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endoPGI__A_niger           -----------------------ASTCTFTS---ASEASESI---SSCSDVVLSS-IEVP 30

endoPG__A_aculeatus        -----------------------ATTCTFSGSNGASSASKSK---TSCSTIVLSN-VAVP 33
endoPGII__A_niger          ------------------------DSCTFTT---AAAAKAGK---AKCSTITLNN-IEVP 29
endoPG__F_moniliforme      ------------------------DPCSVTE---YSGLATAV---SSCKNIVLNG-FQVP 29
endoPG__S_purpureum        ------------------------ATCTVKS----VDDAKDI---AGCSAVTLNG-FTVP 28
endoPG__E_carotovora       SDSRTVSEPKTPSSCTTLKADSSTATSTIQKALNNCDQGKAVRLSAGSTSVFLSGPLSLP 60
                                                    ..:.                : .. : *.. . :*

endoPGI__A_niger           AGETLDLSD-----AADGSTITFEGTTSFGYKEWKGP-------LIRFGGKDLT----VT 74
endoPG__A_aculeatus        SGTTLDLTK-----LNDGTHVIFSGETTFGYKEWSGP-------LISVSGSDLT----IT 77
endoPGII__A_niger          AGTTLDLTG-----LTSGTKVIFEGTTTFQYEEWAGP-------LISMSGEHIT----VT 73
endoPG__F_moniliforme      TGKQLDLSS-----LQNDSTVTFKGTTTFATTADNDFN------PIVISGSNIT----IT 74
endoPG__S_purpureum        AGNTLVLN------PDKGATVTMAGDITFAKTTLDGP-------LFTIDGTGIN----FV 71
endoPG__E_carotovora       SGVSLLIDKGVTLRAVNNAKSFENAPSSCGVVDKNGKGCDAFITAVSTTNSGIYGPGTID 120
                           :*  * :         ..:     .  :       .         .   .  :     . 

endoPGI__A_niger           MADGAVIDGDGSRWWDSKGTNGG-KTKPKFMYIHDVE---DSTFKGINIKNTPVQAISVQ 130
endoPG__A_aculeatus        GASGHSINGDGSRWWDGEGGNGG-KTKPKFFAAHSLT---NSVISGLKIVNSPVQVFSVA 133
endoPGII__A_niger          GASGHLINCDGARWWDGKGTSG--KKKPKFFYAHGLD---SSSITGLNIKNTPLMAFSVQ 128
endoPG__F_moniliforme      GASGHVIDGNGQAYWDGKGSNSNSNQKPDHFIVVQKTTG-NSKITNLNIQNWPVHCFDIT 133
endoPG__S_purpureum        GAD-HIFDGNGALYWDGKGTNNG-THKPHPFLKIKGS----GTYKKFEVLNSPAQAISVG 125
endoPG__E_carotovora       GQGGVKLQDKKVSWWELAADAKVKKLKQNTPRLIQINKSKNFTLYNVSLINSPNFHVVFS 180
                             .   :: .   :*:  .     . * .                 ..: * *   . . 
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endoPGI__A_niger           ATN--VHLNDFTIDNSDGDDN--------GGHNTDGFDISESTGVYISGATVKNQDDCIA 180
endoPG__A_aculeatus        GSDY-LTLKDITIDNSDGDDN--------GGHNTDAFDIGTSTYVTISGATVYNQDDCVA 184
endoPGII__A_niger          AND--ITFTDVTINNADGDTQ--------GGHNTDAFDVGNSVGVNIIKPWVHNQDDCLA 178
endoPG__F_moniliforme      GSSQ-LTISGLILDNRAGDKPNAKSGSLPAAHNTDGFDISSSDHVTLDNNHVYNQDDCVA 192
endoPG__S_purpureum        PTDAHLTLDGITVDDFAGDTKN-------LGHNTDGFDVSAN-NVTIQNCIVKNQDDCIA 177
endoPG__E_carotovora       DGDG-FTAWKTTIKTPS------------TARNTDGIDPMSSKNITIAYSNIATGDDNVA 227

                             .  .      :.                .:***.:*   .  : :    : . ** :*

endoPGI__A_niger           INSGE------SISFTGGTCSGGHGLSIGSVGGRDDNTVKNVTISDSTVSNSANGVRIKT 234
endoPG__A_aculeatus        VNSGE------NIYFSGGYCSGGHGLSIGSVGGRSDNTVKNVTFVDSTIINSDNGVRIKT 238
endoPGII__A_niger          VNSGE------NIWFTGGTCIGGHGLSIGSVGDRSNNVVKNVTIEHSTVSNSENAVRIKT 232
endoPG__F_moniliforme      VTSGT------NIVVSNMYCSGGHGLSIGSVGGKSDNVVDGVQFLSSQVVNSQNGCRIKS 246
endoPG__S_purpureum        INDGN------NIRFENNQCSGGHGISIGSIATG--KHVSNVVIKGNTVTRSMYGVRIKA 229
endoPG__E_carotovora       IKAYKGRAETRNISILHNDFGTGHGMSIGSETMG----VYNVTVDDLKMNGTTNGLRIKS 283
                           :.         .* .       ***:****        * .* .    :  :  . ***:

endoPGI__A_niger           I-YKETGDVSEITYSNIQLSGITDYGIVIEQDYENGSPTGTPSTGIPITDVTVDG--VTG 291
endoPG__A_aculeatus        N-IDTTGSVSDVTYKDITLTSIAKYGIVVQQNY--GDTSSTPTTGVPITDFVLDN--VHG 293
endoPGII__A_niger          I-SGATGSVSEITYSNIVMSGISDYGVVIQQDYEDGKPTGKPTNGVTIQDVKLES--VTG 289
endoPG__F_moniliforme      N-SGATGTINNVTYQNIALTNISTYGVDVQQDYLNGGPTGKPTNGVKISNIKFIK--VTG 303
endoPG__S_purpureum        QRTATSASVSGVTYDANTISGIAKYGVLISQSYP--DDVGNPGTGAPFSDVNFTGGATTI 287
endoPG__E_carotovora D-KSAAGVVNGVRYSNVVMKNVAKP-IVIDTVYEKKEGSNVP----DWSDITFKD----- 332
                                :. :. : *.   :..::   : :.  *      . *       :. .

endoPGI__A_niger           TLEDDATQVYILCGDGSCSDWTWSGVDLSGGKTSDKCENVPSGASC--- 337
endoPG__A_aculeatus        SVVSSGTNILISCGSGSCSDWTWTDVSVSGGKTSSKCTNVPSGASC--- 339
endoPGII__A_niger          SVDSGATEIYLLCGSGSCSDWTWDDVKVTGGKKSTACKNFPSVASC--- 335
endoPG__F_moniliforme      TVASSAQDWFILCGDGSCSGFTFSGNAITGGGKTSSCNYPTNTCPS--- 349
endoPG__S_purpureum        KVNNAATRVTVECGN-CSGNWNWSQLTVTGGKAGTIKSDKAKITGGQYL 335
endoPG__E_carotovora       -VTSETKGVVVLNGENAKKPIEVTMKNVKLTSDSTWQIKNVNVKK---- 376
                               : .      :  *. .           :.            .
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Chapter 2. Isolation, heterologous expression and
characterization of an endopolygalacturonase from the
phytopathogen B. cepacia

��������	
���
	�

��������	�
�����������
��������������	�����
����������������������������
	�
	������������

���������	��
��������	�
�	�����
��
�����������������������������

�������������������

������
��	�
�
����������
�����	
��	���������

��
��������
������	�����������������������

���������������

��
��������
�����	���
���
����

����������
�����
�����
��������
���

���
���������
	�
�����	��
���� ��������������
��

��
���	�
����

�������������!�������

������
	�
�����	��
����"��	����	���
��������������	������

	��
������������
����#�

	�����

��
�����������	��������������
������
� �α$��%�����
	��
��
��
������������ �����
���
"���

��
����
��	�������
	��
��
��
������������
��������	������	���������&������	�
�������
	���


��
��
���
������'$�
�	���	����	�($)����*
��($+�� ��������������
���

�	���������
�

����
	��
����&�����&&� �,����
����
	��
����&��� �	�����

������
��	����
���
����

���

������������
-�
���

����	��
�����	��
	�����	����	������.���
��
�����%�$���-���α$/$����
�

	��
��
��
������	����� �α$���)�$���-��� $�����
������������ ����� ��		�� �
���
����������


�������	�($%�

����	����
�����������������
	����
��	�
���������	�	�����
��������
����
�

	�����0��������+��(���	�������)��+��

��
	�
�����	��
������������
	���	
���1���	�
��������	�
���
	�
�����������	���

�����
��

���
�	��	 � �����
�
��
�� � ��

������ � ��-� �����	 � �����
��
� � ��� � �������� � �%�� � ��	 � ���
�

+�



��������	

������ � ����
	�
� �����	� ��� �����	 ���	�
���� � �2� �3�� � &� �
���� � 	
 � ������ �����	 � 	��������

��	�
�������
��	���������	��
��
������������������$��1�����	��	���������
��������
��	���

����-�
���
����������	�	�����
���
����

��������������	����	���
�����������4��5�������

��
	������������$��1�������
������"
$��������
$�
������
	��
����������
�!������
	���

��	�����	����������
	���������
	�	�����������
�	����	�����������"����������6�
���	�����

���
�!����� � 	�� ��
�	 � �"	�������� � �	������ ������ ���1���� ����
��� 	
 � 	�� ����

�����

����
������������)5��7��������������
��������
��	�������
������
��	���α$��%����

����
�

�
������	�����

	������
���
����
	����

#������ � ���
�!� � ��
� � ��	�
��	�
����
 � ��
	����� � ��
� � �� �
����
��� � �
������������

�����������
�
�
����������
����������������������������
��	�������
����
	���1�����8$

�)���9��
�!�������"	��
����������1���������	��������
������	����	�������	�����
	�
���

�	��
	�����������
��	����"�
�	�����
���
����	
�	����"	��
�������������
����	���+�������

�
��
�����������
��	����"	��
���������"�
�	�
����
	���������
�!������������	�����
���

�"	����������	��������%$�3��������"�
�	�


��������	�������������
��	�
����	������!#���

	����&&� ��� 	�
��	�����

���� � 	��	���.������ 	���������
��
���������� ����	�����	 � 	���:$

	��������
��	�����
	������4���0������)�����

Figure 2.1. The Sec-system. The Sec-system is made up of the proteins SecA, SecB, SecD, SecE, SecF,
SecG, SecY, YajC, and YidC. The molecular chaperone SecB interacts with the newly synthesized
preprotein in the cytoplasm and targets the protein to the SecA-SecYEG translocase at the membrane
surface. The homodimer SecA, in an energy dependant event (ATP), aids in the partial translocation of
the presumably unfolded protein across the membrane. The pore through which the protein passes is
thought to be formed by the integral membrane proteins SecY, SecE and SecG. The role of three
additional membrane bound proteins, SecD, SecF and YajC is still under investigation. After the targeting
and translocation steps have occurred, a signal peptidase cleaves off the signal peptide, released the
protein in the periplasm. The Figure and the Legend are taken from:
www.sfu.ca/~mpaetzel/Research.html.

+)



��������	

&��	�������	��	����	����
�����	����
������
��	������
��	���
	���������-��	����������
�����

�	�	� � ��� � ��� � 	�����

�	�� � ��	
 � 	��� ��������� � �� � ��	���	�� ��	���
	�
� ���	� � 	�� � #�
�

��
	������	��	���

���1��	���:$	������������������	������5���&��	�����

����	������	���	���

�
.����	�
� � 
� � 	���� � ��	��� � 

��
���	�
�� � ��
	���� � ��� � 	�����

�	�� � �
�
�� � 	�� � 
�	���

��������������	���
	������	��	�����1���	�
����	���	��	��������
�������$����	����

��
	������#����������
�!��
�����	
��	�
����
���
	���������������
�
�����������
�����	��

	�����
���:$	������������������	�����&	�������������
�	���	��	�	������������

�����	��

��	
�	�����������������������
�����	���������
	���

���1������	�����1���	�
���
�������

����
��������
��	���	�����

�	�
���
�
���	���
�	������������
������
�����%$�3��

���� � �
�- � ��� � ���� � �

����� � 
� � �� � ���
�! � ��
��	�� � �� � 	�� � ����	 � ��	�
����

�����
�����������������	�����6�((�)2%�3������������������	�����6�((�)2%�3����
����

	
�	��������������

����"���7�������	���������	����
���������	���
����������	�
���
�	��
	�

��������
��
��
����)8���������	�������
��
����������	��
����
	��$������������1�����	��	�

���� ���
�������� 	�����
���	�
��
��������
������������� 	�������)����6�
���	�����	���

�����
�
��
����
���
��������
�!�������������
	�
���1��������
���������6������������

���
���
����������	���	����))���!
�1��������������	���������	��	�	�����������������

���1���


� � � � ������� � ��� ����
�	�� � 	�� ��
����1�	�
� � 
� � � �����$��

���� � ������� � �� � �
�$

��	�
����
 ��� � �������� �	����� � 
� � �
�� � ��� � 
����
�� � 
������ � ��
���� � 	��	 � ���6 � �� � ��

�������
����
	
���������
���	������	
��	�
����
�	��
���������������������������
�
�����

���

��	�����	�����
������
	��
������
	���	���

,�
��	��	������������	�	��	���� ������������ �6�((�)2%�3��	����"������
��
��	���������



������
���������
����
	
������

�	�
��������	���.�
�������������;#�����	����)+���&	�

������������
����
��	��	���	��	���	�	�
���������������
��������;#�������	�
�������	
�

	�� � �		����	�
� � 
� � 	����� ���
���	�
� � �� � 

������ � 	
 � 	�� � �����	�� � �	���� � ��� � 	
 � ���

����
�������
����%8<�����
	�
����� 	�����
��	�
�����6���	�
	������ 	����"	��
��������

�������)%���

=����������
�	�
��	�����
��	�
������	���������
�	�
��
�����6���
��	����������	��	�
��	���

���������� �6�((�)2%�3�
��	�����&������	�
���	�� ������ ����������(,$��������������


�
��� � �� ��� � �
��� �	��	��� � ������� � �"������
� � �	��	����� � ��� � ���	���� � ������
��� � ��

��

����
�� � ��� ���
�����
�� � 
����
	���1�	�
� �
� � 	�� � ��

������	 � ��1���� ���� ������


�������
�	�

++



��������	

���������
������
�����	
�

������Isolation, purification and characterization of PehA from B. cepacia culture

���������

�����������6�((�)2%�3�������
������>7(6���������)2���	��=�2�)���"
��	��
��	���

����	�
��
��8�)<��
������
	��
��
��
�����!6������8�)<����
��
�����	����
�����

������


���
���
��
�������
��	����������
����	�+8�?(��
��	�
������
�����
	�������-��������

����
	�
��
��	�����1���	�
��
	���	��������	���	��������
�������������������	���������
��

�������	��������
��
���!6��
��������	���
��
�	��������	��#�����6����
����#���������
��

	�� � 
��	��� � �������	��	 � ���� � 	�-�� � ����
��
���� � ��� � 	��	�� � �
� � �
������
	��
�����

�
	���	���������1���	�
��
	���	����������������������!6��������	��	��������	��������

�� � 	�� � �
��
����� 	�
���	�
��� �;���	�	�	��� � ����
���$��� � �
���	�
� ���� �����
�����

�


����� � 	
 � @������� � �)3�� � 6 � .����	�	��� � ��	������	�
� � 
� � 	�� � �
������
	��
�����

�
	���	�������
����


������	
�	�����	������������	���������
	


���)4���:���������	����

	���
��	�����������	��	�
��	�����1�������������������
		���
�	
���8�42����	��
-��<�

����
��������

�	�������8�2<��!6����28��>��
������
�	�	���=�2�)����
���	����	�+8�?(�

�
��+8�����	�����	��������	��8�2�<���	������������
��	�
���������	��������	����	��������

��1���	�
��
	���	��������������������	��������
	�������	�	���������
-��
����������	$

���6������������� ��	 � �

��	������	��� ���	��� � �
�$��������� ��.����
��
��	
�������

���	����@�
�
��
��@�
,���������
��
��������
���$�����
��	�����������	��	���
��588�� �

���������1���������	�28��>��
������
�	�	���=�+�2�����

�
��	��	���	
�)88�� �������

���6��

��

�
��	��	�
��
�����>�����
�����.���������	����A>�8������������8�-/��


�	$
��������������������	�����
�����
�	
���
�	�
���"
������#�#�����
���00�

�����

�6��������@�
�
���
�����.�������	�����	��28��>��
������
�	�	���=�+�2��������	���

��	����)88�� ���������������	���
��8�8�	
�8�%�>��
�����
��
�������
��	�������
	�
���

������

����������1���������	�28��>��
������
�	�	���=�2�8�����

�
��	��	���	
���� ��

����������������
�����
�	
����������	��	�
��

������#����
����=,)88��

������3BC��

6��������@�
�
���
����������
������.�������	�����	��28��>��
������
�	�	���
�	�	���=�

2�)���28��>��
�����
��
��������
	�������������	����	�����
����	��
��8�2�� *��������

���
	�
���
��)�2�� ������

���
	��������

���������
������	�����	�����>D$!0$)88�-�	�

+%



��������	

�#�����(����
���(
����
��	����
��
����������	���	���	�
����
��	�������
	�
�����
��	���

�����
����	���������

�������������1���������	�28��>��
������
�	�	���=�+�2�����	���



�
��	��	�
��
�����
�����������	�������	���	
���4�>�����������������	������������	
�

� � ����
��
��
 � ��	���
	�
� � ������ � #�����
�� �=, � 

���� � �6������� �@�
�
���
�����

�����
������.�������	�����	��28��>��
������
�	�	���=�+�2����4�>����
�����������	���

����

������������������	��%8����
��	������������������
������	����	�����
	�������	��

��)%8������������������	���
����4�	
�8�>����
�����������	���0�
����	������+�� *����

��� � ���
	�
�� � 
� � 2 � � � ��
�� � ��
	��� � 

�
��	��	�
� � 
� � ������� � 	�-�� � �	 � ��������	�

������
�	�
���	����������	��������������	���@�
,�����
	����������-�	�&� ���	���
�����

����� � ������� � �� � �������
�� � #
���� � �
��
�� � ������	�$�
���
�������� � ����

���
	�
��
����� � �#/#$�6!9����� �����
������


����� � 	
 � ������ � �)5� ������ ��)<�

�
����������������
���	���	��	����������	��
��
����������	�
��	�������������	$���6��	���

��
����������
��
����������	����-���-�	��:���9�������@�
�
���
���������������
	����

������������	��������	��(

�������@�������	�@����,)28��6����	�
�����
���
	��
��

������


� � 	�� � �������� � ��1���� � ��� � ����
���� � ��	� � �� � 6���
���� � �6!$���	� � ���
��	�

�
���
��������������6��������@�
�
���
��������	����=���	������+$�8��������	�����
���

��
���
	��
��
��	���&��
������	�
��-�	�����&����-����6��������@�
�
���
�����

&��
�����	
�����
���	���:$	������������
��
�����.���
������������	�������������	$���6�

��� � ���
���� �
� �#/#$�6!9� ���
		�� �
�	
 �� ��E/0�������������������
	�� � 	
 �:$

	����������������������	
��	���9������������	�
��
�������������.������.���
�����
����

%486F�6�������@�
���	������

+2



��������	

�����������	�	�	����������
	�

)�)�)���=�	��
�
�
����"������
��
�����6������ ����
���� ���������������$���6���

����

���������
��
�����6���	��	������
��	���	�����	�!((�

�����
������	
�6��)5������

�(,$������������
��������������	�����6�((�)2%�3����
��
�/:6��������	���9"�����

=����0�����	���(,�#��	����,

������������
��
�/:6�
�������������
������������������

�� � �����
���� � ���
�	�� � �)+�� � ��� � �
����� � �0�G�

2H$6�66�((6�!!((6((�!(6(!((!$+H� � ��� � 	�� � ������� � �,�G�

2H$�6�6�66!(��66�(�!(!(6!!!6�(!�$+H� � ������� � ���� � �������� � 	
�

��	�
��
��:

&�����=���&&&����	��
	�
����	����	�	���:$	�������������	�	���($	��������
��

	�����
	����������
	�����������������������������
�

�	��������	
��

�
�������:

&�����

=���&&& � �����	�� � ��� � ��������� � �������	 � ��� � ����	�� � ��	
 � 	�� � �9�))� � ��������

�:
��������������%���������0������)�)���

0������)�)���6��������
	
������
���9�))���:
���������@��6��
�	�
��
��	���>#(�����	�����
�
�������	���


���9�))��

�	�������	������������������	���������0���������	�-�����
�G��������
-��
�
���
���

��-�

+3



��������	

��� ��� � �
��� �
�	 � �	���� � /=2α� 
���� � �(�
�	�
�� � ���� � 	�����
���� � ��	� � 	���

�9�))I:

&I=���&&&I����� �������� � ������
����	� ����� � ����
	�� � 
� �  ����$@��	����

� @� � ���	�� � �)2�� � 

�	������ � �88 �µ�*� � ����
������ ���� � ��

������	 � ������� �����

��
��	��������	�������
���������	��
	�
�����������������	
��	���/:6���.���
����	��	��	�

����
���	���

���
	��������.���
���

0
���"������
��	��	�� ����
��� @ )��/9+��
������:
������������	�����
�������	��	���

�9�))I:

&I=���&&&I��������������������	���
�� @����	�����	��28�µ�*� �����
�������

D������
����������

�
�������
��	�������
	������	����������

���	�������8�� �
��	���

�
��
���� � 
��	��� � �����G �  @ ������� � �)2�� � 

�	������ � �88 �µ�*� � ����
����� � �
��

����
	�
���
��>7(6���������)2���

�	��������88�µ�*� �����
�������
������
	�
�������

����������������������������	�����	����������	�
���
���
��
������	����8�%<���*���

���
��
��
��8�%<���*������

���������8�� ��	��	���
��	������������
���
��������	��	�+4�

?(�����	����������	
��88�� �
���������������D����	���
��	��������
�������'/388�J���8��

�8�� �
����
��
��	���������	�-����������	�����
�$����
���

�	�
���������	�������������

�
���������������
���������8�2��>���
��
�����$	��
$β$/$����
	
�����
������&��!���

��
�
��	����������
��������
�$����
�����
����
��
��	����������	��	���������-��	��
��

����	�
�����2��
�����	��) �?(�������	���
����������������	������
��	������	�
���
��)8�

����	����	�%)88����	�%�?(��������

������	�
���������������		���	
����
��
	�
���

-����


�����	
���������	�������������
���
	������)7���@��������
�����������������	��
����	��+8�

�>�����$=(�����������=�5�8������������	��������������������	���������������

�	�������

)8�<��*����
�
����������>�9/�6�����-��	��2�����	����	��

��	������	������	��

���	������-���������
������������

���������
��	������	�
���
���8�����	����	��8888����	�

% �?(�����	��������	�����
���������
�$

�����	���

�	����������>�����������
��
�����

������	����	�
��(
����	����
	�����&�����	
��(

-	�����,

�����������������$��������
��

�
���� ���� � �*%8 ���	� � �����
	 � 	
 � 	�� � ���	��� � 
��	��� � �
����� ���� � �"	��
	 ���� � 	����


��	���������	 �)8888����
� ��8�����	����	 �% �?(� ������������	��	�

�����
���� 	
 � 	���

����������
����
	�
���������1���	�
��
	���	��
��	�������������
��"	��
	������	��	���������

	�����
	�	�$����
���������	�
���)4���������
���������>�	�����������>�	�
���������)�)�����

0
� � 	�� � ����� � �
��� � �"������
�� ��� � �
��� @ )��/9+� � 
���� � �:
������ � ����
���� � 	���

�9�))I:

&I=���&&&I��������������������

���	������28�� �
��>7(6���������8�%�

��*������
��
�����
���
���
��
�������88 �µ�*� �����
�������
������
	�
�������28�� �

+4



��������	

�	��	���
��	����������
���
��������	��	�+4�?(�����	����������	
�+�2� �
���������������

D����	���
��	�������
�������'/388�J���8������	�����
	�����"������
����������
����
���2�

�
�����	��)�?(���������8�2��>�&��!��������
����������������	������
��	������	�
���
��

)8�����	����	�%)88����	�% �?(�� ���������������
����
	�
�����������.���	�����
��	������

���
��������
����

�����=�
��	�������������
����
	�
�������
���������	�������	�
��
����>��
����$�
�	�	��

�=�+�2����	
���������

�
��	��	�
��
��28��>�������
��	�
������������
����	�)8888���

�
���8�����	����	�% �?(�����	������������ 	
���#�$#�����
���)3*�8�

������6��������

@�
�
���
��� � �.�������	�� � ��	� � 28 � �> � �
�	�	�� ������� � �= � +�2� � ��� � ���	�
� � ����

����
��������������������2�

������
��������������������	�
���
�����
��
�������
��

8�8�	
�8�3�>���� 	��������������� ��
������
	��
������
	���	� ����� ���	����	 ����
�����


��
�����

�
��	��	�
��
���%8��>����
	��������	�������
��
����������	�
��	������$���6�

���� � �������� � �� � #/#$�6!9� � �� � ���
�	�� � �� �>�	������ � ��� �>�	�
�� � ����� � )�)�����

#��������
���
�$����
����#/#$�6!9��������"�����	������.�����
�����
���8��>�

����$=(� �������� ��=�5�8� �

�	����������>�9/�6��)<�#/#� ��8<����
��
�� ���
	����



�
��	��	�
��������	���	�����
��	�������������	�
��	���
�	�
��������	���	�)58�����

������	����"	��
	�
��

����
���	�����	����
��
����������	�
��
���	�����
��	�����
	����

��.���
���������	���
��������
	�������������������"�����
�*	

��*��
	�������	������

�& � ��	������	�
� � ��� � 	�	��	�
� � 
���� � 
� � 	�� � ���$���6 ����� � ����
���� � ����� � ����	�

#��	����������
�����.������	��&�
���
	�
�

�������+$7�����2$5��=�����������
��	���

������������
���������������


������	
�	���������
	����H�����	��
	�
���������&�����


��
���	�����������	������
�����&��
������	�
��-�	��������
�������	��	�
��
�����
���	$���6

����
�	����������
��
��G����	���	�������

�������	����	������������
	�	���
�

-�����78?�

����	����������������	�������������
�
���	����������
��	����������������
�����	
�	����=�

�������	��9��
	�
��
��������������
�����	
�	�������	��������
���"������������	��888�E��
��

38�E����������������	������������
�	�����
���

)�)�)�)�=�	��
�
�
����"������
��
�����6������ ����
���� �
�	
�������

)�)�)�)���� � #������
��������������
����
	�����
������	���� � ��
�

��	��
	����������������	
�


��
- � 	�� � �
������	� � 
� � 	�� ����6� �� ��� � �
��� 
�	
������ � &� � 	�� � ����	 � ��������� � 	
 � ���

+5



��������	



��	��
	�����	��� �

���������
��
��	�����	�����	$���6������(,$������������
� ����

�������� �	�����6�((�)2%�3����
��
�/:6��������9"�����=����0�����	���(,�#��	���

���
��,

������
	���/:6���
� ����������� �
��������������������������
��������
�	���

������)�)�)�����������
�������0)G�2H$6�66�(6�6�!!((6((�!(6(!((!$+H������

������� � �,�G � 2H$�6�6�66!(��66�(�!(!(6!!!6�(!�$+H� � ������� � �����

���������	
���	�
��
��:��&�����=���&&&����	��
	�
����	����	�	���:$	�������������	�	���($

	��������
� � 	�����
	���� � �����
	������ �����:��& �����=���&&& ������	�� ���������������

�������	���������	�����	
����������9�))���:
��������������%�����������������
����
�	�

�	�����/=2α� 
���� ��(�
�	�
��������	�����
�������	��	�� ��9�))I:��&I=���&&&I�����

�������� � ������
����	� � ���� � ����
	�� � 
� �  @ � ���	�� � ��	� � �88 �µ�*� � ����
�������

,�

������	���������������
��	�������������
���������	��
	�
�����������������	
��	���

/:6���.���
����	
�����
���	���

���
	��������.���
���

'��	���
	�������������	�����

���

��	��
	�����������	
����

��	��
	�)���	���

���������
��


��	�����	�����	$���6������(,$������������������
��������
�����������)�)�)����������

:

& � ��� �=���&&& � �����	�� � ��� � ��������� � �������	 ���� � ����	�� � ��	
 � 	�� � �9�>)8�

���������9>@ ���0������)�+�����������������%���

0������)�+� � ��6��������
	
� �����
� ��9�>)8��9>@ ��� �@��6��
����	�
������
����"6$���6�����
��

�	
	������������������
������
�	���	����9E�
����������	�������0������+6����	�-�����
�����G�������������

+7



��������	

���� ���
	
� ���
����� �� � 	��
���
"�� �6� ������ � � ���� � �
��
������ �� �3K=�� � 	�� �������

	
��


��	
����������9E����
	�����
����������	��������:$	������������
�����	������������

�
��� �
�	 � �	���� �/=2α� 
���� � �(�
�	�
�� ����� � 	�����
���� ���	� � �9�>)8$����$�����

�������� � ������
����	� ����� � ����
	�� � 
� �  @ � ���	�� ���	� � �88 � µ�*� � ����
�������

,�

������	���������������
��	�������������
���������	��
	�
�����������������	
��	���

/:6���.���
����	
�����
���	���

���
	��������.���
���

0
����
	�����
������	���	�������	�� �����
����
�	��	�����'������@��/9+��
������:
�������

�����	�����
�������	� ��9�))I:��&I=���&&&I����� ��� ��9�>)8$����$����� ����������

�����
	��������������	���
�� @����	�����	��28� µ�*� �����
��������2��µ�*� �-�����
���

�����)�2� �µ�*� �	�	��
�
���. D������
����������

�
�����
��	�������
	������	�������

��

���	�� � �� ��8 �� �
� � @��������

�	������ �28 � µg/� �����
������ ��2 � µ�*� �

-�����
������� �)�2 µ�*� �	�	��
�
����������
���	���
�������	��	�+4 �?(� ������
	����

���-��� �����	��	���
��	��������������	
���88�� �
�� @�������
�����������-�����	�+4�?(��

��	������'/388�J��8�4�������������8�� �
��
��	���������	�-����������	�����
�$����
���



�	�
���������	��������������
�������������
���������8�2��>�&��!��@
	��
��	������

����
��������
�$����
����
���
	�����������������-��	��
�����	����%��
�����	�)8�?(������


���������	�������

���
	������
��	������	�
���	�%)88����
��)8�����	����������������������

%�8�� �
��28��>��
������
�	�	�����������=�2�8��

�	��������28��>��
�����
��
������

��������������
��������	�����
��
�	���2�	������
���8����
���	���"������
�������������

#
��������28�#
��
�	
���#���
������	����
��	���������	��3888����
��)8�����	����	�%�?(��

�����������	��	�����	����
���������
	�
�������	����1���	�
��
	���	��������	���	��������

.����	�	����������	��	�����
	�	�$����
�����	�
�����������
��������
�����������)�)�����

�������
���������
	�
���������������������%�8�� �
��+8��>�����$=(���=�5�8��#
������

�������
���������
	�
��������������������#/#$�6!9���������������
������������)�)�����

��� � �
�$����
�� � 
��	���� � ���� � 	���	�� � �� � � � ������� � ������� � ����� � 8�% � � � ���

����������
���
�����

)�)�)�)�)� ������
�����"������
���������
������
����"6$���6�����
����
	������������
���

�
�	��	�����'������@��/9+��
������:
������������	�����
�������	��	����9�>)8$����$

�������������������

���	������)8�� �
�� @��������

�	�������28��µ�*� �����
�������

�2� �µ�*� �-�����
��������)�2�µ�*� �	�	��
�
����������	��	���
��	����������
���
����

%8



��������	

����	��	�+4�?(�����	����������	
���8� �
����������������D����	���
��	�������
�������

'/388�J�8�4���	���������
���������8�2��>�&��!�����-��	��
��%��
�����	�)8�?(��������


����������

���
	������
��	������	�
����	��%)88����
��+2�����	����	�%�?(�������
1��������

��
	�����������	����������������������)8��>��
�������
����	�����������=�4�5���8�2�>�

�
�����
��
�������8<����
��
����<�������)8�����>�β$���
��	
�	���
���β$>9��������

	����	�
��(
����	����
	�����&�����	
��(

-	�����,

����� ��
1�����	�������

�
��	��	�
��


� �� ���*� ���� ����������� 	�� ��
��	�
� ���� �-��	 �
� � �
� � �
� �� ��� ����� ����	� �����

�
��
�	���+�	������
��+8����
���	���"��
�������������#
��������28�#
��
�	
���#���
���

����	����
��	���������	�)8888����
��+2�����	����	�%?(��&��
�����	
���
��	��	�����
����
��

�
������&@����	���
���������	��������������������28��>�����$=(������������=�5�8���8���>�

�
���� � 
��
����� � � 8�2 �< ��*� ����	
� �B$�88� � 2 ��> �β$>9 � ��� ������� � 	��
�� �����

����������
������	�����������	�����	�������	��28��>�����$=(�����������=�5�8���8���>�

�
�����
��
���������2��>�β$>9���&@�������������	������
��	������	�
���	�)2888���
��

�2�����	����	�%�?(���������
��������2�� �
��)8��>��
�������
����	�����������=�4�5���

8�2�>��
�����
��
�������2��>�β$>9��3�8�>���������������

��
������!��=(�������)8�

�> � �����1
�� � ������� � ,��6�� � �� � �	������ � 
�������	 � �	 � �

� � 	������	���� �����

�
�
����	������
��	���������	�)2888����
���2�����	����	�% �?(� 	
����
������
������

��	��������������	�����
�	
���8�))�������	������������	��
�����"6$���6���

��������
��

	�� ��
������1�� � &@� ���� �
��
-�����	� �#/#$�6!9� ��� ��������� ���
�	�� � ����� �)�)�����

��
	����

�
��	��	�
��������	���	�����
��	�������������	�
��
�	�
��������	���	�)58����

������	����"	��
	�
��

����
���	�����	����
��
����������	�
��
���	�����
��	�����"6$

���6 � ��
	��� � ��.���
� � ��	� � 	�� ���
	������ 	

��

������"�����
�*	

��*��
	�������	� ������������&@��������	
������)8�����	
	�����
	�����

���.�
	���	�$)8�?(�

�����
������1�����"6$���6��������
��������������
�$

��������
��������

����������

��	���
����	��������	��
��
��	
��������6��=�$�����(����	�����6��������@�
�
���
����



�������	���������
�����
����� �������
�����
������������
�����8�2�� �
��8���>�

��
-�� � ������	�� � ��� � �.�������	�� � ��	� � �8 � 

���� � �
����� � 
� � ������ � ,��6� � ����

�
������1�����"6$���6��	� 	�������� �

�
��	��	�
��
��)�8���*� ����� �
��������� 	���



������������������	���8�� �
���������,��6���
��
��������
	�������
�����������������

��
������� � � �������	 � � 
� �!��=(� ���� � �������G � � 	�� � 

�
��	��	�
� �
� �!��=(� �����

%�



��������	

����
�����
��3�8�>�	
�8�8�>�����������,��6������	
	����
�����
��%8�

������
��������	�

����
����	��
��8�)�� *�����&��
�����	
��������	��	�����	�������
���� 	���LE����
����
��


�������1
���������	����	������
��������������	���

������������������	���8�

�����

�
������
��)8��>��
�������
����	����������=�4�5��8�2�>��
�����
��
�������2��>�β$

>9�����������
�������"6$���6��������	�������=���
���������������	�
���������)8��>�

�
�������
����	� � ��=�%�8�� �8�2 �>��
�����
��
����� � �� ��> �β$>9��������1���	�
�

�
	���	��
��	������
�������"6$���6�������	���	���������	���@����������	�
��������������

���
����� � ����� � )�)���� ���� �

�
��	��	�
� � 
� � �������� � ��� � ���
���� ���"6$���6�����

��	���	�����
��	�������������	�
��
�	�
��������	���	�)58�������������
��������
������

��������
����
	��������
��������	� ��

��	������	������	������"
����
���9E���
	�����

�&���	�
�������������
�������	����������������	�28��>��
�	�	�����������=�2�%��

�	�������

���>�9/�6��������>�/���������	�
���9E���
	��������������	
�
������)�µ��
������
��

��
	���������
���������
	��������$���6������������	�����
���	�����
���������"6$���6��

�	������
�����	���������	����9E���
	�������������	����
��
��	
������
��	���������������

������������	
���>
�
#��6��������@�
�
���
����

�������	���������
�����
����� ��

�����
������.�������	�����	��28��>��
�	�	�����������=�+�2����������$���6����� ����	���

��	�����2�

������
��������������������	�
��:�(����
��8�8�	
�8�3�>����28��>��
�	�	��

���������=�+�2����	������	�

�
��	��	�
��
���%8��>����
	��������	�������
��
����������	�


��	������$���6������
��
-������#/#$�6!9� �������
	����

�
��	��	�
��
�����$���6�

��� ���	���	�� �� ��
�� 	�� �����������	 �
� �
�	�
�� ������	� � �	 �)58 ���� ��� ������
�����

���
������

%)



��������	

������ ��������
!��
	��	"��������	�#
���������

)�)�+���(����
	���1�	�
��
�����$���6

)�)�+�����@�

����
���
����
	���1�	�
��
�����$���6��The enzymatic activity of the per-

PehA was e�	���	���������	���@����������	�
���)3�����������������
������������)�)�����

����
�	������=�����	������	������������������	�����������	����=���	������)�8$5�8�����

���	���	������	������������	������2�����48�?(���
���	���	���=��	�����	����������������

��
���	��������������
����������	��=���������	�% �?(��
��)%��
������
��������	�������

�	�����	�����
	�������������������
���	����	���������	�	������	���������
�	�	����������=�

+�2���
��)��
�������������������
	���	��������	�
	����


������	
�	���@����������	�
��

&��
����� 	
���	������� 	���>�
������$>��	���������	��� �
� � 	������$���6�� 	����������

�����	������

���
��������������������
��	�����	���	�
��
��	����������
��	������������

����
�����������������+8�� �@����������
	����������������� ����������	�+4 �?(������	
	���

���
	�
���
�����
��8�)�� �
��)8��>��
������
�	�	���=�+�2���������!6��������	��	���	�



�
��	��	�
�� � ������� � ��
��8�8� � 	
 � +�8 ���*� � �6	 � ��������	 � ��
���	�
� � 	���� � 	���

���
	�
�������	
��������	�������	�
��
��8�%�� �
����"�6��+�5�>��
�����
���
��	���)88�

�>����
���� �) ��> �
����
 � ������	�� � ��� �8�% �� �
� ���" �@ � �2�4 ��>���

���
����

����

��
����������	�����#������������-��	��
���)�����	����	��88 �?(�����	����	�����

���
����
���	�%28������������������/�	������	�
��
������
��������������
�����������

�������
��
������
�	���������	�����

�������	������. 9�1���	�
��
	���	�����������������

���	�����
�	�������"��������������	����������������
�	����
�����
�!���+����'�����1���	�
�

���	����������������	�����
��	�
����1����	��	�
�	���1���	�����������
��
�����
�
�
���


������
�����������������������	���

)�)�+���) �@�
�����
�� �
����
	���1�	�
��
� ����$���6�� �����
��
���� ����� �
� � 	�� ����$

���6����������1���������
	�
��������������
	�
��	����9#&$>#������������6�&��289B�

���
	�
��	����6�������@�
���	���������

���������	��	����
��
����������
���	$���6�

6����	�
�� � ��1�$�"
����
� � 
��
��	
������ ���� � ����
���� � 
� � � � #������" �!42 �=,�

�8*+8���.�������	�����	��28��>��
������
�	�	���=�+�2���28��>��
�����
��
����������



�������� ������
���� �
������	�� ������ �� ���
�� ��
��
���� ������	 ���� � ���	��	�
� �-�	�

�6��������������
���� ���
	��������������28��>��
������
�	�	���=�+�2���28��>�

%+



��������	

�
�����
��
��������� �
�����
�	
� 	�� �

������	 �� �

�
��	��	�
��
� �8�� ���*� �����

���	����	�����
����	��
��8�2�� *����

/�����
� ���	�#
�		�������/ #������������	�����������
�������	����2�3���*� ����$

���6��
��	�
��������	��������	���

�	�������)48�µ>�����

��
��
��
������
�����	
�-����

	����=��
���
���	��

��	������	����
����/�����
�>#*B����	�����	����
	�����#
��	�
�����

#�������������	�����	��
������8�8) �µ��6�
���
����������������	���:��
0��	���-�	�

�D��		���
��
�
����	
����
������	����	�
�����������
���	�	������	��������
	���������)�

µ �.���	1 ���
�
(LE9��9��D��		 ���
��
�
���� �/�	� �

���
	�
� �������

��
��	�
��

���������
�����������	���/A:6>&(#�3�)�82��
�	��������
	�����#
��	�
������

(��
�������
��
�����(/���	���������������
�����
����M��

�M$5�8����
	�
�
������	���

�M��

��M�������(/����
	����������

�������
��)28����	
��78�����������8������	�$

����	��.���	1�
���		���	�����
	����

�
��	��	�
��
��2 �µ>��N�8�)���*� ���#����������

����
�����������	��������	�� �

�	�������)48�µ>�����

��
��
��
������
�����	
�-����	���

�=��
���
� �#��
	�� ����� ��������� ���	� � � � �
������ � ����� �
� � �8 ���*���� � ��		��� � ��

�������	��
� �� �����0��� ��
�������� �����������
� � 	��������� �������
	�����
��	�
����

�����
	�������@���������
	�����������	��
	�����
��	�����
	�������
	�������������	������

�"������� ��� ������ ������� ��
��� ������	�
�	� � �Θ�>,D �J �Θ*�
K�K:�� ������ � �Θ� � �� � 	���


�������������	�
�	�F�
�����	�����
	����

�
��	��	�
�F�������	���
�	�
�����	������	�F�:������

	����������
�������������6��������
��	���(/���	���
����

�������	��
	������	������	�
��

����
�������
�	�����������
��	�����+)$+%��	��	���������������
�������	�/�
��
�����������

����G��		�G**����
���	���-��
��-*
�������+2����

)�)�+�)�������������
����
	���1�	�
��
�����$���6

������1���	�
��
	���	��
��	������$���6�������	���	���������	���@����������	�
������

���
���������>�	�����������>�	�
��������)�)���� ������
��
����������
�����$���6�����

��	���	������ ���������
	�
��	����>�������
	�
��	�����	�����
	�
�������
��1�	�
������

	���$
�$�����	 � �����1�� � �9#&$�'0� ���� � ����
���� � 
� � � � ���
�
�'0 � 0

�� � ���	���

�@��-�� � /��	
��
��� � �.������ � ��	� � � � ��	�
��� � ������	
� � :) (>#��(������� � ����

�����������������	��������	�������	������"	����
����	���
�*��	��*�
���
��
����%7*%7*)��

��������
	�����	��������������������	�����������
	�
��	������������
	�
����
����	������

%%



��������	

�58�� *�F�	���
����������
�	��������%288�E�����	����������	��
����	�����288E���
��	����

�
���F�	�������	������	��������)88?(��	�������������
������%� *��������	���������1���

�������������8�%�����

(��
�������
��
�����	���������������
�����������
���������>�	�����������>�	�
��������

)�)�+���)�� �(/����
	����������

����������� ���8�)������	�$����	��.���	1�
���		���	�

��
	����

�
��	��	�
��
��2�µ>��N�8�)���*� ���������������
��	�
��
��(/����
	�������

����
�����������	���#��
	���>��������
�	������M��

��

%2



��������	

����$������

������Isolation, purification and characterization of PehA from B. cepacia culture

���������

�����
������
	��
���� ��
	���	� � �� � 	�� ��� ��������� 
��	��� � �������	��	 � 

��� �
��� ����

��	�
	��������	�����
	������������
������	���������
��
���!6��	����������	����	��	�

	�������	��	�������������
���
����������
����	�����1������
��
	�
�����������
�����
���=�

���������=�+�2������
��
�����
��	�����

�������������
�	�
��
��	������6��6	�	�����
���
��=�

	�����1�������������	
���	���
	���	���
	��	���
�	�
���"
�����������	�������
��
��
�

��	���
	�
��
��
��	
��������������������1�����������	������������
�����
��
���������

������
�����������	���������	���	��48��>��
�����
��
���������8�5�>����
�����

������	��

�
��	��	�
��� � �����
	���������	���
	 ���
���� ���
	����������
�	�
���	��������

�������1�� � �� ������ �)��� � ���������� �
� ��	$���6���
	��� � ��
��	�� � ��
�� 	�� �
��	����

�������	��	�����8�)���* �

�����
��
����������	�
��	��������������1����������	�����������#/#$�6!9�������1��

�"
����
��
��
��	
������������#/#$�6!9���
������������������������

�����
������

	
������	���	����
��
����������
��%4�-/���0������)��6��������
��
����������
��	����	$

���6 � ��	���	�� � �� � ��� � ���	��	�
� � 
��
��	
������ ���� � ����
"���	��� � %8 � -/�� � 	����

������	����	��	�	�����1��������
�
����
�����
��	�
��������&�
��	�������������	$���6�

������	������������� ���	��� �

���	�
�� ������
���� 	
 ��������
"���	����4�5� �0������

)��@����

D��� � �����
	�� � 	
 � :$	������� � ����
 � �
�� � ��.���
� � ��	������	�
� � �� � 9�����

�������	�
�� � 	�� � �	$���6 � ��
��� � 	�� � �
��
���� � ��.���
�G � 6�(��;D###� � �����

���
���	�
� � ������	�� � 	��	 � 	�� � ��1��� � ��� � ��

��� � �� � 	�� � ����	�
 � ��	�������	�

�������� ������ �66@%375%� ���.���
������������
���� � ���
�	�� ��� �!
�1���� ��� ������

�))�����������������	��������	���

�����
������
����������	��
��	�����
��	�����
	���������

����
��������	���	
������	��	��������
	���
���
�	������������	���#�������+�8�#������

��
�������		�G**
����	���-*�����
��*#������*�����������������	���������
����	
������)4$

����
��
���:$	���������"	����
��
��	�����	������
	������	��	����
��
�������.���
�G�

>C!C##�, E , #� 66 6E;6#6;6�

%3



��������	

0������)�%� �#/#$�6!9���� ����������	�
�� � ��
���
	��
 � �

�������%� �
� � 	�� ��	$���6������������
� ����

�������� 
��	�����������	��	�� � �����G��
��
�����������	������F� �����)��)�2 �µ��
����1���F������+G��&�
���-�������
��������F������%G�)�2�µ��
����1����

������)����#�������
��	�����
	����������
�	�
���	����
���	$���6���
��588�� �
�������������
��	���.

�

������
�	�
���	����
�
	���

��
	����

����

�
	���

�
	���	��

�L��

#��
���
�

�
	���	��

�L*���

������
�	�
��

��
	
�

A�����

�<�
��

�
	���	��

#������	��	 �4�38� 3+�5 +�3 � ��������88�

(
�
��	��	�
������

��������

��38 �%�% 7�8 )�2 �������))�2

#�#�����
���00 8�32 4�2 ���2 +�) ���4

#����
����=,)88 8�)) +�2 �3�8 %�% 2�2

�������#�����
���=� 8��+ )�5 )��� 2�5 %�+
��#���>�	�����������>�	�
����
����	����
��>����������	���!6����	�������	��	�

%4



��������	

�����������	�	�	����������
	�

)�+�)���=�	��
�
�
����"������
��
�����6������ ����
���� ���������������$���6���

������������������

���1���
������������
������
"���	����)88�-���))���	��	�

$���������

��	�����
��
�/:6�
� ������������ 
����������
�
�����
��	���

���������
����	�
�	�	���

����������	������������
���������(,��/���	
�	�������
��	���:

&����	��
	�
����	�����	���

�������
��	����
������������������	��
���������
��	�
���������������������
�	����	�	���

�"������
� �
� ����6� �� � 	�� �����������
 � ���
� �
� ��� ��
��� � 	�� � ������ � ��.���
� �
� � ���

���
���
�����
	�	��������@�������� ��������������	����	�	���:$	������������������	���



����
��� � ��
	
� � �9�))� � �0����� � )�)�� � 6 � ��
�� � �
������� � 
� � 	�� � 
��	��� �������



���	�
�������������"��
�	���	
��
�������
���	����"��
���	�������������
��"������
��
��

���6� �6 �.����	�	��� ���	���	�
� �
� � 	�� ���1���	�
 � �
	���	� � �� � 	�� �����������
 ��"	��
	�

��
��	�����
��
��	�������
���
����������	���������������
��������������	�����
	�	�$

����
���������	�
���)4���0������)�2��

0������)�2� �9�1���	�
��
	���	����
��	�������������	�
��"	��
	����
��	�����
����

������	 �����
�� �
������

��
���
�� @������
��������������������������	�����	�����

����)��
�����
��
���+�����
���
���
��
���

�������	���	���������	�����
	�	�$����
���������	�
���)4��

9�1���	�
��
	���	��������	�
	������	�������������
��"	��
	�
��	�������
���
��������
���
��

������� �������� ������ ����
��
� � �� � 
���
� ��
��
�� � &�	����	������ � �� � 	�� �����������
�

���
	�
�����
��	�����
��	���
��	�������
�����	����
�� @���
	��
��
�����������������

���������	�� � ��	� � ���

�� � �� � 
���
� � �
��
�� � �
������
	��
���� � �
	���	� � ��� � �
	�

��	�
	����

��������������
��"	��
	��0������)�3��������������	���������		���	
��=����
���	�	�
���

6�
�� � 	�� � ��
	���� � �
����� � �	 � �= � +�2� � � ����
� � ���� � 
� � ����
"���	��� � %2 � -/���



�����
������	
�	����"��
	����
��
����������	�
�����6����������	�������0������)�3��

���� �)�� �6�	�� � 	����=����
���	�	�
�� � 	�� ������� ���� ������		�� � 	
 �� �
�	�
�$�"
������

%5



��������	


��
��	
��������	��	����������
���	�	
�
�	����	����������
	����������
������	����������

�����
��������
��#/#$�6!9��0������)�3�������2���

��������
���
���=�������������	���	
����
��	�
������	�����
	����������
�	�
����
	


���
��

�
	��	�������$	��������	�����

������	���1����������������
��	������$���6�������
�	�

��8���* �
��
��	���������
"���	���������	������
���	����	���������
��	�����
	�������������

��
�������������
��	�����

0������)�3������������
�	�
��
�����$���6��
��	
�������#/#$�6!9�� �����G�����������
��"	��
	F������)G�

�
���������
	�
����	����=����
���	�	�
�F������+G����
���������
	�
����	����=����
���	�	�
�F������%G��
��
�����

������	������F������2G�������������$���6�

����������
��
����"�
��	�������������� �� � 	�������������.���
��
� ����6��������� � 	
�

���
	����1� � 	��	 � 	��������	 ��� � ���
���� � �� � 	��� �
���	�
� �
� ����������� ��
���� �����




�����
��
��������������
�������������	���	���

��������	����
��	�
��
��	�����
	����

���� � � 
� � � ����	���	��� � �
�������� � ����� � ��� � ����� � ����
��� � ��� � �
�$����
����



���	�
��� � &� � ����
��� � 

���	�
� � � � ���� � ����	 ���� � 
�������� � 	��� � ����
�	��� � 	���

������
��
��������������
�������	����
	�����
���
��	�����1�����0������)�4��

%7



��������	

0������)�4��#/#$�6!9�
�����$���6����� ����������
���������
�$����
����

���	�
���� �����������+G�

�
��
�����������	������F������)G�����
����

���	�
��F������%G��
�$����
����

���	�
���

��� � �& � 
� � 	�� � ���$���6 ���� � ��	������� � ����� � ��	��� � 

���	�
�� � ��� � �
��� � 	
 � ���

����
"���	����5�8����	���
	���
����������������	���	��	�����������	���������
��	����	$

���6��&��
�����	
������	���	��	���
��������
���	����
��	�����1�������	�	��	�
��
���������

����
������0������)�5���������
	�����
����
	��
����
�
���	���&90������2�8$5�8�����	��

�����
	�	
�	����
�������
��	�
�������
�	����	��	��	��
.����������	�
������
�����	��=��������

�
����	����2�8�
���������	��	�5�8�������������
�������"������	�����������
����	�����	���

�"�������	���� ���	�������� ��
���
	��
 ��
��	 ����� �5�8 ����� 	�������� ������
	������ 	���


��������
	�������������������"�����
�*	

��*��
	�������	�����	��	����������2�8�

0������)�5������	�	��	�
��
�����
��	������$���6�

28



��������	

)�+�)�)�=�	��
�
�
����"������
��
�����6������ ����
���� �
�	
�������

)�+�)�)���� � #������
��������������
����
	�����
������	���� ��
�

��	��
	����������������	
�

�
������	���
�	
������
��"������
��
�����6��6������	��		���	��	���������������	�
�	�	���

��
��������������	��������
�
�������	����������
	
��������
��	�������������
��"������
���

�9�))�����	�����������	����	��
	�
����1��������
�
�������������
��	���:��&����	��
	�
��

��1�������
����	����������	�
��
��	������������������	�����

�	�	�	������������	����	���

���	�����
�
�������	��
��	������������9�))���0������)�)@�����������
	����������������


�
�����
��	���
�	
������
��"������
���	������������9�>)8��+3����������
	
����
������

��	��
���
"���6��	�"6���������
��
���������3K=���	���������	
��


��	
����������9E��

��
	�����
����������	��������:$	������������
�����	�����0������)�+����

����������
��
��������������
����������$���6��������	
�
�
�
������������	��
�	��	�����	
�

�
������	����"������
��
�� 	�����1��������	���
	�����
����������
����

��	��
	�������



��	��
	�)��������	�
��
������	�� �����
��� '������@��/9+� ��
�	��	������&��	�����	�����

��	�	�
�� � �� � 	��
���
"�� � ��� � ���	����
"�� � ��	����� � ��	������ ���	� � 	�� � 
�	
������
�

����
	�
����	������	������
���	�	����	����
���	�
��
��������������
���������
	������+4��

+5�� ���� � ��1���	�
 � �
	���	� � 
� � 	�� � �
����� � ���
	�
�� � ������� � ��
� � 	�� � �
�	 � 
�����

	�����
�������	��

��	��
	�������

��	��
	�)�������	���	��������.����	�	���������������

	�����
	�	�$����
���������	�
�������������	�
	�������
���������
	�
���
���
	��
��������	���

���	���
	���
����������"������
��������
��	�����

������	���
	������
��
�����	�
�	�����

��	��:$	������������
�����	�������������1������#/#$�6!9��0������)�7�� �(
�
�������

	�� � �"������
� � 
� � �	$���6 � ��	�
�	 � 	���� � � � 	��� � ���� �
� � ����
"���	��� � %2 � -/���



�����
������	
�	����"��
	����
��
����������	�
�����6 ��0������)�76�������)�������


����������� 	����
������ ���
	�
��
� � 	��� ����
���
��� � ����	�� � � &��	���� �

�
�������	���

�"������
� �
� � 	�� � ����
� ���
	���� �� ������
� �25 �-/�� �

�����
����� � 	
 � 	�� ��"��
	���

�
��
���� ������	 �
� ���"6$���6�������
����������� �� � 	��� ���
������ ���
	�
��
� � 	���

����
���
��������	����0������)�7@�������%�������#/#$�6!9����������������������
�	��	���

��������
��	�
������
����
	��������������	����	����
���������
	�
��
��	�������
���
����

����	���0������)�7@�������)���

2�



��������	

0������)�7��#/#$�6!9����������
�����6���
��
����������
���'������@��/9+�������
������

��	��
	����6��

����

��	��
	�)��@����6�� �����G��
��
�����������	������F������)G��
���������
	�
��
��
��������	�������
���

��	��8�2��>�&��!F������+G��
���������
	�
��
��
��������	����
	�����
��F������%G����
���������
	�
��
��
����

����	�������
�����	��8�2��>�&��!F������2G� ����
���������
	�
��
��
��������	����
	�����
�����@�� � �����G�

�
��
�����������	������F� �����)G ��
���������
	�
��
��
���� ����	��� ����
�����	��8�2��>�&��!F������+G�

�
���������
	�
��
��
��������	����
	�����
��F������%G����
���������
	�
��
��
��������	�������
�����	��8�2��>�

&��!F������2G�����
���������
	�
��
��
��������	����
	�����
���

)�+�)�)�)� ������
�����"������
���������
������
����"6$���6�����
����
	�������������
���

'������@ � �/9+� ��
�	 � �	���� �
���� � 

�	������ � 	�� ��9�>)8$����$����� ������� ������

��
����	 � �������
���� � �� �
���� � 	
 ���
��
��� ��������
��	 ���
��	 �
� � ����
����
	�������

���
�������������	��������&@�������	���	���������
���������>�	�����������>�	�
��������

)�)�)�)�)���6����
������#/#$�6!9�����������	�������	��
����"6$���6����	�����
��	���

&@������
��58<��0������)��8���������
	����

�	��	�
��	����
������1���&@������������
��

��8� �
��
��	���������
����	
����
������
"���	����58����

2)



��������	

0������)��8��#/#$�6!9����������
��	������������&@��� �����G��
��
�����������	������F������)G�&@����	���



�
��	��	�
��
����5���*� 

6��.�
	�� 
� ��������� ���� � �
������1�� � &@� ����� �������� � 	
 � � ���	�� � 
����	��� �������	��



����������
�$

��������
��������

����

����	���������������������	���
��3�8�	
�8�8�>�

!��=(�����%8�

������
���������
���������	����	�
����
	


��������	��	������
�������

	������	�
����	�����	���������
������
�������1
���

�
��	��	�
�����	���
	���
��������	���

���	�
���������������=���
���&��	����
���������
�
���	����=�
��	������	�
�������������

4�5��������
��	����=�������������
����1���	�
��
	���	��
�����$���6�
��������	�
	�������

���
�	������
�� ��������
�������
	�������	����	��=�4�5����������		���	
�����"	�������

���������������	��
�	�	�����������=�+�2����	�	�����1���	�
��
	���	�������
	���

�������

������	�����

�������
�
������
�
��������������
���=���
����	�����������=�%�8�����

���	�
� �������� ���� ����- � ���
	�
�� ����� � 

���
	�� � ��� � �����
	�� � 	
 � 	�� �#/#$�6!9�

����������	��	����������	���������
��
���������������
��25�C/���0������)������

2+



��������	

0������)������#/#$�6!9����������
��	������
	�
������	������	���������	��
��
��	
������
��	���
����"6$

���6�� �����G���
�	��
���F������)G��
��
�����������	������F������+��%��2G����	������
	�
���

������1���	�
��
	���	��
�� 	�������
����
	����

���������	�
	���
�������� �.����	�	����

��������������	�����
	�	�$����
���������	�
�������������
��	������
����������
��
���	���

������
��	����
��	������
��	�����"6$���6����	�������
	�����
������	�������
	�	
�	������


�����
	������
����	
�	���������	��

��������������
����	
����
������
"���	����)8<��

�������
�������"6$���6�������
���	�����	���9E���
	����� � ���
����� 	
����
���	���

����
�����	�����6����
������	�����
	
�������0������)�+@���	����9�>)8���
	
��

�	�����

���9E�
����������	���

�	�����	�����	������	������	�������	�����.���
��

������
��	���

��

������	���
	������������
	�
����������
������	��=�2�%����������	���
�	������=�
��

�9E���
	��������5�8��6��
���=������������
�
����	
����������	�����1���	�
��
	���	��
��

	������$���6��6����

���.���
�� � 	�������
���
��
�� 	����9E�
������������������
���

:����	������������������
��	�
����"6$���6�����
�����������	������$���6�

�������

��
��	�����
��	�����
��������
�������	���
	����

��
���	�����������
�	�
���"
������


��
��	
��������0������)��)�������������
��	���
�������������"��������������
��	����
��

	�� ����
� � 
������ ������������� � ���$���6���	� � �����
	 � 	
 � 	�� ����
� � ����
� ���
	����

�����		���	
��9E���
	�
���������������
����	
����
�������
"���	����)�<��

2%



��������	

Figure 2.12. SDS-PAGE analysis of the cleavage of TrxA-PehA, after incubation with the TEV protease.
Lane 1: TEV cleavage mixture, after 24 hours of incubation at room temeprature; lane 2: the purified ref-
PehA, after the cation exchange chromatography; lane 3: molecular mass standard.
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4.2.2 Results
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4.3.2 Results
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