (o/ )s na forma de barril, enquanto as da familia 11 (GHI11)
consistem predominantemente de folhas B, possuem baixo peso molecular (<30kDa) e
alto ponto isoelétrico. Apesar das diferencas estruturais, as xilanases da familia 10 e da
familia 11 funcionam de maneira semelhante na hidrolise enzimatica, (NATESH et al.,
1999; SUBRAMANIYAN; PREMA, 2002; CHANTASINH et al, 20006).
Endoxilanases da familia 10 sdo capazes de atacar ligacdes glicosidicas proximas as
regides de inser¢do de cadeias laterais e proximo as pontas nao-redutoras diferente das

endoxilanases da familia 11 (SUBRAMANIYAN; PREMA, 2002).

As xilanases tém atraido um consideravel interesse para pesquisa nos ultimos
anos devido ao potencial em vérias aplicagdes biotecnoldgicas e em diversos processos
industriais, incluindo clarificagdes em vinhos e sucos, produ¢do de alimentos
funcionais, alimentacao animal, com destaque para a aplicacdo na industria de papel e
celulose atuando na redugdo do uso de cloro (COLLINS; GERDAY; FELLER, 2005;
SHARMA et al, 2008; HE et al., 2009). Outra caracteristica importante ¢ sua
aplicabilidade na bioconversdo de materiais lignocelulosicos e residuos agricolas em

energia (SUBRAMANIYAN; PREMA, 2002; KATAHIRA et al., 2004).

As xilanases sdo sintetizadas por microorganismos mesofilicos e termofilicos.
Entre os fungos mesofilicos, os géneros Aspergillus e Trichoderma sdo grandes

produtores de xilanase (POLIZELI et al., 2005). Fungos termofilicos produzem
10



hidrolases com importantes caracteristicas, como alta termoestabilidade, atividade 6tima
em temperaturas altas e altas taxas de hidrolise (KALOGERIS et al., 2003). O emprego
de temperaturas mais elevadas aumenta a velocidade do processo e evita contaminagao
por microrganismos (DA SILVA et al., 2005). Devido a essas caracteristicas grandes
esforcos tém sido feito para isolamento de microrganismos termofilicos e extremofilicos
que produzem enzimas com grande estabilidade térmica. As xilanases de fungos
termofilicos possuem temperatura 6tima entre 60 ¢ 80°C e sdo bastante estaveis nesse

intervalo de temperatura (POLIZELI et al., 2005).

Fungo filamentoso Thermoascus aurantiacus

O fungo termofilico Thermoascus aurantiacus ¢ um ascomiceto isolado em
pilhas de feno autoaquecidas, por Hugo Miehe em 1907 e foi descrito por Cooney e
Emerson (1964). Esse fungo foi também encontrado em outros ambientes como esterco
de aves, tabaco, solo, cavacos de madeira, entre outros (MACHUCA, 1991). T.
aurantiacus apresenta ascosporos elipticos de coloracdo alaranjada e ndo apresenta
estagio assexuado (BRIENZO; ARANTES; MILAGRES, 2008).

Esse fungo apresenta capacidade de crescer eficientemente e degradar uma
grande variedade de substratos lignoceluldsicos. Diferentes linhagens 7. aurantiacus
tem sido consideradas como boas produtoras de endoglucanases e/ou xilanases
termoestaveis, produzindo taxas relativamente altas de xilanase, endoglucanase e [3-
glicosidases associada a baixas taxas de exocelulases e mananases. As enzimas
celuloliticas e hemiceluloliticas produzidas pelo 7. aurantiacus sao bastante estaveis a
variacdes de temperatura e pH, além de apresentarem grande potencial de aplicagdes
industriais (KALOGERIS et al., 1999; GOMES et al., 2000, DA SILVA et al., 2005;

GOMES et al., 2007).
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T. aurantiacus produz a maioria das enzimas hemiceluloliticas, sendo a xilanase
a principal enzima encontrada na cultura. As diferentes linhagens desse fungo
apresentam xilanases entre 33 a 39,7kDa, e estdo otimamente ativas em temperaturas
entre 70 ¢ 75°C e pH 5. A xilanase produzida pelo 7. auranticus (Figura 4) ¢
considerada pertencente a familia 10 na classificacdo das glicosil hidrolases, de acordo

com as propriedades cataliticas (BRIENZO; ARANTES; MILAGRES, 2008).

Figura 4: Estrutura tridimensional da B-1,4-endoxilanase de 7. aurantiacus
(NCBI, 2010).

O grande interesse nas enzimas termoestaveis produzidas por 7. aurantiacus e
sua aplicabilidade em processos biotecnoldgicos ja resultou em alguns estudos de
clonagem e expressdo dos genes dessas enzimas em diferentes microrganismos. O gene
da celobiohidrolase (chhl) foi clonado e expresso com sucesso em Saccharomyces
cerevisiae (HONG et al., 2003) assim com o gene da B-glucosidades (bg/1) que foi
expresso em P. pastoris. Nesse caso, a expressdo obteve sucesso quando o gene foi

fundido com a sequéncia sinal fator a de S. cerevisiae (HONG et al., 2007).
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Expressio heterologa

Nas ultimas décadas, geneticistas aprenderam como manipular o DNA para
identificar ¢ mudar o local dos genes em uma variedade de organismos diferentes do
original. O maior uso para a maioria desses organismos recombinantes ¢ a producdo de
proteinas, que em sua maioria apresentam grande valor comercial. Diante disso, muitos
estudos tém focado em encontrar meios de produzi-las eficientemente em uma forma
funcional (MACAULEY-PATRICK et al.,, 2005). A expressao heteréloga ¢ uma
importante ferramenta para isolamento de novos genes e caracterizagdo de proteinas
(FROMMER; NINNEMANN, 1995).

A bactéria Gram-negativa Escherichia coli tem sido extensivamente usada como
hospedeiro para expressdo proteica. O sucesso na expressao de proteinas recombinantes
em E. coli depende das caracteristicas primarias, secundarias, terciarias e funcionais da
proteina, por ser um procarioto a inabilidade de realizar os dobramentos corretos e
outras modificagdes pods-transcricionais limita os tipos de enzima que podem ser
expressos (DALY ; HEARN, 2005).

Nos ultimos anos, varias leveduras tém sido utilizadas como sistemas de
expressdo visando uso comercial devido ao crescimento robusto e algumas de suas
caracteristicas particulares (SREEKRISHNA et al.,, 1997). Esses microrganismos
apresentam caracteristicas tanto de procariotos (manipulagdo genética e caracteristicas
de crescimento) quanto de eucariotos (maquinaria celular para realizar modificagdes
pos-transcricionais). S. cerevisiae foi selecionada primeiramente para atuar como
hospedeiro em estudos de expressdo heterdloga, devido ao vasto conhecimento a
respeito de sua genética e fisiologia (BALAMURUGAN; REDDY;

SURYANARAYANA, 2007). Outra levedura também importante para expressao
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heterdloga € P. pastoris, que provou ser um excelente hospedeiro para produgdo de

proteinas secretadas e produzidas intracelularmente (SREEKRISHNA et al., 1997).

Pichia pastoris

A habilidade de algumas espécies de leveduras em utilizar metanol como fonte
de carbono, sendo P. pastoris uma delas, atraiu grande interesse para exploracao desses
microrganismos nos anos 70 como fonte de single-cell protein (SCP), Nesse periodo, a
empresa Phillips Petroleum Company desenvolveu meios e métodos para o cultivo de P.
pastoris utilizando metanol. No entanto, a produ¢do de SCP dessa maneira tornou-se
pouco atrativo devido ao aumento do custo do metanol (GREGG et al., 2000; COS et
al., 20006).

P. pastoris surgiu como uma importante levedura para biotecnologia uma década
depois quando a Phillips Petroleum Company associada ao Salk Institute
Biotechnology/Industrial Associates Inc. utilizou essa levedura metilotréfica como um
sistema de expressdo de proteinas heterdlogas, tornando-se uma possibilidade
interessante para aplicagdes académicas e industriais (COS et al., 2006).

Nos ultimos anos, P. pastoris tem recebido grande aceitacdo como sistema de
expressdo para a producdo de proteinas heterdlogas (CEREGHINO; CREGG, 2000).
Sua ampla utilizacdo deve-se a diversos fatores que incluem: o uso de um forte
promotor indizivel derivado do gene AOX1 (4lcool oxidase I) que permite expressao
controlada em meio com metanol; a similaridade das técnicas necessarias para a
manipula¢do molecular com as técnicas utilizadas para S. cerevisiae; e a preferéncia de
P. pastoris por crescimento aerobio (CREGG et al, 2000).

A expressdo de qualquer gene heterdlogo em P. pastoris requer trés passos

basicos: a inser¢do do gene em um vetor de expressao; a introdu¢ao do vetor no genoma
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da levedura e; exame do potencial de expressdo do produto do gene inserido
(CEREGHINO; CREGG, 2000). A maioria dos vetores de expressao possuem um
cassete de expressao composto por um fragmento de 0,9 kb, constituido da sequéncia
promotora AOXI e por um pequeno fragmento derivado de AOXI com as sequéncias
requeridas para a terminacao da transcricao. Entre essas duas sequéncias esta o local
para inser¢cao do gene heterologo (CEREGHINO, CREGG, 2000; CREGG et al, 2000).
Além dos promotores induziveis, como o AOXI, promotores constitutivos tém sido
utilizados com sucesso em P. pastoris (ALMEIDA et al., 2005).

P. pastoris apresenta um grande potencial para realizagdo de modificacdes pos-
transcricionais, como processamento da sequéncia sinal, formagdo de pontes de
dissulfeto e glicosilagdes, sendo uma das maiores vantagens diante da expressdo em
bactérias (CEREGHINO, CREGG, 2000). Outra vantagem ¢ o fato de ser um organismo
que cresce rapidamente em meios de baixo custo, como E. coli, sendo, entdo, uma
forma viavel, rapida e barata para estudo de proteinas mutantes, além de ser um grande

produtor dessas proteinas (CREGG et al, 2000).
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Capitulo 1

Clonagem, expressao e caracterizacio do gene da
xilanase (XynA) de Thermoascus auranticus em Pichia

pastoris
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Resumo

A levedura P. pastoris foi utilizada nesse trabalho como hospedeira do gene da xilanase
(xynA) da linhagem de 7. aurantiacus CMAI756. A xilanase recombinante foi
caracterizada e comparada com a nativa. O gene xynA foi isolado por RT-PCR ¢ a
enzima nativa e recombinante foram caracterizadas quanto ao pH e temperatura 6timos
e estabilidade frente a variagdes de pH e temperatura. O pico de producdo da enzima
produzida por 7. aurantiacus (433,67U/mL) foi observado em 216h de fermentacdo, e a
caracterizagdo fisico-quimica indicou que essa enzima é mais ativa em pH 5,0 € a 75°C,
sendo estavel em ampla faixa de pH (3,5-10,5 por 24h) e temperatura (35-75°C, por 1h).
A enzima recombinante apresentou pico de producdo (641,16 U/mL) em 96h de
fermentagdo, sendo mais ativa em pHS5,0 e a 60°C, também estavel em ampla faixa de
pH (3,5-10,5 por 24h) e temperatura (35-80°C, por 1h). Esse foi o primeiro relato de
expressdo do gene xynA em P.pastoris, além disso as caracteristicas observadas em
nossas analises mostraram-se bastante interessantes do ponto de vista biotecnologico,
permitindo entdo outros estudos para adequar a aplicacdo dessa enzima em processos

industriais.
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1. Introducio

Xilanas sdo polissacarideos complexos compostos por uma cadeia principal de
residuos de xilose, representam os principais componentes hemiceluloliticos da parede
celular, usualmente representando de 30 a 35% do peso seco total. A maioria das xilanas
ocorre como heteropolissacarideos composto por uma cadeia principal de residuos de
xilose unidos por ligagdes glicosidicas P-1,4, que apresentam diferentes grupos
substituintes (BEG et al.,, 2001; COLLINS; GERDAY; FELLER, 2005; HE et al.,

2009).

Diante da heterogeneidade da xilana a sua hidrolise completa requer uma grande
variedade de enzimas atuando cooperativamente, destacando-se as endo-fB-1,4 xilanases

(EC 3.2.1.8) que atuam na hidrdlise da cadeia principal (LIU;LIU, 2007; COLLIN;
GERDAY; FELLER, 2005; HE et al., 2009). Nos ultimos anos essas xilanases tém
atraido grande interesse na pesquisa devido ao grande potencial de aplicagdo industrial,
como no biobranqueamento na industria de papel e celulose, industria alimenticia, de
alimentacdo animal e téxtil (HE et al.,, 2009; RUANGLEK et al., 2006). Outra
importante aplica¢do dessa enzima € na bioconversdo de materiais lignoceluldsicos e
residuos agricolas em energia (SUBRAMANIYAN; PREMA, 2002; KATAHIRA et al.,
2004). As xilanases s3o encontradas em plantas, algas, insetos, protozoarios e
microorganismos. Entre os produtores microbianos, os fungos filamentosos sdo

conhecidos como produtores de altos niveis de xilanase (CHANTASINGH et al., 2005).

Fungos termofilicos produzem hidrolases com importantes caracteristicas, como
alta termoestabilidade e temperaturas oOtimas altas (MERHEB et al., 2007).

Thermoascus aurantiacus € um ascomiceto termofilico isolado por Hugo Miehe em
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1907 (BRIENZO; ARANTES; MILAGRES, 2008). Esse fungo apresenta a capacidade

de degradar uma grande variedade de substratos celuldsicos e lignoceluldsicos e produz

relativamente grandes niveis de xilanase, endoglucanse e B-glicosidase.

Pichia pastoris ultimamente tem recebido grande aceitacdo como sistema de
expressdo para a producdo de proteinas heterdlogas (CEREGHINO; CREGG, 2000).
Como eucarioto essa levedura apresenta muitas vantagens na expressdo heter6loga,
como processamento protéico, modificagdes pds-traducionais, técnicas semelhantes a
Saccharomyces cerevisiae, além da capacidade de crescer em altas densidades celulares
(CREGG et al, 2000; HE et al., 2009). Nesse trabalho utilizamos a levedura P. pastoris
como hospedeira do gene da xilanase (xynA) da linhagem de 7. aurantiacus CMAI756.
A xilanase do extrato bruto produzido pela levedura mutante foi caracterizada e

comparada com a do extrato bruto nativo.

2. Material e métodos

2.1 Linhagens de microganismos e plasmideos

Thermoascus arantiacus CBMAI756 foi isolado de troncos de arvores em
decomposicdo em Manaus, AM, identificado no laboratorio de micologia CPQBA,
Unicamp, Campinas, SP e depositado na Cole¢do Brasileira de Microorganismos de
Ambiente e Industria. A linhagem de Escherichia coli DH5a (Gibco BRL) foi utilizada
para propagacao dos plasmideos (Tabela 1 e Anexos 1 e 2) e a linhagem de Pichia

pastoris GS115 (Invitrogen) para expressao da xilanase.
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Tabela 1: Vetores utilizados em E. coli e P. pastoris.

Vetor  Tipo de vetor Tamanho Caracteristica principal Origem

pGEMT Vetor de 3 Kb Vetor de clonagem de Promega
clonagem produto de pCR
pPIC9 Vetor de 8 Kb Resisténcia a ampicilina Invitrogen
integracao Gene de selecdo HIS4

2.2 Extrag¢io de RNA e obtencdo do cDNA

O RNA mensageiro do gene xynA foi extraido com o uso do kit -RNeasy Mini
Kit” (Qiagen) e tratado com DNase I, de acordo com as recomendag¢des dos produtores.
Os RNAs foram analisados em gel de agarose 1%.

O cDNA desse gene foi obtido através da técnica de PCR com transcriptase
reversa (RT-PCR) com o kit =Superscript Il first-strand synthesis system for RT-PCR”
(Invitrogen) de acordo com as recomendacdes do produtor. Os primers usados para a
PCR foram baseados na sequéncia do gene xynA T. aurantiacus depositada no NCBI
(niimero de acesso AF127529.1). As reagdes de PCR foram constituidas de 1X tampao
de reacdo, 0,2 mM de dNTP, 1,5 mM de MgCl,, 0,4 mM de primer foward e de reverse
(Tabela 2), e 1 unidade Platinum Taq DNA polimerase. As condi¢des utilizadas foram
94°C por 1 minuto e 72° por 2 minutos em 30 ciclos.

Tabela 2: Oligonucleotideos utilizados para amplificar o gene da xilanase.

Primer Sequéncia
XYN-F 5’-CGAATTCCAAGCTGCACAGAGTGTCGAC
XYN-R 5'- TGCGGCCGCTCACTGCTGCAGGTCCTGCA

O produto de PCR foi purificado com o kit QlAquick PCR purification kit
(Qiagen), segundo as recomendacdes do produtor. O DNA foi analisado em gel de

agarose 1%.
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2.3 Construcio do plasmideo de expressio

O produto de PCR, que consiste do gene da xilanase de 7. aurantiacus na
auséncia do peptideo sinal nativo, foi clonado no pGEMT (Anexo 1), esse mesmo
material foi sequenciado para confirmagdo com a sequéncia depositada no NCBI. O
plasmideo pGEMTxyn foi transformado em células competentes de E. coli DH5a e
mutantes positivos foram identificados em meio LB-4gar (peptona 1%, extrato de
levedura 0,5%, NaCl 1% e agar 2%) contendo X-gal e transferidos para meio LB
liquido(peptona 1%, extrato de levedura 0,5% e NaCl 1% ) para isolamento do
plasmideo através da preparacdo de DNA plasmidial em pequena escala (miniprep)
(adaptado de SAMBROOK; FRITSCH; MANIATS, 2001)

O inserto da xilanase clonado em pGEMT foi excisado utilizando as enzimas
EcoRlI e Notl e posteriormente clonado no vetor pPIC9 (Anexo 2) previamente digerido
com as mesmas enzimas, resultando no pPIC9xyn. As ligacdes foram feitas utilizando a
T4 ligase sob as condi¢cdes do produtor. O plasmideo de expressao gerado foi
transformado em células competentes de E. coli DH5a e os mutantes positivos foram
selecionados em meio LB liquido com ampicilina (50 mg/mL). Plasmideo dos clones
selecinados foram digeridos com as seguintes enzimas de restricdo Sacl, EcoRI e Notl

para confirmagao.

2.4 Transformagio de P. pastoris e selecio dos clones produtores

Para integracdo em P. pastoris, 10ng de plasmideo recombinante, pPIC9xyn
(Anexo 3), foi linearizado com Bg/ll e transformado em P. pastoris GS115 por
eletroporacao a 2500V, 400Q2 e 25uF. Os transformantes foram selecionados em placas
com meio minimo com glicose e sem histidina (YNB 1,34%, biotina 4x107 %, agar 2%

e glicose 2%). O screening dos transformantes em meio minimo com xilana (YNB
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1,34%, biotina 4X10"5%, agar 2%, xilana birchwood 1% e metanol 0,5%), para

observacgao de halos de hidrolise com coloracao de Congo Red.

2.5 Producio de xilanase pelo fungo filamentoso Thermoascus aurantiacus
CBMAI756

O fungo filamentoso foi cultivado em meio nutriente conforme descrito por
Mandels e Sternberg (1976) com pequena modificacdo (xilana 1%, (NH4)>SO4 0,2%,
MgSO4-7H,0 0,01%, extrato de levedura 0,5%, peptona 0,2%, K;HPO4 0,1%, KH,PO4
0,7% e solugao micronutriente 0,05% ), em 12 frascos de 250 mL, contendo 50 mL de
meio em cada, nos quais foram inoculados 5 mL de suspensdo de massa micelial
(equivalente a 30 mg massa seca/mL), a 50°C e 100 rpm. O fungo foi cultivado por 48
horas para extracdo do RNA total e por 288 horas para testes enzimaticos. Neste ultimo
caso a cada 24 horas 50 mL de cultura foi retirado e filtrado a vacuo. As hifas foram
secas em estufas e utilizadas para peso seco, e o filtrado foi centrifugado e o

sobrenadante utilizado na caracteriza¢ao do extrato bruto.

2.6 Indugio de P. pastoris em frascos

Uma colonia isolada foi inoculada em 25 mL de meio BMGY (extrato de
levedura 1%, peptona 2%, tampao fosfato pH 6,0 100 mM, YNB 1,34%, biotina 4x10
%% e glicerol 1%) em frasco de 250mL e incubada a 37°C sob agitagdo (200rpm) até
atingir uma ODgy de 2 a 6 (em torno de 16 a 18 horas). As células foram entdo
coletadas por centrifugacdo a 1500 x g por 5 minutos a 4°C e o sobrenadante foi
desprezado. As células foram ressuspendidas em 100 mL e 250 mL de meio BMMY
(BMGY trocando glicerol 1% por metanol 0,5%) em Erlenmeyer haletado de 1L,
obtendo uma ODgg 0,4 e incubadas por 96 horas sob as mesmas condi¢des. Metanol

100% foi adicionado a cada 24 horas a uma concentragdo final de 0,5%, para manter a
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indugdo dos transformantes. Nesse mesmo intervalo foi retirado 5 mL de cultura, que
foi centrifugado e o sobrenadante foi utilizado para atividade enzimatica e perfil

proteico em gel SDS-PAGE.

2.7 Determinacio da atividade de xilanase

A atividade da xilanase foi determinada por ensaio de deteccao de agucares
redutores gerados pela hidrélise do substrato xilana birchwood (Sigma). O 4acido
dinitrosalicilico (DNS) foi utilizado para detec¢do dos agucares redutores. Os ensaios
foram realizados da seguinte maneira: 0,1 mL do extrato enzimatico ¢ 0,9 mL de
solugdo de substrato (xilana birchwood 1%, em solugdo tampao acetato 0,1M, pH 5,0).
A reagdo foi mantida a 60°C por 10 minutos e, entdo, interrompida pela adi¢do de 1,0
mL do reagente DNS (4cidol-3-dinitrosalicilico) para a quantificacdo dos acucares
redutores liberados, como proposto por Miller (1959), a partir da curva padrdo de
xilose. Uma unidade de atividade enzimatica foi definida como a quantidade de enzima
necessaria para liberar 1,0 umol de xilose por minuto, sob as condi¢cdes de ensaio
citadas.

2.8 Caracterizacio fisicoquimica da xilanase

2.8.1 Efeito do pH sobre a atividade e a estabilidade das enzimas
Para a determinag¢do do pH 6timo, as atividades enzimaticas foram realizadas em

uma ampla faixa de pH (3,5 - 10,5). A fim de se avaliar o efeito do pH sobre a
estabilidade das enzimas, as mesmas foram incubadas, por 24 h, em solucdes tampao de
diferentes valores de pH e, apds este periodo, a atividade residual foi determinada, sob
as condi¢des Otimas de reacdo. Para essas andlises foram utilizadas os seguintes

tampdes: tampao Glicina-Ac. cloridrico 0,IM (pH 2,0 a 3,0), tampao Acetato de sodio
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0,IM (pH 3,0 a 5,0), tampao Tris-aminometano 0,1M (pH 5,5 a 8,0), tampao fosfato
0,1M (pH 6,0 a 8,0) e tampao Glicina 0,1M (pH 8,5 a 10,5).
2.8.2 Efeito da temperatura sobre a atividade e estabilidade das
enzimas

A temperatura 6tima de atividade foi avaliada mantendo-se a mistura de reagao
em diferentes temperaturas (30 — 80°C), no pH 6timo de atividade. A termoestabilidade
foi avaliada incubando-se as enzimas, por 1 h, a temperaturas de 30 a 80°C, seguida da
determinagao da atividade residual, sob as condigdes Otimas.

2.9 Anailise em gel de poliacrilamida desnaturante (SDS-PAGE)

A eletroforese de proteinas foi conduzida em gel de poliacrilamida desnaturante
segundo a descricao de Laemmli (1970). Antes da aplicagdo no gel as amostras foram
precipitadas com TCA e acetona, posteriormente fervidas por 5 minutos para
desnatura¢do das proteinas. A corrida foi conduzida em tampao de corrida 1X a uma
voltagem constante de 100V. As bandas proteicas foram visualizadas com a solu¢do

corante Comassie Blue.

3. Resultados e Discussao

3.1 Inducio da produc¢io de xilanase pelo T. aurantiacus CBMAI 756,
deteccio e caracterizacao da enzima no extrato bruto

A linhagem utilizada de 7. aurantiacus foi inicialmente cultivada em meio

Saboraud e, posteriormente, inoculada em meio nutriente para fungo filamentoso. A

cada 24 horas um Erlenmeyer contendo 50 mL de extrato bruto foi retirado e seu

conteudo filtrado a vacuo. A massa micelial foi utilizada para determinagdao do peso

seco e o sobrenadante para medida da atividade de xilanase. Durante a fase de indugao,
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o pico de produgdo do extrato bruto (433,67 U/mL) foi observado em 216 horas de
fermentagdo. Os perfis de produgdo enzimatica e crescimento celular observados nas

288 horas de fermentacao submersa sao mostrados na figura 1.
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Figura 1: Perfis de Produ¢ao de xilanase (U/mL), barras vermelhas, e crescimento (g),
azul, medido nas 288h de fermetacdo do 7. aurantiacus.

Os niveis de xilanase produzido por 7. aurantiacus em fermentacdo submersa
foram bastante superiores ao observado por Nascimento e col. (2002) em trabalho com
Streptomyces sp. AMT-3, cujo pico de produgado foi 70 U/mL em 10 dias de cultivo em
fermentagdo submersa utilizando xilana do tipo larchwood como substrato. O cultivo de
T. aurantiacus em FES (Fermentacao em Estado So6lido) também apresentou producdes
relativamente mais baixas do que as obtivemos, de 107 U/mL, 102 U/mL e 97 U/mL,
em meios contendo sabugo de milho, grama e palha de milho respectivamente (DA
SILVA et al., 2005).

A xilanase produzida pela linhagem 7. aurantiacus CBMAI 756, em 216 horas

de cultivo foi caracterizado quanto a pH e temperatura 6timos e estabilidade frente a
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variagdes de pH e temperatura. A xilanase foi mais ativa em pH 5,0 (Figura 2) e 75°C
(Figura 3), sendo estavel em ampla faixa de pH (Figura 4), 2,5 a 10,5 apods incubagao
por 24 horas, e de temperatura (Figura 5), 35°C a 75°C ap6s incubagdo de 1 hora.

Trabalhos realizados por Da Silva e col. (2005) na xilanase de 7. aurantiacus da
mesma linhagem mostraram dados de temperatura e pH Otimos bastante similares aos
que obtivemos, apesar dos diferentes tipos de fermentacdo, sendo a temperatura 6tima
em 75°C e pH o6timo entre 5,0 e 5,5. Gomes, Gomes e Steiner (1994) utilizando outra
linhagem de 7. aurantiacus encontraram valores o6timos de temperatura maior e de pH
menor, 80°C e 4,5, respectivamente. A xilanase de 7. aurantiacus utilizada nesse
estudo, comparada a dados disponiveis na literatura, apresenta temperatura Otima
superior a de outros fungos, como 70°C para T. terrestris € S. cellulophilum, 55°C para
Penicillium sp. e T. reesei (DURAND; SOUCAILLE.; TIRABY, 1984), 60°C para N.
spinosa (ALVES-PRADO et al., 2010) e 55°C para R. oryzae (BAKIR et al., 2001).

A estabilidade da xilanase de 7. aurantiacus diante de variagdes de pH
observada por Da Silva e col. (2005) foi bastante similar as encontradas em nossas
analises, a enzima apresentou grande estabilidade apos incubacdo por 24 horas em

tampdes com pH entre 2,5 ¢ 10,0.

pH 6timo

Atividade residual (%)

35 40 45 50 55 55 60 65 70 75 80 85 80 85 90
pH

30



Figura 2: Efeito do pH sobre a xilanase no extrato bruto de 7. aurantiacus.
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Figura 3: Efeito da temperatura sobre a xilanase no extrato bruto de 7. aurantiacus.
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Figura 4: Estabilidade frente a variagdes de pH da xilanase no extrato bruto de 7.
aurantiacus. ST: sem tratamento.
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Figura 5: Estabilidade frente a variacdes de temperatura da xilanase no extrato bruto de
T. aurantiacus. ST: sem tratamento.

3.2 Extra¢io do RNA e sintese do cDNA

O RNA do gene da xilanase de T. aurantiacus extraido foi analisado em gel de
agarose, onde foi detectado a contaminagdo com DNA genoémico (Fig. 6 a). O RNA foi,
entdo, tratado com DNasel e novamente analisado em gel, no qual observamos o0 RNA
intacto sem contaminacao (Fig. 6 b).

Apbs a sintese da primeira fita de cDNA e a rea¢do de PCR, o produto com ~900
pb foi analisado em gel de agarose 1% (Figura 7). O DNA foi purificado com o e

observado em gel de agarose 1% e sua concentragao foi estimada em 100 ng/puL.
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Figura 6: a) RNA contaminado com DNA gendmico. b) RNA ap6s o tratamento com a

DNAsel, intacto e sem contaminagao.

1000ph
850pb

Figura 7: Amplificagdo do gene da xilanase por PCR. M: marcador 1000pb

(Invitrogen); 1: material para amplificacdo; B: controle da reagdo de PCR.

3.3 Anailise da sequéncia do gene da xilanase de T. aurantiacus

O cDNA do gene da xilanase de 7. aurantiacus (xynA) foi amplificado por PCR.
O desenho dos primers permitiu a amplificacio do cDNA sem as sequéncias do
peptideo sinal nativo para que o gene fosse clonado em fase com sinal de secre¢dao do

fator a de S. cerevisiae presente no vetor pPIC9. A sequéncia de nucleotideos
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apresentou 912 pb e 99% de identidade (Anexo 4) coma sequéncia existente no banco
dados NCBI (AF127529.1). A sequéncia protéica foi predita com auxilio da ferramenta
de bioinformatica Molecular Toolkit
(http://arbl.cvmbs.colostate.edu/molkit/index.html), apresentando 303 residuos de
aminoacidos e 99% de identidade com a sequéncia existente no banco de dados (Figura
8). Foram identificadas 3 mutacdes, 2 eram silenciosas e apenas uma chamou bastante a
atencao ao substituir uma leucina por uma prolina no residuo 91. No entanto, esta
altereacdo estd localizada em uma regido de Heop” e ndo-conservada das xilanases da
familia 10 das glicosil hidrolases (NATESH et al., 1999). Analisamos a estrutura da
proteina na presenca da prolina e comparamos com a estrutura da sequéncia ja descrita
no NCBI, a identidade foi de 99,669% ndo gerando diferenca na estrutura

tridimensional (Figura 9 e 10).

Seq 1 QAAQSVDQLIKARGKVYFGVATDONRLTTGKNAAIIQADFGQVTPENSMKWDATEPSQGN 60
QAAQSVDQLIKARGKVYFGVATDONRLTTGKNAAIIQADFGQVTPENSMKWDATEPSQGN
XynA 1 QAAQSVDQLIKARGKVYFGVATDONRLTTGKNAAIIQADFGQVTPENSMKWDATEPSQGN 60

Seq 61 FNFAGADYLVNWAQONGKLIRGHTLVWHSQPPSWVSSITDKNTLTNVMKNHITTLMTRYK 120
FNFAGADYLVNWAQONGKLIRGHTLVWHSQ PSWVSSITDKNTLTNVMKNHITTLMTRYK
XynA 61 FNFAGADYLVNWAQONGKLIRGHTLVWHSQLPSWVSSITDKNTLTNVMKNHITTLMTRYK 120

Seq 121 GKIRAWDVVNEAFNEDGSLRQTVFLNVIGEDYIPIAFQTARAADPNAKLYINDYNLDSAS 180
GKIRAWDVVNEAFNEDGSLRQTVFLNVIGEDYIPIAFQTARAADPNAKLYINDYNLDSAS
XynA 121 GKIRAWDVVNEAFNEDGSLRQTVFLNVIGEDYIPIAFQTARAADPNAKLYINDYNLDSAS 180

Seq 181 YPKTQAIVNRVKQWRAAGVPIDGIGSQTHLSAGQGASVLQALPLLASAGTPEVAITELDV 240
YPKTQAIVNRVKQWRAAGVPIDGIGSQTHLSAGQGASVLOALPLLASAGTPEVAITELDV
XynA 181 YPKTQAIVNRVKQWRAAGVPIDGIGSQTHLSAGQGASVLQALPLLASAGTPEVAITELDV 240

Seq 241 AGASSTDYVNVVNACLNVQSCVGITVWGVADPDSWRASTTPLLEDGNENPKPAYNAIVQOD 300
AGASSTDYVNVVNACLNVQSCVGITVWGVADPDSWRASTTPLLEFDGNENPKPAYNAIVQD
XynA 241 AGASSTDYVNVVNACLNVQSCVGITVWGVADPDSWRASTTPLLEFDGNENPKPAYNAIVQD 300

Seq 301 LOQ 303
LoO
xynA 301 LOO 303

Figura 8: Alinhamento da sequéncia primdaria predita da xilanase clonada nesse trabalho
(Seq) com a proteina XynA. A mutacdo L—P est4 destacada em vermelho.
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Figura 9: Estrutura da proteina recombinante sob a vista lateral com a prolina destacada
com a seta.

Figura 10: Estrutura da proteina recombinante sob a vista superior com a prolina
destacada com a seta.
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3.4 Construgio do vetor de expressio induzida

A fim de analisar a expressao do gene da xilanase de 7. aurantiacus em P.
pastoris foi construido o vetor de expressao pPIC9xyn. A estratégia utilizada foi ligar o
inserto correspondente ao gene da xilanase (926pb) ao vetor pGEM-T, posteriormente
libera-lo com as enzimas EcoRI e Notl e entdo liga-lo ao vetor pPIC9 digerido com as
mesmas enzimas. O vetor resultante foi utilizado para a transformagdo de P. pastoris
GS115.

O amplicon purificado apdés a PCR foi clonado no vetor pGEM-T.. Apés a
transformagdo de E. coli, os clones obtidos foram submetidos ao procedimento de
extragdo de DNA plasmidial e o material resultante foi digerido com a enzima de
restricdo Sall para selegdo de um clone contendo inserto. Nessa digestdo era esperado
um fragmento de ~3000 pb e outro de ~920 pb. Um clone selecionado (pGEMTxyn) foi
entdo digerido com EcoRI e Notl para liberacdo do inserto da xilanase (Figura 11), que

posteriormente foi purificado utilizando o kit QlAquick Gel Extraction (Qiagen).

1

PN

N 5

1000pb—»
850pb —»

Figura 11: Gel de agarose da digestdo EcoRI e Notl. M: marcador 1000 pb ladder
(Invitrogen); 1: pGEMTxyn digerido com EcoRI e Notl.
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O vetor pPIC9 digerido com as enzimas EcoRI e Notl foi purificado e ligado ao
inserto da xilanase seguindo-se transformagao bacteriana. Apds a transformagdo, 12
clones foram submetidos ao procedimento de extragdo de DNA plasmidial. O material
resultante foi digerido com a enzima Sacl (Figura 12) para selecao de um clone. Os
fragmentos esperados dessa digestdo eram de aproximadamente 1300 pb e 7600 pb.
Todos os clones, com excecdo do 1 e 3, apresentaram perfil de bandas esperado. Os
clones 2, 5 ¢ 12 foram selecionados para dupla digestdo EcoRI e Notl para a liberagao
do inserto de aproximadamente 900 pb correspondente a xilanase. A analise de restri¢ao
confirmou a presenca do inserto no vetor de expressao (Figura 13). O vetor resultante de
8928pb foi denominado pPIC9xyn.

Para integracdo no genoma de P. pastoris, o vetor pPIC9xyn (clones 2 e 5)
foram digeridos com a enzima de restricdo Bg/Il (Fig. 14) para a libera¢do do cassete de
integracao (~6,6 kb). Apos a digestdo, o fragmento liberado, que contém o cassete de
expressdo e sitio de HIS4, expde nas extremidades a sequéncia do locus AOXI para
direcionar a integracdo, que pode ocorrer no locus AOXI ou no locus HIS4. O vetor
pPIC9 original foi também digerido com Bg/II e usado para transformagdo P. pastoris,
para controle negativo da expressdo. O vetor do clone 2 e do pPIC9 apds linearizados

foram utilizados na transformacao de P. pastoris.
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1,929
1,264

Figura 12: Gel de agarose das digestdes com Sal/l. M: marcador ABs?EIl; I: pPIC9xyn
intacto; e 1 a 12 clones pPIC9 digeridos com Sacl.

Figura 13: Gel de agarose das digestdes com EcoRI/Notl. M: marcador ABs?EIl; I:
pPIC9xyn intacto; e 2, 5 e 12 clones pPIC9 digeridos com EcoRI/Notl.

38



3675ph
2323ph

Figura 14: Gel de agarose das digestdes com Bg/Il. M: marcador ABs¢EIl; I 2, I 5 e I
pPICO: vetor intacto dos clones 2, 5 e do pPIC9 ; e 2, 5 e pPIC9: vetor dos clones 2, 5 e
pPIC9 digeridos com Bg/IL.

3.5 Transformacio de P. pastoris e detec¢do da atividade xilanolitica

A linhagem GS115 de P. pastoris foi transformada com os vetores de expressao
induzida construidos, pPIC9xyn e pPIC9, devidamente linearizado como descrito
acima. Os transformantes foram selecionados pela capacidade de crescimento em meio
minimo (MD-agar), pois a presenga do gene histidinol desidrogenase (/154) nos vetores
complementa a mutacdo auxotrofica his4 presente na linhagem GS115 de P. pastoris.

A transformagao resultou em aproximadamente 200 clones. Para o screening dos
clones expressando a xilanase de 7. aurantiacus os transformantes com pPIC9xyn e 4
transformantes com pPIC9 foram cultivados em meio minimo com xilana (MM-xilana)
e halos de hidrolise de diferentes tamanhos foram observados apds coloragdo com
Congo Red em 60 clones. Desses clones, 24 foram selecionados aleatoriamente para um
novo cultivo em MM-xilana para observagdao dos halos de hidrélise (Fig. 15). Os

controles negativos ndo apresentaram halos de hidrdlise.
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Figura 15: Placas de MM-xilana coradas com Congo Red, mostrando os halos de
hidrolise dos clones selecionados, e a auséncia de halo nos controles negativos.

Dois clones (20 e 26), com halos maiores, ¢ um controle negativo foram
selecionados para indug¢ao em frasco por 96 horas em meio BMMY, sendo a OD inicial
do inoculo de 0,4. A cada 24 horas foram retirados 5 mL do sobrenadante para
avaliagdo do crescimento (ODgg), atividade enzimatica e perfil proteico em SDS-
PAGE. A atividade enzimatica (U/mL) foi quantificada utilizando DNS, que quantifica
a quantidade de agucar redutor resultante na reagdo enzimatica. Os clones produtores e o
controle negativo apresentaram o mesmo perfil de crescimento. Foi observada uma
baixa atividade xilanolitica constitutiva no controle negativo ¢ nos clones positivos
antes da adi¢do de metanol, que induz a expressao da xilanase clonada. No entanto, com
a mudanca de glicerol por metanol como fonte de carbono o promotor AOX! foi
induzido, sendo entdo possivel observar o aumento na atividade xilanolitica nas
primeiras 24 horas de crescimento. Durante o cultivo houve um aumento gradual até o
pico de produgdo observado em 72 horas (371,26 U/mL) e 48 horas (146,96 U/mL), nos
clones 20 e 26, respectivamente. Na figura 16 estd o perfil de crescimento e produgao

enzimatica dos dois clones selecionados.
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Figura 16: Perfil de crescimento (linhas) e produgdo de xilana (barras) dos clones 20
(verde) e 26 (azul) e do controle negativo (vermelho).

3.6 Otimizacio da producio da xilanase recombinante

Apbs a selecdo do clone com maior produgdo, algumas modificagdes na indugado
foram realizadas a fim de aumentar a produ¢do da xilanase recombinante. A indugdo em
meio BMMY foi iniciada com ODggp de 0,2 e o volume do indculo foi aumentado para
250 mL em frascos de 1L aletados. Durante as 96 horas de indugdo, a cada 24 horas
forami novamente coletados 5 mL do sobrenadante para analise do perfil de crescimento
(ODg00), producdo enzimatica e perfil proteico em gel desnaturante. O pico de producao

nesse caso foi observado em 96 horas com (641,16 U/mL) (Figura 17).
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Figura 17: Perfis de Produ¢do de xilanase (U/mL), barras vermelhas, e OD600, azul,
medido nas 96h de fermetacao do clone 20 de P. pastoris.

As proteinas do sobrenadante do pico de producdo do clone 20 foram
precipitadas e submetidas a analise em eletroforese em gel SDS-PAGE (Figura 18) a
fim de detectar a enzima recombinante e determinar sua massa molecular. A partir do
perfil de migracdo no gel foi possivel identificar uma banda correspondente a enzima
recombinante no sobrenadante dos dois clones e que ndo estava presente no perfil do
controle negativo. A massa molecular foi estimada em ~33 kDa, estando bem proxima
dos dados encontrados na literatura a respeito das xilanases de 7. aurantiacus - 33 a

39,7 kDa (BRIENZO; ARANTE; MILAGRES, 2008).
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Figura 18: SDS-PAGE do sobrenadante do clone 20 das amostras retiradas a cada 24

horas ao longo das 96 horas de inducdo. M: Unstained Protein Molecular Weight
Marker (Fermentas)

- —

O pico de producdo da xilanase recombinante obtido com a indugdo em 250 mL
de meio foi superior ao apresentado pelo 7. auranticaus (433,67 U/mL), sendo esse um
grande atrativo na producdo da xilanase de 7. aurantiacus pela levedura P. pastoris.
Além disso, a producdo pelo fungo pode apresentar o inconveniente de produzir
inimeras outras proteinas e enzimas que dificultam a obten¢do da forma pura e até
mesmo o0 uso em processos onde a presenca de outras enzimas ¢ indesejavel. Assim, a
expressao heterodloga se apresenta como uma importante ferramenta para producio de
enzimas industriais, sendo a P. pastoris um dos hospedeiros preferidos para esse fim
(CHANTASINGH et al., 2006).

Os dados obtidos pelo cultivo de P. pastoris em nossos experimentos mostraram

uma boa produ¢do de xilanase recombinante ao compararmos com dados encontrados
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na literatura. Korona, Korona e Bielecki (2006) utilizaram duas xilanases de Aspergillus
niger utilizando dois tipos de peptideo sinal e obtiveram 37 U/mL e 38 U/mL quando
utilizaram o peptideo nativo e 27 U/mL e 34 U/mL com o peptideo de S. cerevisiae. A
producao heterdloga de xilanase de 7. fusca obteve um pico de produgdo de 82, 29
U/mL ao expressar a enzima em P. pastoris com o vetor constitutivo pPICZaA
(CHENG, YANG, LIU, 2005). Bastante similar aos nossos dados do clone 20 antes da
otimizagdo da indugdo (371,26U/mL) foi observado o pico de producao da xilanase
recombinante de P. cucumerina em 72 horas de cultivo, 362 U/mL (ZHANG et al.,
2006) e de Thermomyces lanuginosus em 96 horas de cultivo em 250mL de meio
otimizado, 360 U/mL (DAMASO et al., 2003). Os dados obtidos apods a otimizagdo a
atividade de xilanase observada no extrato bruto foram similares, mas ainda superiores,
que a producdo da xilanase de Trichoderma reesei obtida por He e col. (2010) em
fermentador de 15L, 556 U/mL. A producdo de xilanase que obtivemos foi inferior a
producdo obtida na expressao de xilanase de Aspergillus usamii, 1760 U/mL, por Zhou
e col. (2009), no entanto eles utilizaram 2% a concentragdo final de metanol adicionado
a cada 24 horas, enquanto no nosso experimento a concentragao final foi de 0,5%.

A xilanase heter6loga produzida pelo clone mutante de P. pastoris, em 96 horas
de cultivo, foi caracterizada quanto a pH e temperatura 6timos e estabilidade frente a
variagdes de pH e temperatura. O pH 6timo observado foi 5,0 (Figura 19) assim como
observado no extrato bruto, no entanto a temperatura 6tima, 60°C (Figura 20), foi 15°C
abaixo da xilanase nativa. Existem alguns possiveis motivos para explicar essa
diferenga, como o diferente padrao de glicosilagdo da proteina recombinante e nativa e a
existéncia de alguns componentes no extrato bruto do fungo que permitiriam que essa

enzima mantivesse sua atividade 6tima em 75°C.
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A estabilidade diante da variacao de pH foi observado entre os pHs 3,5 a 10,5 e
a xilanase recombinante manteve-se estavel apos incubacao por 24 horas (Figura 21).
Em relacdo a termoestabilidade, a enzima recombinante permaneceu estavel apoOs
incubagdo por 1 hora na variagdo de temperatura entre 35 e 80°C (Figura 22). Apos a
incubagdo a 80°C a enzima no extrato bruto do 7. aurantiacus perdeu toda sua atividade
enquanto que a enzima recombinante manteve em torno de 40% da atividade.

Uma caracteristica interessante foi observada apos a incubagdo entre 35°C e
75°C por 1 hora provocou um aumento na atividade enzimatica da enzima nativa, e
ainda apos a incubagdo a 45 °C, a atividade residual dobrou em rela¢do a enzima que
ndo passou pelo tratamento térmico, enquanto que a enzima recombinante manteve-se
estavel, mas nao houve aumento em relacdo ao ndo tratado. A estabilidade térmica
constitui uma propriedade muito importante quando hé interesse de aplicacao industrial,
sendo assim a xilanase em questdo mostra caracteristicas bastante interessantes para
esse fim. A xilanase utilizada nesse estudo parece ser tdo estavel quanto a de outras

linhagens.

pH 6timo

'
4

Atividade residual (%)

Figura 19: Efeito do pH sobre a xilanase recombinante no extrato bruto de P.
pastoris.
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Figura 21: Estabilidade frente a variagdes de pH da xilanase recombinante no

extrato bruto de P. pastoris. ST: sem tratamento
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Figura 22: Estabilidade frente a variacdes de temperatura da xilanase recombinante no
extrato bruto de P. pastoris. ST: sem tratamento

4. Conclusao

O gene xynA de T. auranticaus CBMAI756 foi clonado e expresso com sucesso
em P. pastoris, sendo esse o primeiro relato de expressdo heterdloga dessa xilanase.
Outras enzimas desse fungo ja haviam sido expressas em P. pastoris, como [3-
glucosidades (bgll) por Hong e col (2007). As andlises mostraram caracteristicas
bastante interessantes no extrato bruto e na enzima recombinante indicando grande
potencial de aplicagdo e a expressdo heterdloga permitird ainda maiores estudos a

respeito da enzima para adequar o uso da mesma em processos industriais.
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Capitulo 2

Purificacao parcial e caracterizaciao da xilanase

Thermoascus aurantiacus expressa em Pichia pastoris.
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Resumo

A xilanase expressa pela Pichia pastoris mutante foi parcialmente purificada e
caracterizada. A purificacdo parcial foi realizada pelo método de troca idnica e na
caracterizacdo fisico-quimica foi determinada pH e temperatura 6timos e estabilidade
quanto a variagdes de pH e temperatura. A enzima parcialmente purificada apresentou
maior atividade em pH 5,0 e temperatura de 60°C ¢ estdvel uma ampla faixa de pH (3,5-
10,5 por 24h) e temperatura (35-65°C, por 1h). Essas caracteristicas foram semelhantes
e at¢ mesmo superiores a de outras xilanases recombinantes descritas na literatura,

apresentando o grande potencial biotecnoldgico dessa enzima recombinante.
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1. Introducio

Xilana ¢ o principal constituinte da hemicelulose e ocorre na natureza como
heteropolissacarideos composto por uma cadeia principal de residuos de xilose unidos
por ligacdes glicosidicas B-1,4, que apresentam diferentes grupos substituintes (BEG et
al., 2001; COLLINS; GERDAY; FELLER, 2005; HE et al., 2009; LI et al., 2010).
Devido a heterogeneidade desse polissacarideo a hidrolise completa necessita da
atuacdo sinérgica de varias enzimas, sendo as endo-$-1,4 xilanases (EC 3.2.1.8) uma
enzima chave, atuando nas ligacOes internas da cadeia principal (LIU;LIU, 2007
COLLIN; GERDAY; FELLER, 2004; HE et al., 2009; ZHOU et al., 2009). As
xilanases sdo encontradas em plantas, algas, insetos, protozodrios € microorganismos.
Entre os produtores microbianos, os fungos filamentosos sdo conhecidos como

produtores de altos niveis de xilanase (CHANTASINGH et al., 2005).

As xilanases apresentam grande potencial de aplicagdo industrial, como no
biobranqueamento na industria de papel e celulose, nas industrias alimenticias, de
alimentacdo animal e téxteis, e isso gerou um grande intersesse na pesquisa dessas
enzimas (HE et al., 2009; RUANGLEK et al., 2006). Outra importante aplicacdo dessa
enzima ¢ na bioconversao de materiais lignoceluldsicos e residuos agricolas em energia

(SUBRAMANIYAN; PREMA, 2002; KATAHIRA et al., 2004)

Nos ultimos anos, varias linhagens de levedura industriais tém sido
desenvolvidas como sistemas de expressdo recombinante. Pichia pastoris ¢ um dos
sistemas mais comumente utilizados, pois como eucarioto apresenta muitas vantagens
na expressdo heterdloga, como processamento protéico, modificagdes pos-traducionais,
técnicas semelhantes a Saccharomyces cerevisiae, além da capacidade de crescer em
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altas densidades celulares. (CREGG et al, 2000; DAMASO et al., 2003; HE et al.,
2009). Essas caracteristicas tornam esse hospedeiro atrativo para expressao de proteinas
heter6logas para pesquisa e até mesmo para aplicacdo industrial (LIU; LIU, 2008).
Nesse trabalho a xilanase recombinante de 7. auranticaus expressa por P. pastoris foi

parcialmente purificada e caracterizada.

2. Material e métodos

2.1.Microrganismos

Linhagem de Pichia pastoris GS115 (Invitrogen) recombinante com o gene da xilanase

de Thermoascus aurantiacus foi para expressao da enzima heter6loga.

2.2. Indugio de P. pastoris em frascos
Uma coldnia isolada foi inoculada em 25mL de meio BMGY (extrato de
levedura 1%, peptona 2%, tampao fosfato pH 6,0 100 mM, YNB 1,34%, biotina 4x10
>% e glicerol 1%) em frasco de 250 mL e incubada a 37°C sob agitagdo (200rpm) até
atingir uma ODgpp de 2 a 6 (em torno de 16 a 18 horas). As células foram entdo
coletadas por centrifugacdo a 1500 x g por 5 minutos a 4°C e o sobrenadante foi
desprezado. As células foram ressuspendidas em 250 mL de meio BMMY (BMGY
trocando glicerol 1% por metanol 0,5%) em Erlenmeyer aletado de 1L, obtendo uma
ODgoo 0,2 e incubadas por 96 horas sob as mesmas condi¢des. Metanol 100% foi
adicionado a cada 24 horas a uma concentracdo final de 0,5%, para manter a inducao
dos transformantes.
2.3. Purificacio
As células de P. pastoris recombinante foram retiradas do meio de cultura apds

centrifugacdo a 5000g por 5 minutos. O sobrenadante livre de células foi entdo
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dialisado, concentrado e liofilizado. Em seguida esse material foi ressuspendido em 5
mL de tampao fosfato de sodio, e entdo passado pela coluna Q-Sepharose (GE
Healthcare) de acordo com as instrugdes do produtor.
2.4. Determinacao da atividade de xilanase

A atividade da xilanase foi determinada por ensaio de deteccdo de agucares
redutores gerados pela hidrolise do substrato xilana birchwood (Sigma). O acido
dinitrosalicilico (DNS) foi utilizado para detec¢do dos agucares redutores. Os ensaios
foram realizados da seguinte maneira: 0,1 mL do extrato enzimatico e 0,9 mL de
solugdo de substrato (xilana birchwood 1%, em solugdo tampao acetato 0,1M, pH 5,0).
A reagdo foi mantida a 60°C por 10 minutos e, entdo, interrompida pela adi¢do de 1,0
mL do reagente DNS (4cidol-3-dinitrosalicilico) para a quantificacido dos agucares
redutores liberados, como proposto por Miller (1959), a partir da curva padrao de
xilose. Uma unidade de atividade enzimatica foi definida como a quantidade de enzima
necessaria para liberar 1,0 umol de xilose por minuto, sob as condi¢cdes de ensaio

citadas.

2.5. Caracterizacio fisico-quimica da xilanase
2.5.1. Efeito do pH sobre a atividade e a estabilidade da enzima
Para a determinag¢do do pH 6timo, as atividades enzimaticas foram realizadas em
uma ampla faixa de pH (3,5 — 10,5). A fim de se avaliar o efeito do pH sobre a
estabilidade das enzimas, as mesmas foram incubadas, por 24 h, em solucdes tampao de
diferentes valores de pH e, apos este periodo, a atividade residual foi determinada, sob

as condi¢des Otimas de reacdo. Para essas andlises foram utilizadas os seguintes
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tampodes: tampao acetato de sodio 0,1M (pH 3,0-5,0), tampao fosfato 0,1M (pH 6,0 a
8,0) e tampao glicina 0,1M (pH 8,5 a 10,5).

2.5.2. Efeito da temperatura sobre a atividade e estabilidade da enzima

A temperatura 6tima de atividade foi avaliada mantendo-se a mistura de reagao
em diferentes temperaturas (30 — 80°C), no pH 6timo de atividade. A termoestabilidade
foi avaliada incubando-se as enzimas, por 1 h, a temperaturas de 30 a 80°C, seguida da
determinacao da atividade residual, sob as condi¢des 6timas.

2.6. Analise em gel de poliacrilamida desnaturante (SDS-PAGE)

A eletroforese de proteinas foi conduzida em gel de poliacrilamida desnaturante
segundo a descricdo de Laemmli (1970). Antes da aplicagdo no gel as amostras foram
precipitadas com TCA e acetona, posteriormente fervidas por 5 minutos para
desnaturagdo das proteinas. A corrida foi conduzida em tampao de corrida 1X a uma
voltagem constante de 100V. As bandas proteicas foram visualizadas apds coloragdo

com prata.

3. Resultados e discussao

3.1. Expressao e purificacio da xilanase recombinante

O clone transformante que ja havia sido selecionado (Capitulo 2), foi induzido
sob as mesmas condi¢des otimizadas, 250 mL e ODgg inicial de 0,2, no qual foi
observado um pico de produgao em 96 horas com 641,16 U/mL.

Apo6s as 96 horas de indugdo o meio de cultura foi separado das células através
de centrifugacdo. O extrato produzido pela P. pastoris, aproximadamente 250 mL, sem
as c¢lulas foi entdo dialisado e concentrado para 50mL, que foi liofilizado. Apds a
liofilizagdo o material foi eluido em 5 mL de tampao fosfato. A purificacao parcial foi

realizada ao passar a amostra pela coluna Q-Sepharose (GE Healthcare). O material
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recolhido como —fow through” foi analisado em gel de acrilamida SDS-PAGE corado
com prata, no qual podemos observar que poucas enzimas restaram apds o processo de
purificagdo. Boa parte das enzimas produzidas durante a indugdo ficaram retidas na

coluna e foram retiradas apos com diferentes concentracdes de sal. (Figura 1).

L '

25kDa > .

Figura 1: Analise por SDS-PAGE do —flow through”. M: Unstained Protein
Molecular Weight Maker (Fermentas).

3.2. Caracterizacio da enzima parcialmente purificada
A xilanase recombinante parcialmente pura foi caracterizada quanto a pH e
temperatura 6timos e estabilidade frente a variagdes de pH e temperatura. A atividade
maxima foi em pH 5,0 (Figura 2) e a 60°C (Figura 3), assim como foi observado com a
enzima antes da purificagdo. Em relacdo enzima nativa, no extrato bruto, o pH 6timo
observado foi o mesmo, no entanto a temperatura 6tima ficou 15°C abaixo da nativa,
esse evento ocorre possivelmente pela presenca de algum componente no extrato bruto

do T. aurantiacus que permitam que a temperatura 6tima seja mais alta.
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Figura 2: Efeito do pH sobre a xilanase recombinante parcialmente purificada.
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Figura 3: Efeito da temperatura sobre a xilanse recombinante parcialmente
purificada.

A enzima permaneceu estavel entre os pH 3,5 e 10,5 (Figura 4), é interessante
notar que em todo intervalo de pHs houve um aumento na atividade da enzima,
chegando a aumentar mais que o dobro entre 4,5 ¢ 7,5. A enzima antes da purificacio
permaneceu estavel na faixa de pH 3,5 a 10,5, no entanto ndo houve aumento tdo
significativo quanto ao observado com a parcialmente purificada. A termoestabilidade

foi bastante diferente entre a enzima no extrato bruto da P. pastoris e a enzima

58



parcialmente purificada, na qual a estabilidade manteve-se entre 35°C e 65°C (Figura 5)

apo6s 1 hora de incubagao.

Estabilidade frente a variagoes de pH

Atbvidade reshdiusal (%)

o £5 5.0 55 (3] 65 i) 1.5 80 85 91 95 10.0 10,5

B

Figura 4: Estabilidade frente a variacdes de pH da xilanase recombinante no
parcialmente purificada. ST: sem tratamento

Estabilidade frente a variagoes de temperatura

15 40 a5 50 55 0 65 70

Figura 5: Estabilidade frente a variagdes de temperatura da xilanase
recombinante parcialmente purificada. ST: sem tratamento

Os dados obtidos em nossos experimentos foram bastante interessantes em
relacdo a atividade 6tima e estabilidade da xilanase parcialmente purificada. Algumas

xilanases recombinantes apresentaram caracteristicas bastante semelhantes aquelas
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observadas com a xilanase de 7. aurantiacus, como a de Aspergillus sulphureus pH 5,0
a 50°C (LI et al., 2010), de A. niger pH 5,0 a 55°C (RUANGLEK et al., 2007), de 4.
terreus pH 5,0 a 60°C (CHANTASINGH et al., 2006). A estabilidade frente as
variacoes de pH observado em nossos testes foi bastante superior a observada, , por
Ruanglek e col. (2007) cuja estabilidade foi observada entre os pHs 3,5 e 6,0. Sriyapai e
col. (2011) em estudos com xilanase de Actinomadura sp. produzida por P. pastoris em
pH 4,0 observou que a enzima manteve 50% da atividade apoés a incubacdo por 30
minutos, bastante inferior ao que obtivemos, em que apos 1 hora de incubagao a esse pH
a atividade aumentou cerca de 22%.

A termoestabilidade da enzima apo6s o processo de purificagdao reduziu quando
comparada aos dados da enzima no extrato bruto da P. pastoris (Capitulo 2), que
permaneceu estavel entre 35°C e 80°C, nas temperaturas 70°C, 75°C e 80°C manteve-se
mais que 40% da atividade, a primeira em temperaturas maiores, 70°C, 75°C e 80°C
menos que 10% da atividade foi mantida. Chantasingh e col. (2006) observou que apos
incubagao por 30 minutos da xilanase recombinante a 60°C a atividade reduziu a 50% e
a xilanase de Trichoderma reesei com essa mesma incubacgao manteve 40% (HE et al.,
2010), enquanto em nossos experimentos foi mantido cerca de 65% apods 1 hora de
incubacdo. A enzima recombinante de A. terreus ndo foi estavel a temperaturas de 70°C
e 80°C, perdendo rapidamente a atividade apdés 10 minutos de incubacdo
(CHANTASINGH et al., 2006), a de Bacillus licheniformis permaneceu estavel até
70°C em temperaturas superiores perdeu rapidamente a atividade (LIU; LIU, 2008),

similar ao que observamos em nossos experimentos.
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4. Conclusao

A xilanase de T. aurantiacus CBMAI756 foi expressa com sucesso por P.
pastoris, sendo o primeiro relato da expressdo e purificagdo parcial. Os dados que
obtivemos a respeito das caracteristicas da enzima parcialmente purificada e anterior a
purificagdo foram bastante interessantes, mostrando grande potencial biotecnologico
dessa enzima recombinante, assim a partir deles novos estudos poderao ser realizados

para adequacao da aplicacdo dessa enzima em processos industriais.
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Consideracoes finais

Esse foi o primeiro relato da clonagem e expressdo do gene xynA em P. pastoris,
sendo um passo importante para originar outros estudos sobre esta enzima em 7.
aurantiacus. Além disso, as caracteristicas observadas na enzima recombinante antes e
depois da purificagdo parcial e também da enzima nativa sugerem um grande potencial
biotecnoldgico para essa xilanase. A partir de nossos dados, novos estudos permitirdo a
adequacgdo desta enzima para aplicacdo em processos industriais associados a produgao
de energia a partir de biomassa lignoceluldsica, industria alimenticia, de papel e
celulose. Essa enzima ja estd sendo testada no processo de clareamento de polpa Kraft
(industria de papel e celulose) pela empresa Verdartis (Ribeirdo Preto/SP). No futuro,
realizaremos a purificagdo completa e andlises da glicosilagdo e rendimento da enzima

recombinante.
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Anexo 1: Diagrama esquematico do vetor pPGEM-T (Promega).

Comments for pPICS:
8023 nucleotides

5" AOX1 promoter fragment: bases 1-948
5 AOX1 primer site: bases 855-875
a-Factor secretion signal(s). bases 949-1215
«-Factor primer site: bases 1152-1172
Multiple Cloning Site: bases 1192-1241
3" AOX1 pnmer site: bases 1327-1347
3" AOX1 transcription

termination (TT). bases 1253-1586
HIS4 ORF: bases 4514-1980
3" AOX1 fragment: bases 4870-5626
pBR322 ongin: bases 6708-6034
Ampicillin resistance gene: bases 7713-6853

3' AOXA

Bgl Il

Anexo 2: Diagrama esquematico do vetor pPIC9 (Invitrogen).
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Anexo 3: Diagrama esquematico do vetor utilizado para expressdo do gene xynA
pPIC9xyn.
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Anexo 4: Alinhamento da sequéncia de nucleotideos utilizada nesse trabalho (Seq) com
a sequencia do gene xynA.
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