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Resumo

As expansinas sdo proteinas encontradas em diferentes organismos e especialmente
em plantas. Elas estdo envolvidas em varios processos e atuam no rompimento das
ligacdes ndo covalentes entre as microfibrilas de celulose por um mecanismo nao
enzimatico, levando ao afrouxamento e extensdo da fibra. Elas tém sido investigadas
como um aditivo na sacarificacdo de lignocelulose e para modificagdo das propriedades
fisicas da celulose, entre outras aplicacdes (papel e celulose, ragcées, téxtil). Ainda ndo
ha expansinas de plantas comercialmente disponiveis, em parte devido a dificuldade
de producdo heterdloga dessas proteinas. Assim, é necessario viabilizar a producdo
recombinante de expansinas de plantas em microrganismos em quantidade suficiente
para aplica¢des diversas. O objetivo deste trabalho foi produzir heterologamente duas
novas expansinas de cana-de-agUcar e caracteriza-las funcionalmente. As expansinas
SacEXP4 (B-expansina) e SacEXP7 ( a-expansina) foram produzidas por Pichia pastoris
X-33 e o extrato proteico dialisado e concentrado contendo as expansinas foi aplicado
em testes de sacarificacdo de bagaco de cana pré-tratado pelo método organosolv e em
testes de extensibilidade de fibras de papel filtro. A B-expansina SacEXP4 apresentou
um efeito positivo na liberagdo de agucar redutor total na sacarificacdo de bagaco
organosolv com celulase comercial, porém esse efeito foi similar ou menor do que o
efeito de uma proteina de sacrificio tal como BSA. As expansinas recombinantes SacEXP4
e SacEXP7 tém a capacidade de romper as ligacdes de hidrogénio do substrato em pH
4,8 a30°C. Areducdo da forga ténsil da celulose do papel filtro foi mais pronunciada para
a B-expansina SacEXP4 e foi semelhante ao controle positivo (ureia 8M). As expansinas
recombinantes SacEXP4 e SacEXP7 sdo ativas e podem ser aplicadas (conforme testado)
sem a necessidade de purificacdo, para diminuir a resisténcia a tracdo de fibras de
celulose, como as que compdem o papel filtro ou outros tipos de materiais celuldsicos.
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Introducao

A cana-de-acucar (complexo Saccharum) é a principal matéria-prima utilizada
para o desenvolvimento de biorrefinarias de lighocelulose no Brasil, ndo somente
pela conhecida producdo de biocombustivel (etanol de primeira e segunda geracdo),
acucar, bioeletricidade, biomassa para racdao animal, mas também pela obtencdo de
diversos outros produtos (Conab, 2019). A disponibilidade de informacdes da sequéncia
gendmica da cana-de-agucar tem facilitado a caracterizagdo funcional de genes e de
proteinas visando a alta produtividade e qualidade desta cultura.

As expansinas sdo proteinas encontradas em diferentes organismos e especialmente
em plantas. Elas estdo envolvidas em varios processos e atuam no rompimento das
ligagdes ndo covalentes entre as microfibrilas de celulose por um mecanismo nao
enzimatico, levando ao afrouxamento e extensdo da fibra (Santiago et al., 2018). Devido
a essas caracteristicas, elas tém sido investigadas ndo somente como um aditivo na
sacarificacdo enzimatica de biomassa lignoceluldsica (o afrouxamento causado pelas
expansinas pode facilitar o acesso das celulases as microfibrilas), mas também para
modificacdo das propriedades fisicas da celulose, entre diversas outras aplicacdes na
industria quimica, de papel e celulose, de ragcdes e téxtil. No entanto, ainda ndo ha
expansinas de plantas comercialmente disponiveis, em parte devido a dificuldade de
producdo heterdloga dessas proteinas. De fato, sua extracdo na forma nativa a partir
de plantas ndo é vidvel pois estdo presentes em pequenas quantidades nos tecidos
vegetais. Assim, hd uma grande necessidade por meios e métodos que viabilizem a
producdo recombinante de expansinas de plantas em microrganismos em quantidade
suficiente para aplicacdes diversas.

O grupo de pesquisa da Embrapa Agroenergia identificou mais de 90 genes
codificadores de expansinas de diferentes familias no genoma da cultivar de cana-
-de-agucar SP80-3280 (Santiago et al., 2018). Também foram identificados dois genes
codificadores das [-expansinas SacEXP82 e SacEXP49, que apresentaram expressao
génica preferencial nos tecidos do colmo de plantas adultas (8 meses) da cultivar
RB867515 (Pereira et al., 2017). Estas duas PB-expansinas foram posteriormente
produzidas por Pichia pastoris (reclassificada como Komagataella phaffii) e caracterizadas
funcionalmente. Elas foram capazes de alterar as propriedades fisicas da celulose por
meio de diminuicdo significativa da forca ténsil de fibras de celulose tratadas com
extratos proteicos enriquecidos com essas expansinas (Peixoto, 2019).

O presente trabalho teve como objetivo dar continuidade a caracterizacdo de
expansinas de cana-de-acucar. Uma B-expansina (SacEXP4) e uma a-expansina (SacEXP7)
altamente expressas nos tecidos de folhas jovens (2 meses) da cultivar SP80-3280 foram
produzidas por P. pastoris. Em seguida, extratos proteicos enriquecidos com as novas
expansinas foram aplicados em ensaios de hidrélise enzimatica de bagaco de cana pré-
-tratado por método organosolv em condic¢des laboratoriais. Também s3o apresentados
resultados sobre a alteracdo das propriedades fisicas de papel filtro tratado com as
novas expansinas recombinantes.
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Material e Métodos

Sintese de genes, selecao de transformantes e cultivo em
biorreator

Duas expansinas altamente expressas nos tecidos de folhas jovens da cultivar
SP80-3280 (B-expansina SacEXP4 e a-expansina SacEXP7) (Santiago et al., 2018)
foram escolhidas para producdo heterdloga e caracterizacdo funcional. As sequéncias
codificadoras foram selecionadas na base de dados do GenBank (acessos MG204192.1
e MG204152.1) e o DNA complementar (cDNA) foi sintetizado quimicamente de
acordo com a seguinte estratégia: vetor de expressdao pPICZB, peptideo sinal nativo,
cDNA sintético (sequéncia nativa), cddon de parada nativo. Essa construcdo permite
gue a proteina madura secretada pela levedura recombinante ndo contenha em sua
regido C-terminal o peptideo composto pelo epitopo myc e pela cauda de afinidade por
histidina (cauda de poli histidina). Os plasmideos recombinantes foram transformados
em células de Escherichia coli DH10B. Posteriormente foram purificados, linearizados
com a endonuclease Pmel e transformados em células de P. pastoris X-33 (reclassificada
como Komagataella phaffii) de acordo com o procedimento padrdo descrito em
EasySelect ™ Pichia Expression Kit (Invitrogen).

Os transformantes validados por PCR (com primers 5°’A0X e 3"AOX) foram cultivados
em condicBes indutoras da expressdo génica (metanol), com o objetivo de avaliar a
secrecdo das proteinas. Apds a triagem de dezenas de transformantes por SDS-PAGE
foram selecionadas duas linhagens que produziram as expansinas recombinantes: P.
pastoris_pPICZB_SacEXP4 T1 e P. pastoris_pPICZB_SacEXP7 T2.

O cultivo das linhagens selecionadas e da linhagem controle (P. pastoris X-33
transformada com o vetor vazio pPICZB) foi realizado em biorreatores LabFors 5 (INFORS)
com 3,6 L de capacidade, contendo 1,5 L de meio mineral de sais. As condicdes de
cultivo foram as seguintes: pH 5,5, 30°C, agitacado inicial em 800 rpm e, apds obtencao
de biomassa, agitacdo em cascata entre 600 e 1.200 rpm, fluxo de ar controlado em
1 vvm (litros de ar/minuto/ litro de meio) e concentragdo de pO, fixada em 25%. Para
obtenc¢do de biomassa, foram adicionados 40 g/L de glicerol. Em seguida, os cultivos
foram suplementados em duas etapas: apds finalizacdo do glicerol inicial, iniciou-se
a fase de transi¢do, adicionando-se glicerol e metanol na concentragdo de 1 g/L, em
seguida 2 g/L, e por ultimo somente metanol (5 g/L). Essa fase de transi¢cdo durou em
média 5 horas. Em seguida, foi iniciada a fase de inducdo por metanol, sendo adicionados
pulsos de metanol (entre 10 e 20 g/L).

Os sobrenadantes contendo as expansinas recombinantes (bem como o
sobrenadante da linhagem controle) foram concentrados [entre 10 e 20 vezes] e
dialisados em dgua (5 vezes) em concentrador Amicon (Millipore) com membrana de
polietersulfona de 5 kDa. As amostras foram analisadas por SDS-PAGE e a proteina total
foi quantificada utilizando kit comercial do 4cido bicinconinico (BCA), com albumina
de soro bovino (BSA) como padrdo de proteina. Os extratos proteicos enriquecidos
nas expansinas SacEXP4 e SaceEXP7 foram utilizados em diferentes testes.

217

A
©
=

2
0

v

€=
o
S

o




VI Encontro de Pesquisa e Inovagdo da Embrapa Agroenergia: Anais

Confirmacao da identidade das expansinas recombinantes por
andlise protedomica (espectrometria de massas)

Além da analise eletroforética (SDS-PAGE), também foi realizada a analise protedmica
(de bandas de gel recortadas) para confirmacdo da identidade das expansinas
recombinantes. No caso, as bandas foram recortadas a partir de gel de poliacrilamida
desnaturante corado com Comassie. Essa andlise foi realizada por empresa prestadora
de servico na area de protedmica (GENONE). Os dados foram analisados com auxilio
do software Proteome Discoverer v2.1 (Thermo Fisher Scientific) usando como base de
dados todas as entradas associadas a Saccharum existentes na base de dados UniProt.

Efeito das expansinas recombinantes de cana-de-agucar
SacEXP4 e SacEXP7 na sacarificacao de substrato celuldsico

Os extratos proteicos enriquecidos contendo as expansinas recombinantes SacEXP4
e SacEXP7 foram avaliados na hidrdlise do bagaco de cana pré-tratado pelo método
organosolv, conforme metodologia desenvolvida na Embrapa Agroenergia. A proteina
BSA foi incluida como controle para corrigir efeitos inespecificos sobre a atividade
da celulase. O extrato proteico da cepa controle também foi incluido na analise. Na
avaliacdo da hidrélise do bagaco de cana pré-tratado, os experimentos foram realizados
com 5 mg/mL de biomassa incubada a 900 rpm e 30°C. No ensaio de pré-tratamento,
a biomassa foi incubada com extrato proteico concentrado ou BSA (10 mg/g) por 24 h.
Apos a incubacdo, a celulase comercial Cellulast (0,48 FPU/g) foi adicionada e a reacgdo
foi mantida na mesma temperatura por 24 h. Nos ensaios de sinergismo, adicionou-
-se extrato proteico concentrado ou BSA em combinagdao com a celulase comercial e
incubou-se durante 24 h.

Determinacao da for¢a ténsil e deformacgao de papel de filtro
tratado com as expansinas recombinantes

Ainfluéncia das expansinas recombinantes na tensdo maxima e deformacao de papel
filtro apds incubacdo foi avaliada utilizando a Maquina Universal de Ensaios AROTEC
WDW-20E. Tiras de papel filtro Whatman n2 3 foram cortadas (2 cm x 7 cm) e incubadas
a 30°C por 1 h em tampao acetato de sédio 50 mmol/L (pH 4,8) contendo 1,2 mg/mL de
cada extrato enriquecido. A forga ténsil de tiras de papel filtro Whatman n23 incubadas
em tampdo acetato de sédio com 1,2 mg/mL de BSA e tampdo acetato de sédio com
Uréia 8 mol/L também foi avaliada, como controles negativo e positivo, respectivamente.
Ap0ds o periodo de incubacgado, as tiras de papel foram retiradas do meio tamponado e
diretamente fixadas as garras da Maquina Universal de Ensaios. Todas as medidas de
tensdo foram realizadas utilizando uma célula de carga de 50 kgf, distancia entre garras
de 40 mm e velocidade de deslocamento das garras de 0,5 mm/min. Ao menos 5 corpos
de prova foram utilizados para cada condi¢do e os desvios padrdo foram calculados. Para
a comparagdo das médias foi utilizado o teste de Tukey com nivel de confianga de 95%.
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Resultados e Discussao

Producao heterdloga das expansinas SacEXP4 e SacEXP7 por P.
pastoris X-33

As sequéncias de cDNA das expansinas de cana-de-acucar SacEXP4 e SacEXP7 foram
clonadas no vetor de expressdo pPICZB (com peptideo sinal nativo; sem uma cauda de
afinidade na regido C-terminal). Transformantes de P. pastoris X-33 resistentes a zeocina
foram recuperados e confirmados por andlise de PCR (Figura 1).

M 12 34 5 6 78 9101112 13

10,000
3,000
1,500

500

Figura 1. Eletroforese em gel de agarose 1% mostrando o resultado da amplificagdo por PCR de col6nia das expansinas
de cana-de-agucar SacExp4 (linhas 1 a 6 mostram diferentes transformantes avaliados) e SacEXP7 (linhas 7 a 12
mostram diferentes transformantes avaliados). Linha 13: PCR de col6nia da linhagem controle transformada com o
vetor vazio pPICZB. M - 1 Kb Ladder Plus (Sinapse Inc.).

Como esperado, foram visualizados dois fragmentos: um corresponde ao promotor
AOX1 (2.200 pb) e o outro corresponde ao tamanho das sequéncias alvo (SacEXP4 - 837
pb; SacEXP7 - 804 pb), acrescidas de 323 pb (provenientes do vetor), resultando em
fragmentos de aproximadamente 1.200 pb (marcados na Figura 1). Os transformantes
confirmados por PCR foram cultivados em meio contendo metanol e o perfil de proteinas
secretadas foi avaliado por SDS-PAGE (Figura 2).

Conforme observado na Figura 2, as duas expansinas provavelmente migraram no
gel como bandas de massa superior (entre 55 e 100 kDa) a prevista para a proteina
secretada (aproximadamente 28,38 kDa para SacEXP4 e 26,45 kDA para SacEXP7,
calculadas com a ferramenta Compute pl/Mw ExPASy). Essas diferencas podem ser
devidas a modificacBes pds-traducionais realizadas por P. pastoris X-33. De fato, algumas
expansinas e expansinas-like expressas em P. pastoris migram no gel com massas
superiores as previstas ou mesmo como multiplas bandas de massas distintas, inclusive
algumas expansinas da prdpria cana-de-acucar (Peixoto, 2019).
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Para confirmar a identidade das expansinas recombinantes, foi feita a analise
prote6mica das provdveis bandas (para esta analise foram escolhidas as bandas entre
55 e 70 kDa) correspondentes as expansinas SacEXP4 e SacEXP7 recortadas do gel de
poliacrilamida desnaturante corado com Comassie (Figura 3).

Figura 2. Andlise em gel de poliacrilamida desnaturante 12%, corado com nitrato de prata, do sobrenadante do
cultivo (72 h) de transformantes produtores das expansinas SacEXP4 (A) e SacEXP7 (B). M - Marcador PageRuler™
Plus Prestained Protein Ladder, 10 to 180 kDa — Thermo Scientific. (A) M - marcador; linhas 1 e 2 - o sobrenadante
do cultivo de transformantes produtores da SacEXP4; linha 3 — sobrenadante da linhagem controle (contendo vetor
pPICZB vazio). (B) M — marcador; linhas 1 e 2 - sobrenadante do cultivo de transformantes produtores da SacEXP7;

linha 3 — sobrenadante da linhagem controle (vetor pPICZB vazio).
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Figura 3. Andlise de SDS-PAGE (gel de poliacrilamida desnaturante corado com Comassie) realizada para recorte das
bandas que foram analisadas por técnicas de protedmica para confirmac¢do da identidade das expansinas SacEXP4
e SacEXP7. Em cada pogo foram aplicados 64 g de proteina, em 3 pogos separados cada proteina. O cultivo que
originou o sobrenadante avaliado é o mesmo obtido a partir do cultivo em biorreatores. M - Marcador PageRuler™

Plus Prestained Protein Ladder, Thermo Scientific.

Os resultados da andlise proted6mica da provavel banda correspondente a SacEXP4
(massa entre 55 e 70 kDa) revelaram alta identidade de peptideos com uma expansina
denominada “Expansin 36” pertencente a “Saccharum hybrid cultivar”. Enquanto que
a analise da provavel banda referente a SacEXP7 mostrou identidade com a “Expansin
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82” de Saccharum (accession number AOA2HA4YIR5). Esses dados confirmam que os
transformantes selecionados (P. pastoris_pPICZB_SacEXP4 T1 e P. pastoris_pPICZB _
SacEXP7 T2) secretam as expansinas recombinantes.

Efeito das expansinas recombinantes na sacarificacao de bagaco
de cana

Os extratos proteicos concentrados e dialisados contendo as expansinas
recombinantes SacEXP4 e SacEXP7 foram avaliados na hidrélise do bagaco de cana-de-
-agUcar pré-tratado pelo método organosolv (Figura 4). Os resultados mostraram que a
adicao dos extratos contendo as expansinas recombinantes nao resultou em aumento
significativo de agucares redutores no final da hidrdlise no ensaio de sinergismo (Figura
4), em comparagao com os controles, nas condi¢Ges utilizadas (baixa carga enzimatica:
0,48 FPU/g de bagaco). No entanto, no ensaio denominado pré-tratamento, observou-
-se que a adi¢cdo da expansina recombinante SacEXP4 na hidrdlise resultou em aumento
significativo de acucar redutor total (teste de comparacdo de médias, a=0,05) em
comparag¢do com pelo menos dois dos trés controles experimentais utilizados (Figura 4).

A extensdo da melhoria na hidrdlise da biomassa lignocelulésica com a adicdo de
proteinas acessdrias como as expansinas ou outras proteinas é altamente dependente
do tipo de substrato e pré-tratamento, do teor de sdélidos, bem como da fonte e da
quantidade de celulase utilizada. De maneira geral, os dados obtidos mostraram que,
em uma das condi¢Ges de hidrodlise utilizadas (ensaio de pré-tratamento), a expansina
SacEXP4 apresentou um efeito positivo na liberacdo de acucar redutor total na
sacarificacdo enzimatica de bagaco de cana organosolv, porém esse efeito foi similar
ou menor do que o efeito de uma proteina de sacrificio tal como BSA (Figura 4). Assim
como observado no presente trabalho, alguns estudos relataram uma auséncia de
interacdo sinérgica entre celulases e expansina/expansina-like, ou que o sinergismo ndo
foi significativamente maior do que o observado quando uma proteina controle como
BSA é usada na hidrolise (Liu et al., 2015).
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Figura 4. Efeito de expansinas recombinantes de cana-de-aglcar (B-expansina SacEXP4 e a-expansina SacEXP7)
na sacarificacdo de bagaco de cana-de-agucar pré-tratado por método organosoly, utilizando dois tipos de ensaio,
denominados “pré-tratamento” e “sinergismo”. Os testes foram realizados em triplicata utilizando extratos proteicos
enriquecidos com as respectivas proteinas; e as barras de erro indicam as médias + desvio padrdo (teste de
comparagdo de médias, com a=0,05).
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Portanto, outras condi¢cdes devem ser avaliadas, a fim de investigar o potencial
sinérgico das expansinas recombinantes obtidas no processo de sacarificacdo. No
presente trabalho, outras aplica¢des foram testadas para indicar o melhor uso das
expansinas recombinantes da cana-de-acgucar, por exemplo, foi avaliada a capacidade
dessas proteinas de causar mudancas nas propriedades fisicas das fibras de celulose.

Determinacao da forg¢a ténsil e deformacgao de papel filtro
tratado com as expansinas

A avaliacdo da resisténcia a tracdao de papel filtro incubado com extrato proteico
contendo SacEXP4 e SacEXP7 foi realizada para verificar se estas expansinas possuem
um efeito de “afrouxamento” do substrato celulésico devido a ruptura de pontes de
hidrogénio. A Figura 5 apresenta uma comparac¢ado da resisténcia a tragdo do substrato
celuldsico (Whatman Filter Paper n? 3) tratado com BSA (controle negativo), SacEXP4,
SacEXP7 e ureia 8M (controle positivo) em pH 4,8, 30°C por 1 h.

A aplicacdo da B-expansina SacEXP4 resultou em amostras de papel filtro com uma
reducdo de aproximadamente 42% nos valores de tensdo mdxima, em comparagao
com o controle negativo (Figura 5). Esse resultado mostra que o efeito de SacEXP4 é
pronunciado e similar ao obtido por Artzi et al. (2016) para a expansina-like Cc/EXL1 da
bactéria Clostridium clariflavum e por Peixoto (2019) para a B-expansina recombinante
SacEXP82 de cana-de-agucar. A aplicacdo da a-expansina SacEXP7 levou a uma redugao
de aproximadamente 31% na tensdao maxima quando comparada ao controle negativo.
Este efeito é comparavel ao observado por Kim et al. (2009) para a expansina-like EXLX1
de Bacillus subtilis e por Peixoto (2019) para a B-expansina recombinante SacEXP49 de
cana-de-agucar em condi¢Ges de ensaio idénticas.

Conclusao

As expansinas de cana-de-agucar SacEXP4 e SacEXP7 produzidas por P. pastoris X-33
mostraram-se funcionalmente ativas.
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Figura 5. Comparagdo da resisténcia a tragdo de um substrato celuldsico (papel de filtro Whatman No. 3) tratado
com BSA (controle negativo), SacEXP4, SacEXP7 e ureia 8M (controle positivo). Médias seguidas de letras iguais ndo

diferem estatisticamente de acordo com o teste de Tukey (nivel de confianca de 95%).
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Isso pode ser concluido devido a acentuada diminuicao da forga ténsil de fibras de
papel filtro tratada com estas proteinas. Quando adicionada 24 h antes da celulase
comercial na reagao de hidrélise, a B-expansina SacEXP4 apresentou um efeito positivo
na liberacdo de acglcar redutor total na sacarificacdo de bagaco organosolv, porém
esse efeito foi similar ou menor do que o efeito de uma proteina de sacrificio tal como
BSA, nas condi¢Bes utilizadas. As expansinas recombinantes SacEXP4 e SacEXP7 tém
potencial para serem aplicadas diretamente (sem etapas de purificacdo) para modificar
as propriedades fisicas da fibra de celulose, tal como a do papel de filtro. A producao
recombinante mostrada no presente trabalho é o ponto de partida para investigar o
potencial dessas expansinas como um bioproduto renovavel para aplicagdes nas
industrias de papel e celulose, racdo animal, produtos téxteis, entre outros usos que
dependem de mudancgas nas propriedades fisicas da fibra para obter derivados com
caracteristicas distintas.
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