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RESUMO

DE SOUZA, Camilla Pires. Biologia sintética de Yarrowia lipolytica visando a producao
de biossurfactantes e carotenoides. Rio de Janeiro, 2020. Tese (Doutorado em Bioquimica)
— Instituto de Quimica, Universidade Federal do Rio de Janeiro, Rio de Janeiro, 2020.

A versatilidade metabdlica da levedura ndo-convencional Yarrowia lipolytica incentivou o
desenvolvimento de uma vasta gama de ferramentas de biologia sintética, o que tem permitido
a constru¢do de promissoras plataformas de producdo de diferentes compostos de alto valor
agregado. A vista disso, o presente estudo objetivou desenvolver cepas engenheiradas de Y.
lipolytica visando a obten¢@o de dois produtos de interesse biotecnoldgico: o manosileritritol
lipidio (MEL) e o B-caroteno. Para a produgdo de MELs, os genes emtl, macl, mac2 e mmf1
de Ustilago maydis foram clonados em cepas auxotroficas derivadas da linhagem W29
através de duas estratégias: (I) fusionados ao peptideo autocatalitico 2A em um unico cassete
de expressdo; e (II) separados em cassetes de expressdo independentes, construidos pelo
sistema Golden Gate Assembly. As cepas recombinantes foram capazes de sintetizar MELs
em meios minimos contendo manose e eritritol como substrato. O produto gerado pelos
recombinantes provenientes da estratégia de clonagem II foi caracterizado por espectrometria
de massas como MEL-C2, devido a presenca apenas de um grupamento acetila na porgao
hidrofilica, e sua produ¢io volumétrica alcancou 0,42 gL!. A clonagem da proteina
transmembrana MMF1 ndo favoreceu a secrecdo do MEL-C2, e o uso do glicerol como fonte
de carbono ndo alterou as caracteristicas estruturais deste glicolipidio nas condicdes testadas,
a fim de torna-lo relevante comercialmente. No entanto, esse ¢ o primeiro relato na literatura
da produgdo de MELs por Y. lipolytica. Para a producdo de B-caroteno, o gene URA3 da
linhagem selvagem brasileira IMUFRJ 50682 foi nocauteado pelo método CRISPR/Cas9
através da estratégia combinatdria de clivagem dupla, com eficiéncia de excisdo de toda a
sequéncia codificante de 5 — 28%. Os mutantes auxotroficos ura3A IMUFRJ 50682
construidos foram transformados com os genes heterdlogos carB e carRP de Mucor
circinelloides, e o gene homologo GGSI. As cepas recombinantes foram capazes de sintetizar
de 18,5 a 50,1 mg.L"! de B-caroteno, com a produgdo especifica variando de 2,4 a 4,8 mg.g
cel! em meio rico e minimo, contendo glicose como fonte de carbono. O emprego da
glicerina loira em meio definido levou a sintese de 50,6 mg.L! (2,9 mg.g cel!) de
carotenoides, e a reducdo da razdo C/N permitiu que cepa recombinante carotenogénica
atingisse 54,4 mg.L! (2,7 mg.g cel!) de carotenoides totais, composto de 91% de B-caroteno.
A substituicdo dos componentes do meio por milhocina apresentou impacto positivo na
sintese de carotenoides. A produtividade e as produ¢des volumétrica e especifica maximas
alcancadas foram de 4,8 mgL'h'! 1547 mgL' e 11,6 mg.g cel!, respectivamente,
mostrando pela primeira vez o potencial da cepa brasileira IMUFRJ 50682 na bioconversao
de residuos para producao em larga escala de B-caroteno. Assim, o presente trabalho mostra a
ampla flexibilidade da espécie Y. lipolytica para servir como chassi biotecnologico em
diferentes aplicac¢des industriais.

Palavras-chave: Yarrowia lipolytica, manosileritritol lipidios, B-caroteno, CRISPR/Cas9,
Golden Gate Assembly, residuos industriais.
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ABSTRACT

DE SOUZA, Camilla Pires. Synthetic biology of Yarrowia lipolytica for the production of
biosurfactants and carotenoids. Rio de Janeiro, 2020. Thesis (Doctorate in Biochemistry) -
Institute of Chemistry, Federal University of Rio de Janeiro, Rio de Janeiro, 2020

The metabolic versatility of the non-conventional yeast Yarrowia lipolytica has encouraged
the development of a wide range of synthetic biology tools, which has allowed the
construction of promising platforms for production of high added-value compounds. In view
of this, the present study aimed to develop engineered strains of Y. /ipolytica in order to obtain
two products of biotechnological interest: mannosylerythritol lipid (MEL) and B-carotene. For
MEL production, emtl, macl, mac2 and mmfl genes from Ustilago maydis were cloned in
autotrophic strains derived from Y. lipolytica W29. Two cloning strategies were userd: (I)
genes were fused with the 2A self-cleaving peptides into a single expression cassette; and (II)
genes were separated into three independent expression cassettes by the Golden Gate
Assembly system. The recombinant strains were able to synthesize MELs in minimal media
containing mannose and erythritol as a substrate. The product generated by the recombinants
from cloning strategy Il was characterized by mass spectrometry as MEL-C2, due to the
presence of only an acetyl group in the hydrophilic portion, and its volumetric production
reached 0.42 g.L'!. The cloning of the transmembrane protein MMF1 did not favor the
secretion of MEL-C2, and the use of glycerol as a carbon source did not alter the structural
characteristics of this glycolipid under the conditions tested, in order to make it commercially
relevant. However, this is the first report in the literature on MEL production by Y. lipolytica.
For B-carotene production, the URA3 gene of the Brazilian IMUFRJ 50682 wild-type strain
was knocked out by a combinatorial dual cleavage CRISPR/Cas9-mediated strategy. The
excision efficiency of all coding sequence ranged from 5 to 28%. The ura3A IMUFRJ 50682
auxotrophic mutants were transformed with the heterologous genes carB and carRP, and the
homologous gene GGSI. The recombinant strains were able to synthesize from 18.5 to 50.1
mg.L-1 of B-carotene with specific production ranging from 2.4 to 4.8 mg.g cel”! in rich and
minimal medium containing glucose as a carbon source. The use of crude glycerol in a
defined medium led to a carotenoid production of 50.6 mg.L! (2.9 mg.g cel') and the
decrease of C/N ratio allowed the carotenogenic recombinant strain to reach 54.4 mg.L™! (2.7
mg.g cel™!) of total carotenoids, composed of 91% of B-carotene. The substitution of culture
medium for corn steep liquor had a positive effect on carotenoid production. The maximum
carotenoid productivity and volumetric and specific productions were 4.8 mg.L'.h!, 154.7
mg.L! and 11.6 mg.g cel!, respectively. It shows for the first time the potential of the
Brazilian IMUFRJ 50682 strain in the bioconversion of residues for large-scale production of
B-carotene. Thus, the present work reveals the wide flexibility of the Y. lipolytica species to
serve as a biotechnological chassis in different industrial applications.

Keywords: Yarrowia lipolytica, mannosylerythritol lipids, p-caroteno, CRISPR/Cas9,
Golden Gate Assembly, industrial waste.
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INTRODUCAO GERAL

Ao longo dos anos, os organismos vivos tém sido explorados como plataformas de

producdo para uma grande variedade de compostos de relevancia industrial (MA; ZHOU;
ZENG, 2018). Entretanto, o estabelecimento de processos biotecnologicos eficientes e
competitivos ainda sdo um grande desafio a ciéncia (YU; WU; CHEN, 2019). A crescente
demanda por inovagdes sustentaveis que desacoplem o crescimento econdmico de altos
indices de poluicao ambiental, impulsionou a expansdao do campo da biologia sintética para a

otimizagdo dos bioprocessos (HERMANN et al., 2018).

Os avangos substanciais nos ambitos da tecnologia do DNA recombinante, engenharia
metabolica, biologia de sistemas, bioinformadtica e bioquimica (NORDMANN, 2015), levou
ao surgimento de uma area denominada de biologia sintética, a qual destina-se ao design,
construcdo, reprogramagao, caracterizagdo e compreensdo de sistemas bioldgicos usando os
principios da engenharia (ZHAO, 2013). Apesar de ser considerada um campo emergente, a
biologia sintética atua sobrepondo caracteristicas de outras areas cientificas, € na maioria das
vezes, abrangendo seus objetivos e metodologias (HERMANN et al., 2018). A Convengao
das Nacdes Unidas sobre Diversidade Biologica define biologia sintética como ‘“qualquer
aplicag¢do tecnologica que utilize sistemas biologicos, organismos vivos ou seus derivados,
para construir ou modificar produtos ou processos para um uso especifico”, embora nao haja

uma definicdo amplamente aceita (CBD, 2015).

O investimento global no campo da biologia sintética atingiu quase US$ 2,7 bilhdes
em 2013 (CBD, 2015), e estimou-se um aumento no financiamento dessa area para US$ 40
bilhdes em 2020 (TRUMP et al., 2020). Em vista disso, a biologia sintética fez grandes
progressos no desenvolvimento de ferramentas para a engenharia de hospedeiros microbianos,
como a modulagdo de vias metabdlicas, a caracterizagdo e engenharia de promotores, a
construgdo de circuitos sintéticos e sistemas de clonagem modulares, e a edicdo de genoma
baseada no método de repetigdes palindromicas curtas, interespacadas e regularmente
agrupadas associadas a proteinas (CRISPR/Cas - Clustered Regularly Interspaced Short
Palindromic Repeats/CRISPR associated proteins). Tais tecnologias tem se mostrado
promissoras no direcionamento do fluxo metabdlico para a melhoria da producao de
diferentes compostos de importincia comercial (CZAJKA et al, 2017; GAMBOA-
MELENDEZ et al., 2018).
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A rentabilidade de um bioprocesso esté relacionada a elevados indices de rendimento e
produtividade que compensem os custos operacionais. Por isso, a constru¢cdo de fabricas
celulares eficazes deve ser baseada na identidade da molécula alvo e nas caracteristicas
metabolicas intrinsecas do microrganismo (GARCIA-RUIZ; HAMEDIRAD; ZHAO, 2018).
Como sistema de producdo, as leveduras sd3o hospedeiras valiosas devido as vantagens
importantes, incluindo crescimento rapido, manipulagdo genética simples, fermentagdo
facilmente escalonavel, altas densidades celulares, capacidade de realizar modificagdes poOs-
traducionais apropriadas e producao geralmente segura (BAGHBAN et al., 2019). Entre as
espécies disponiveis, a levedura ndo-convencional Yarrowia lipolytica aparece como uma das

mais atraentes (MADZAK; BECKERICH, 2013).

A expectativa em torno da levedura Y. lipolytica se deve ao seu potencial biossintético
rico e variado de notadvel interesse cientifico e industrial. Muitas estratégias vém sendo
exploradas para elevar a competitividade dos bioprocessos baseados nesta espécie, como
biologia sintética, novas tecnologias de fermentagdo e uso de matéria-prima de baixo custo
(COELHO; AMARAL; BELO, 2010). Isto ¢ evidenciado pelo elevado numero de
publicacdes e patentes sobre seus multiplos campos de atuagdo (SOUZA; SALGUEIRO;
ALBUQUERQUE, 2012; SOUZA; SCHWAN; DIAS, 2014; MIRONCZUK et al., 2015;
KILDEGAARD et al., 2017; PARK et al., 2018; LARROUDE et al., 2020).

Em razdo da natureza oleaginosa da levedura Y. lipolytica e de seus eficientes
mecanismos de assimilagdo de uma variedade de substratos alternativos, o emprego dessa
levedura como plataforma biotecnologica para a produgdo de compostos que requerem um
grande aporte de intermediarios do metabolismo de lipidios ¢ promissor (MA et al., 2020).
Vérios estudos com linhagens selvagens e/ou recombinantes de Y. [lipolytica mostram
resultados relevantes na sintese de diversos oleoquimicos de valor agregado, e alguns
produtos j4 estdo em escala piloto ou j& chegaram a comercializa¢ao (XUE et al., 2013; SUN

etal., 2017; DARVISHI et al., 2018).

A vista disso, o presente trabalho se propds a explorar ainda mais o potencial
biotecnolégico da espécie Y. lipolytica, empregando diferentes abordagens da biologia
sintética para o desenvolvimento de cepas geneticamente modificadas capazes de produzir

manosileritritol lipidios e carotenoides a partir de subprodutos industriais.
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OBJETIVO GERAL

O objetivo geral deste trabalho foi a aplicacdo da biologia sintética em Yarrowia

lipolytica para a obtengdo de diferentes produtos de interesse biotecnologico: o

biossurfactante manosileritritol lipidio e o carotenoide B-caroteno.
Assim, a tese foi estruturada em capitulos para uma melhor compreensao:

o Capitulo 1 — foi apresentado uma revisdo sobre os aspectos gerais da levedura Y.
lipolytica, incluindo as suas principais caracteristicas genéticas, fisiologicas e
metabolicas, e aplicacdes na industria biotecnologica com a valorizagdo de residuos
industriais e o emprego de ferramentas da biologia sintética atualmente disponiveis,

com énfase no sistema Golden Gate Assembly e no método CRISPR/Cas9;

e Capitulo 2 — linhagens laboratoriais de Y. lipolytica foram empregadas pela primeira
vez como plataforma de produgdo alternativa de manosileritritol lipidios, a partir da
clonagem dos genes essenciais para a biossintese desse biossurfactante, utilizando

diferentes estratégias de co-expressdo génica;

e Capitulo 3 — uma linhagem selvagem de Y. lipolytica foi submetida a edigdo génica
para a constru¢do de mutantes auxotroficos, e entdo, engenheirada para a producdo de
B-caroteno a partir de subprodutos industriais de baixo valor comercial como

substrato, em uma abordagem nao vista antes na literatura.

Em seguida, foram apresentadas as conclusdes gerais do trabalho, perspectivas futuras,

referéncias bibliograficas e apéndices.
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CAPITULO 1:
A LEVEDURA Yarrowia lipolytica

1.1. INTRODUCAO

A levedura Yarrowia lipolytica pertence ao filo Ascomycota, subfilo Saccharomycotina,
classe Saccharomycetes, ordem Saccharomycetales e familia Trichomonascaceae
(WIJAYAWARDENE et al., 2018). Originalmente, esta espécie foi denominada como
Mycotorula lipolytica (HARISSON, 1928) e sofreu uma série de reclassificagdes baseadas em
suas caracteristicas fisiologicas, principalmente a presenca de ascos e a forma de seus
ascosporos, sendo anteriormente nomeada de Candida lipolytica, Endomycopsis lipolytica e

Saccharomycopsis lipolytica (VAN DER WALT; VON ARX, 1980).

O nome do género “Yarrowia” foi proposto por Van der Walt e Von Arx (1980) em
reconhecimento ao pesquisador David Yarrow por suas contribuigdes a sistemdtica de
leveduras, e o nome da espécie "lipolytica" esta associado a habilidade de hidrolisar gorduras
(PETERS; NELSON, 1948). No final da década de 40, a identificagdo de elevada atividade
proteasica e lipasica nos cultivos de Y. lipolytica despertou o interesse para um maior
conhecimento acerca desta levedura (MADZAK; NICAUD; GAILLARDIN, 2005), que foi
impulsionado em meados dos anos 60, devido a descoberta da sua capacidade de crescer em
n-parafinas como Unica fonte de carbono e produzir altas quantidades de &cidos organicos,

principalmente o 4cido citrico (KURTZMAN; FELL; BOEKHOUT, 2011).

Em virtude das diferencas genéticas, fisiologicas e metabdlicas frente aos modelos
celulares mais conhecidos até entdo, Saccharomyces cerevisiae e Schizosaccharomyces
pombe, Y. lipolytica foi incluida no grupo das leveduras ndo-convencionais, se tornando a
espécie mais estudada deste (BARTH; GAILLARDIN, 1997). Consequentemente, nos anos
80, varias patentes sobre o emprego de Y. lipolytica em processos de expressdao génica e
secrecdo de proteinas recombinantes foram registradas, representando os primeiros passos da
biologia sintética dessa levedura para estudos académicos e aplicagdes industriais

(MADZAK, 2018).
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1.2. REVISAO BIBLIOGRAFICA
1.2.1. CARACTERISTICAS GENETICAS, FISIOLOGICAS E METABOLICAS

Os progressos nas técnicas de biologia molecular e ferramentas computacionais
permitiram o sequenciamento de diferentes linhagens de Y. lipolytica (MADZAK, 2015). Em
2004, o genoma da estirpe E150' foi totalmente sequenciado e anotado pelo Génolevures
Consortium (DUJON et al., 2004). Em seguida, outras linhagens foram sendo sequenciadas, e
hoje, o genoma das cepas selvagens WSH-Z06 (GUO et al., 2014), W29 (MAGNAN et al.,
2016), A-101 (DEVILLERS et al., 2016) e H222 (DEVILLERS; NEUVEGLISE, 2019), bem
como das cepas laboratoriais Polf (LIU; ALPER, 2014) e Polg ku70::hph (BREDEWEG et
al., 2017) também estdo disponiveis. No geral, o genoma de Y. [lipolytica possui
aproximadamente 20,5 Mb de tamanho, elevado conteudo GC (£ 49%), baixa densidade

génica (£ 46%) e cerca de 6.700 sequéncias codificantes, organizado em seis cromossomos

que variam de 2,3 a 4,2 Mb (DUJON et al., 2004; BREDEWEG et al., 2017).

A andlise gendmica comparativa intraespécie revelou divergéncias entre as linhagens
de Y. lipolytica, relacionadas ao tamanho do cromossomo, presenga e distribuicao de elementos
transponiveis, ¢ numero de repetigdes dos genes ribossomais (BEOPOULOS et al., 2010). Em
comparagdo com outros ascomicetos, Y. lipolytica apresentou centromeros de tamanhos
maiores e sem regides de homologia (YAMANE et al., 2008), alta frequéncia de introns com
sitios conservados (MEKOUAR etal., 2010), genes homoélogos com baixo nivel de similaridade
(GAILLARDIN et al., 2013), contetdo de transposons atipico (NEUVEGLISE et al., 2005),
estrutura incomum dos genes rRNA e auséncia de sequéncias consenso na RNA polimerase |
(FOURNIER et al., 1986). Os estudos filogenéticos baseados em genes glicoliticos e
ribossomais incluiram Y. /ipolytica em um ramo separado das demais leveduras ascomicéticas
(BARTH; GAILLARDIN, 1997). Por outro lado, Y. lipolytica compartilha propriedades com
eucariotos superiores, como a dispersdo dos clusters génicos de rDNA e RNA 58S, o tamanho
do snRNA, o processo de secrecdo de proteinas e, em particular, o RNA 7S da particula de

reconhecimento de sinal (CASAREGOLA et al., 2000).

A espécie Y. lipolytica ¢ estritamente aerdbica e heterotélica, apresentando reproducao

sexuada e assexuada, e, portanto, ciclos de vida contendo fases haploides e diploides. A

'A cepa de referéncia E150 ou CLIB 122 foi erroneamente denominada de CLIB99 na publicacdo de Dujon et
al. (2004). Fonte: Yarrowia lipolytica CLIB122. NCBI Taxonomy Database. Disponivel em:
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/Browser/wwwtax.cgi?id=284591. Acesso em: 10 fev. 2020.


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/Browser/wwwtax.cgi?id=284591
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maioria das linhagens selvagens isoladas sdo haploides, e se proliferam por brotamento
multilateral com formacdo de gémulas nas células progenitoras (Figura 1.1A). No entanto,
estirpes haploides de Y. lipolytica com tipos de acasalamento opostos A e B, controlados
pelos alelos MatA e MatB, respectivamente, sdo capazes de se fundir para produzir uma célula
diploide estavel, a qual pode ser induzida a esporular e formar ascos contendo de um a quatro
ascosporos com baixa viabilidade. Consequentemente, a ocorréncia de acasalamento ¢ rara, e

estirpes diploides de Y. lipolytica sao dificilmente isoladas na natureza (HARZEVILI, 2014).

As linhagens de Y. lipolytica formam colOnias irregulares, as quais podem variar de
suaves e cintilantes a fortemente contorcidas e foscas (Figura 1.1B) (BARTH;
GAILLARDIN, 1997). Tal morfologia esta relacionada com suas caracteristicas celulares, que
se alteram de acordo com o perfil genético e as condigdes de cultivo, como composi¢do do
meio, tempo de incubagdo, oxigenacdo e pH (NICAUD, 2012). As células de Y. lipolytica
apresentam conformacao esferoidal ou elipsoidal, mas podem se alongar e formar pseudo-
hifas e hifas septadas com um unico microporo central (Figura 1.1C). A transicdo da
conformacdo celular leveduriforme para filamentosa em resposta as condi¢des ambientais
caracteriza Y. lipolytica como uma levedura dimorfica, que se tornou o microrganismo

modelo em estudos de dimorfismo fungico (MARTINEZ-VAZQUEZ et al., 2013).

Figura 1.1. Caracteristicas morfologicas da espécie Yarrowia lipolytica. (A) Brotamento
multilateral observado por microscopia eletronica de varredura. As setas em branco indicam a
presenca de gémulas nas células progenitoras (HERRERO et al., 1999). (B) Colbnias irregulares
crescidas em meio rico. (C) Morfologia celular leveduriforme e filamentosa verificada por
microscopia dptica de contraste de fase. As setas em azul mostram células em conformagdo de
leveduras, e em vermelho, em forma de hifas (HURTADO; RACHUBINSKI, 2002).
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Embora seja amplamente distribuida na natureza, a levedura Y. [lipolytica ¢
frequentemente encontrada em ambientes com alto teor de lipidios ou hidrocarbonetos, como
alimentos gordurosos: queijos e outros produtos lacteos (VASDINYEIL; DEAK, 2003),
salsichas, linguicas (ENCINAS et al., 2000; GARDINI et al., 2001), carnes, aves (DEAK;
CHEN; BEUCHAT, 2000), camardao e seus produtos derivados (BARTH; GAILLARDIN,
1997); assim como oceanos hipersalinos (SPENCER, 1984), aguas residuais agroindustriais
(MAFAKHER et al., 2010) e areas contaminadas com petroleo e outros oleoquimicos (CHI et
al., 2007, HASSANSHAHIAN; TEBYANIAN; CAPPELLO, 2012). Isso se deve ao seu
metabolismo versatil, permitindo que Y. lipolytica seja capaz de sobreviver em condigdes

ambientais distintas e extremas (BEOPOULOS et al., 2010).

As propriedades fisiologicas peculiares de Y. lipolytica atraiu o interesse cientifico, e
esta levedura nao-patogénica se tornou alvo em estudos de degradacdo de substratos
hidrofébicos (FICKERS et al., 2005), acaimulo de 6leo microbiano (BEOPOULOS et al., 2009),
expressdo e secre¢do de proteinas recombinantes (NICAUD et al., 2002) e produgdo de
diversos metabolitos nativos de relevancia industrial, tais como: diversas enzimas (BRIGIDA
et al., 2013; SOUZA et al., 2017); acidos graxos; acidos organicos, incluindo principalmente
acido citrico, acido isocitrico (DA SILVA et al., 2020), 4cido a-cetoglutarico, piruvico e
succinico; polidis, englobando eritritol, manitol e arabitol (HARZEVILI, 2014; DA SILVA et
al., 2018); aromas (CELINSKA et al., 2013; DE SOUZA; RIBEIRO; COELHO, 2019); e
compostos tensoativos (AMARAL etal.,2006a; LUNA; RUFINO; SARUBBO, 2016).

A assimilacdo de hidrocarbonetos alifaticos e aromaticos, lipidios e acidos graxos por
Y. lipolytica ¢ normalmente acompanhada da produgdo de moléculas com propriedades
tensoativas, glicoproteinas ancoradas na parede celular e lipases extracelulares, que auxiliam a
interacdo do substrato hidrofobico, presente na fase organica, com a superficie da célula, para
o seu transporte intracelular. Estes compostos tensoativos sdo biossurfactantes e
bioemulsificantes com diferentes caracteristicas estruturais e fisico-quimicas, as quais variam
de acordo com a linhagem produtora e o substrato utilizado para a producao (FICKERS et al.,

2005; GONCALVES; COLEN; TAKAHASHI, 2014).

O teor lipidico de Y. lipolytica pode atingir 40% do seu peso seco celular,
caracterizando esta levedura como oleaginosa. Estes lipidios sdo compostos majoritariamente
de triacilglicerol, mas também podem ser encontrados na forma de outros lipidios neutros,

como monoacilglicerol e diacilglicerol, acidos graxos livres, esterdis e fracdes polares
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(BEOPOULOS et al., 2009). A composi¢ao de acidos graxos dos lipidios produzido por Y.
lipolytica ¢ variavel, mas, no geral, apresenta acido palmitico (C16:0), acido palmitoléico
(C16:1), acido estearico (C18:0), acido oleico (C18:1), acido linol¢ico (C18:2) e acido
linolénico (C18:3) (LI; DU; LIU, 2008), sendo bastante similar aos 6leos e/ou gorduras de
origem vegetal e animal (ZHU; JACKSON, 2015).

Os mecanismos de secrecdo de proteinas por Y. lipolytica sdo altamente eficientes, e
ocorrem, predominantemente, através da via de translocacao cotranslacional (BECKERICH;
BOISRAME-BAUDEVIN; GAILLARDIN, 1998). A capacidade de secre¢io de uma
variedade de proteinas por esta via, os sistemas versateis de expressdo de heter6loga, a
auséncia de hiperglicosilagdo, a adequada conversio de substrato em produto e a
reprodutibilidade de desempenho sdo vantagens adicionais de Y. lipolytica (COELHO;
AMARAL; BELO, 2010). As enzimas mais importantes naturalmente secretadas por esta
espécie sdo lipases, esterases, proteases, fosfatases ¢ RNAses. Entretanto, uma infinidade de
proteinas de virus, bactérias, fungos, protistas, plantas, insetos, humanos e demais mamiferos

jé foram produzidas com sucesso nesta levedura (HARZEVILI, 2014).

A sintese de um metabodlito em vez de outro, ¢ influenciado pelas condigdes de
crescimento as quais Y. lipolytica ¢ submetida, principalmente o substrato utilizado como
fonte de carbono e energia. Esta levedura ¢ capaz de consumir eficientemente, além de
substratos hidrofobicos, glicose, N-acetilglicosamina, glicerol, eritritol, manitol, sorbitol,
acetato, lactato, malato, succinato e citrato; e apresenta crescimento variavel em galactose,
sorbose, ribose, ribitol e gluconato; bem como crescimento fraco ou negativo na presenca de
celobiose e salicina(BARTH; GAILLARDIN, 1997; KURTZMAN; FELL; BOEKOUT, 2011).
Assim, o uso do substrato ideal, a cuidadosa determinagdo dos parametros de fermentacao, € a
selecdo de uma linhagem com base no seu perfil fenotipico, sdo particularidades essenciais

para a modulacdo do metabolismo celular e sintese do composto de interesse.

1.2.2. APLICACAO NA INDUSTRIA BIOTECNOLOGICA

A versatilidade metabolica de Y. [lipolytica desejavel em muitos processos
biotecnoldgicos e seu status de seguranga GRAS (Generally Recognized As Safe) concedido
pela Food and Drug Administration (FDA), justifica os esforcos para a aplicagdo desta

levedura em diferentes segmentos que movimentam grande volume da economia mundial,
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envolvendo as industrias de alimentos, cosméticos, firmacos e energia, assim como a

biorremediacdo e biodegradagdo de poluentes ambientais (HARZEVILI, 2014).

O uso pioneiro de Y. lipolytica na industria biotecnoldgica foi para a produgdo de
biomassa microbiana pela British Petroleum (Reino Unido), em 1957. O produto, nomeado de
Toprina G, foi produzido por uma linhagem selvagem a partir de n-alcanos para ra¢ao animal.
Entretanto, a sua produgdo foi interrompida em 1978, devido aos altos pregos da matéria-
prima resultante da crise do petréleo de 1973 (GROENEWALD et al., 2014). Outras estirpes
selvagens também j& foram empregadas industrialmente para a produgdo de lipases (Amano
Enzymes, EUA; Artechno, Bélgica); acido citrico (Pfizer e ADM, EUA) e eritritol (Baolingbao
Biology, China). Além disso, células de Y. lipolytica liofilizadas sdo produzidas pela Artechno
(Bélgica) para biorremediagdo de efluentes (DARVISHI et al., 2012; 2018).

Algumas estirpes geneticamente modificadas de Y. lipolytica também ja estdo sendo
aplicadas em bioprocessos para a produgdo em larga escala de enzimas lisossomicas humanas,
para o tratamento de doengas de armazenamento lisossomal (Oxyrane, Bélgica e Reino
Unido); lipases, para o tratamento da insuficiéncia pancredtica exdcrina (Mayoly Spindler,
Franca); e acido eicosapentaendico, para o uso como aditivo alimentar em ragdo de peixes
(DuPont, EUA) (SIBIRNY; MADZAK; FICKERS, 2014). A liberagdo para a
comercializacdo de tais produtos comprovam a seguranca e estabilidade genética das
linhagens mutantes de Y. lipolytica (LIU; JI; HUANG, 2015), o que tem motivado a

construcdo de cepas superprodutoras de diversos compostos.

Virios estudos tem desenvolvido cepas recombinantes para a sintese de elevadas
concentragoes de carotenoides (LARROUDE et al., 2018a); manitol (RAKICKA et al., 2016);
metil cetonas (HANKO et al., 2018); acido ricinoléico (BEOPOULOS et al., 2014); acidos
linoléicos conjugados (IMATOUKENE et al., 2017); 6leos que se assemelham a manteiga de
cacau, cuja composicao ¢ rica em dacido estedrico (PAPANIKOLAOU; AGGELIS, 2003);
polihidroxialcanoatos (PHAs), que sdo bons candidatos para uso em bioplasticos renovaveis e
biodegradaveis (GAO et al., 2015); varias proteinas (THEERACHAT et al., 2012; SHENG et
al., 2014) e acidos organicos (MIRONCZUK et al., 2016). Apesar dos resultados promissores,
o escalonamento industrial e a implementacdo da levedura Y. lipolytica como chassi
biotecnoldgico requerem o desenvolvimento de estratégias que diminuam os custos com a
matéria-prima e procedimentos operacionais, tornando os bioprocessos economicamente

competitivos no mercado.
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1.2.2.1. Valorizacdo de Residuos Industriais

A geragdo anual de residuos orgénicos ¢ estimada em mais de 100 bilhdes de toneladas
em todo o mundo (WANG et al., 2019). Em vista disso, a bioconversao de subprodutos
industriais em compostos de valor agregado tem sido intensamente investigada nas ultimas
décadas, devido as crescentes preocupacdes sobre questdes de sustentabilidade e a tentativa de
rentabilidade dos processos biotecnologicos. Tais substratos alternativos normalmente
possuem impurezas, o que pode afetar negativamente o metabolismo celular e reduzir o
rendimento e a produtividade dos bioprocessos (DO; THERON; FICKERS, 2019). Contudo, a
levedura Y. lipolytica tem mostrado elevada tolerancia a diversos subprodutos, como a
glicerina loira (DA SILVA et al., 2012; LOPES et al., 2014), milhocina (LIU et al., 2015;
SANTOS et al., 2018), gordura animal e vegetal (KAMZOLOVA et al., 2005; LOPES et al.,
2016; SOUZA et al., 2017), oleo de fritura (NUNES et al., 2013; XIAOYAN et al., 2017),
melaco (YAN et al., 2018), entre outros residuos agroindustriais (FONTES et al., 2008;
PEREIRA; SANT’ANA; AMARAL, 2019; SALES et al., 2020).

De acordo com Wang et al. (2019), entre os subprodutos mais produzidos
mundialmente, estd a glicerina bruta, com cerca de 600 milhdes de toneladas ao ano (Figura
1.2). A glicerina bruta ¢ o principal subproduto da industria de biodiesel, com geracao de 10%
a cada kg de biodiesel produzido (OLIVEIRA et al., 2013; SAMUL; LEJA; GRAJEK, 2014).
Este subproduto obtido a partir de diferentes matérias-primas, tais como 6leos de sementes de
mostarda, colza, canola, crambe, soja e residuos de 6leos de cozinha, pode possuir o teor de
carbono em torno de 25% e a concentracdo de glicerol na faixa de 75-83%. Os teores de
gordura e proteina variam de 1-13% e 0,06-0,44%, respectivamente, enquanto metais (Ca, K,
Mg) e outros macroelementos (P e S) podem estar presentes em pequenas quantidades, de

4-163 ppm, exceto Na, com média de pouco mais de 1% (THOMPSON; HE, 2006).

O atual valor de mercado do glicerol puro ¢ de cerca de US$ 0,46 a 0,90 por kg,
enquanto que a glicerina bruta com 80% de pureza, chega a apenas US$ 0,08 a 0,19 por kg
(ABDUL RAMAN; TAN; BUTHIYAPPAN, 2019). Varios niveis e designagdes da glicerina
estdo disponiveis comercialmente, diferindo em seu conteido de glicerol e em outras
caracteristicas, tais como cor, odor e impurezas. A designagdo glicerina loira ¢ normalmente
utilizada para a glicerina oriunda dos processos de produgdo do biodiesel, onde a fase
glicerinosa sofreu um tratamento acido para neutralizacao do catalisador e remocao de acidos

graxos eventualmente formados no processo (MOTA; SILVA; GONCALVES, 2009).
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Estudos anteriores ja relataram a preferéncia de Y. lipolytica por glicerol, em
comparagdo com a glicose, com base em sua taxa de crescimento (WORKMAN; HOLT;
THYKAER, 2013; LUBUTA et al., 2019). Em 2009, a empresa Skotan (Polonia) iniciou a
producao de biomassa de Y. lipolytica utilizando glicerol residual como substrato, e obteve
autorizacdo para sua comercializagdo como aditivo alimentar pela Fédération Européenne des

Fabricants d’Aliments Composés (FEFAC) (RYWINSKA et al., 2013).

MUNDIALMENTE

754,8 milhoes de toneladas de trigo;
600 milhoes de toneladas de glicerina

EUROPA
0,9 milhGes de toneladas de residuo
AME de panificagao (Reino Unido)
385 mi :
de AsiA

215 milhoes de toneladas
de milho (China)

AFRICA
20 milhées de toneladas de

- I A

Figura 1.2. Principais matérias-primas e subprodutos gerados no mundo (Adaptado de WANG et al.,2019).

A elevada producdo de milho, de aproximadamente 685 milhdes de toneladas ao ano,
principalmente pelos EUA, Brasil e China (Figura 1.2), ¢ também responsavel por grande
parte da geracdo de residuos, como a milhocina (WANG et al., 2019). A milhocina ¢ um
subproduto do processo de maceracdo do milho e representa aproximadamente 40 -50% do
peso seco do milho processado, consistindo de uma substancia complexa, rica em
aminoacidos, vitaminas e polipeptidios, que sdo excelentes fontes de nitrogénio organico.
Além disso, este subproduto normalmente contém aproximadamente 1,0 mg.kg™! de biotina,
podendo contribuir significativamente para a necessidade nutricional microbiana, com valor
de mercado de cerca de US$ 0,20 por kg (XI et al., 2013; LIU et al., 2015; TAN et al., 2016).
H4 relatos da capacidade de Y. lipolytica em assimilar milhocina com produ¢do de acido
citrico (LIU et al.,, 2015; CAVALLO et al.,, 2020), eritritol (SILVA et al., 2019;
TOMASZEWSKA-HETMAN; RYMOWICZ; RYWINSKA, 2020) e biossurfactantes
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(SANTOS et al., 2018), sugerindo que este subproduto pode ser usado como fonte alternativa

de nitrogénio e vitaminas.

Os processos de valorizagao de residuos envolvendo linhagens engenheiradas de Y.
lipolytica estao sendo testados em escala laboratorial por alguns estudos (YOVKOVA et al.,
2014; RAKICKA et al., 2015; SARA; BRAR; BLAIS, 2016; DARVISHI et al., 2017). As
informacdes sobre a viabilidade dessa abordagem que envolvem os efeitos variaveis da
composi¢ao da matéria-prima e sua pureza no comportamento celular, juntamente com o
aprimoramento genético de tais recombinantes sao importantes, € abrem possibilidades para o

estabelecimento de bioprocessos eficientes e rentaveis.

1.2.2.2. Emprego de Técnicas de Biologia Sintética

Nos ultimos anos, diversas ferramentas de biologia sintética foram desenvolvidas e
empregadas em Y. lipolytica para a constru¢do de chassis biotecnoldgicos mais controlaveis,
padronizados e previsiveis, em menor tempo ¢ com custo reduzido. Entre as principais

estratégias disponiveis estdo:

o Métodos de montagem de DNA - One-step integration PCR, sistemas de clonagem

Gateway, YaliBricks, Gibson e Golden Gate Assembly;

o Edicdo de genoma baseada na atividade de nucleases - técnica TALENs

(Transcription Activator-Like Effector Nucleases) e tecnologia CRISPR/Cas9;

o Modelos metabdlicos em escala gendmica - iNL895, iYL619 PCP, iMK735, iYali4 e
1YLI647 (LARROUDE et al., 2018b; MA et al., 2020).

1.2.2.2.1. Sistema Golden Gate Assembly

A montagem de DNA ¢ uma das tecnologias fundamentais mais importantes para a
biologia sintética e a engenharia metabolica. Desde o desenvolvimento dos protocolos
tradicionais baseados no método de digestao por restricao e ligagdao no inicio da década de 70,
uma quantidade significativa de técnicas com maior eficiéncia, fidelidade e modularidade
foram sendo desenvolvidas, visando a construcdo de cassetes multigénicos de forma
simplificada para a geracdo de linhagens com funcionalidades genéticas complexas (CHAO;

YUAN; ZHAO, 2015; LARROUDE et al., 2018b).
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O sistema de clonagem modular Golden Gate Assembly (GGA) aparece como uma das
técnicas mais robustas nesse campo. O nucleo da estratégia GGA reside na utilizagdo de
enzimas de restri¢cao do tipo II, com o sitio de reconhecimento adjacente a regido de clivagem,
e no estabelecimento de uma biblioteca de fragmentos de DNA (building blocks)
padronizadas e intercambiaveis, que poderdo ser posteriormente combinados em uma reagao
de etapa unica. A vantagem do modo de atuacdo destas endonucleases esta relacionada ao fato
da sequéncia de reconhecimento ser independente do local de corte, resultando em
extremidades coesivas (saliéncias ou overhangs) de quatro nucleotideos, os quais podem ser
personalizaveis. As extremidades complementares expostas sdao ligadas em ordem definida
para a montagem dos vetores de expressao e secrecao de proteinas (Figura 1.3A) (ENGLER;

KANDZIA; MARILLONNET, 2008; GARCIA-RUIZ; HAMEDIRAD; ZHAO, 2018).

Recentemente, uma biblioteca customizada foi desenvolvida para Y. lipolytica por
Celinska et al. (2017) e Larroude et al. (2019), permitindo a montagem de plasmideos com até
trés unidades transcricionais, devido ao desenvolvimento de treze diferentes saliéncias (A-M)
para integracdo dos genes de interesse no genoma de linhagens desta espécie (Figura 1.3B). A
viabilidade e robustez da plataforma GGA foram validadas através da expressao de genes para
a biossintese de carotenoides (CELINSKA et al., 2017) ¢ utilizago de xilose (LARROUDE et
al., 2019) por Y. lipolytica. O GGA toolkit dedicado para esta levedura ndo-convencional
inclui uma série de elementos genéticos como: (I) promotores constitutivos, hibridos e
induziveis; (II) terminadores nativos e sintéticos; (II1) diferentes sitios de inser¢do no genoma;
e (IV) marcadores de selecdo auxotroficos, defectivos e dominantes para a construgdo de
vetores integrativos (Figura 1.3C) (LARROUDE et al., 2019). Agora, também ja estdo
disponiveis outras saliéncias (N:GTCT e O: CTGA), as quais foram utilizadas para montagem

de vetores replicativos (LARROUDE et al., 2020).

A flexibilidade e modularidade do sistema GGA fez com que este método fosse
rapidamente adotado como um padrdo-ouro para a montagem de DNA (GARCIA-RUIZ;
HAMEDIRAD; ZHAO, 2018), sendo utilizado para inimeras aplicagdes, desde a engenharia
da arquitetura de promotores induziveis para regular e aumentar a expressdo de genes em Y.
lipolytica (PARK et al., 2019), até a construcdo de vetores CRISPR/Cas9 para explorar a
diversidade de linhagens selvagens (LARROUDE et al., 2020).
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Figura 1.3. Sistema Golden Gate Assembly dedicado a Yarrowia lipolytica. (A) Representagdo
esquematica do principio do método. (B) Vetores de expressdo com uma, duas ou trés unidades
transcricionais que podem ser construidos a partir de uma biblioteca previamente desenvolvida. (C)
Biblioteca de vetores doadores customizada para Y. lipolytica. As sequéncias de quatro nucleotideos
nomeadas pelas letras de A-M indicam as saliéncias ou overhangs geradas apos a agdo da enzima de
restricdo Bsal. SI: sitios de insercdo; MS: marca de selegdo; P: promotor; G: gene; T: terminador
(Adaptado de CELINSKA et al., 2017; LARROUDE et al., 2019).
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1.2.2.2.2. Tecnologia CRISPR/Cas

A primeira descrigdo do sistema CRISPR (Clustered Regularly Interspaced Short
Palindromic Repeats) foi realizada por Ishino et al. (1987) a partir da identificagdao de
sequéncias de DNA repetitivas e incomuns no genoma de Escherichia coli. Inicialmente,
acreditou-se que tais sequéncias estavam associadas a diversas fungdes celulares, como
particionamento de replicons, adaptagdo térmica, reparo de DNA e rearranjo cromossomico.
No entanto, apds inimeras descobertas a partir dos anos 2000, o sistema CRISPR/Cas foi
identificado como um mecanismo que confere imunidade adaptativa a procariotos por
Barrangou et al. (2007), e o seu modo de atuagdo foi totalmente compreendido, permitindo
que uma nova ferramenta de edicdo de genomas fosse desenvolvida e empregada em

diferentes organismos (Figura 1.4) (SINGH, 2020).
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Figura 1.4. Marcos importantes na descoberta do sistema CRISPR-Cas. Genes cas: codificam as nucleases
Cas. crRNA: RNA CRISPR. gRNA: RNA guia. transcrRNA: RNA transativadores. PAM: motivo adjacente
ao protoespacador. DSBs: quebras na fita dupla do DNA (Adaptado de HSU et al., 2014; SINGH, 2020).
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No geral, a imunizacdo mediada pelo sistema CRISPR/Cas ocorre em trés etapas
principais: adaptacdo, expressdo ou biogénese do RNA CRISPR (crRNA - CRISPR RNA) e
interferéncia (Figura 1.5) (MARRAFFINI, 2015). O processo de adaptagdo caracteriza-se pela
captacdo do material genético exdgeno e sua integragdo no locus CRISPR. Os loci CRISPR
consistem de sequéncias repetitivas curtas e parcialmente palindromicas, nomeadas de
repeti¢des, as quais sdo espagadas por pequenos fragmentos de DNA adquiridos do invasor,
denominados de espacadores. A matriz de repeti¢des/espacadores ¢ precedida por uma
sequéncia lider, a qual contém um promotor para sua expressdo, ¢ ¢ flanqueada por um
operon de genes cas, os quais codificam as proteinas Cas e toda a maquinaria do sistema.
Geralmente, os sistemas CRISPR/Cas e seus elementos sdo altamente variaveis e diferem
amplamente em termos de ocorréncia, genes, sequéncias, nimero e tamanho entre os genomas
procarioticos. As repetigdes podem variar de tamanho, apresentando 23 -55 nucleotideos (nt),
embora tenham tipicamente de 28-37 nt. Os espagadores também variam, de 21-72 nt, mas

normalmente possuem de 32-38 nt (BARRANGOU; MARRAFFINI, 2014).

0
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Figura 1.5. Imunizacdo de procariotos pelo sistema CRISPR/Cas. Adapta¢do: mecanismo de
captagdo e inser¢do do DNA exogeno no locus CRISPR (espagadores), apds a sequéncia lider (L)
e entre as repeticoes. Expressdo ou biogénese do crRNA (RNA CRISPR): processo de formagao
do complexo RNA guia-nuclease Cas. Interferéncia: etapa de reconhecimento do material
genético invasor por complementariedade das sequéncias e clivagem por reconhecimento do
PAM (motivo adjacente ao protoespacador) (Adaptado de MARRAFFINI, 2015).
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O mecanismo de expressdo ou biogénese do crRNA corresponde a transcricdo e
processamento dos RNAs guias (gRNA - guide RNA). Cada gRNA ¢ composto de apenas um
espacador que vai se associar as endonucleases Cas para direciona-las ao material genético
invasor. A interferéncia ¢ o passo final, onde as sequéncias exdgenas sao reconhecidas por
complementaridade e posteriormente clivadas pela Cas (MARRAFFINI, 2015). O complexo
Cas-crRNA identifica o motivo adjacente ao protoespagador (PAM - Protospacer Adjacent
Motif) no DNA ou RNA alvo, o que leva a uma modificacao estrutural da proteina Cas com
ativagdo da sua atividade nucleasica (JIANG; DOUDNA, 2017). A clivagem pelo
reconhecimento do PAM ¢ essencial para o sucesso do sistema ¢ impede o ataque contra os

loci CRISPR no genoma microbiano (GLEDITZSCH et al., 2019).

Os sistemas CRISPR/Cas sdo funcionalmente divididos em duas classes (1 e 2) e seis
tipos (I, II, II, IV, V e VI), de acordo com a composicdo dos genes da nuclease efetora,
diferindo nos mecanismos de processamento dos crRNAs. A era da tecnologia CRISPR/Cas
para edi¢do de genoma eucariotico emergiu de aplicagdes do sistema classe 2 e tipo II de
Streptococcus pyogenes, devido a sua simplicidade, eficiéncia e acessibilidade (JIANG;

MARRAFFINI, 2015; LARROUDE et al., 2018b; MOON et al., 2019).

O sistema tipo II ¢ constituido pela endonuclease Cas9 e o gRNA hibrido, composto
por um crRNA que confere especificidade no reconhecimento da sequéncia alvo, € um RNA
transativador auxiliar (tractRNA - trans-activating RNA) que apresenta papel crucial para o
recrutamento da Cas9. O crRNA precursor ¢ capaz de se hibridizar com o tracrRNA,
formando o complexo crRNA-tracrRNA, o qual é processado pela RNase III para formar o
gRNA maduro. In vitro, este mecanismo foi facilitado pela sintese do crRNA-tracrRNA
fusionado em um unico transcrito, gerando a molécula quimérica conhecida como RNA guia
unico (sgRNA - single guide RNA). A associacdo do sgRNA a Cas9 e o reconhecimento do
espagador de 20 nt, bem como da sequéncia PAM rica em guanina (5’-NGG-3’, onde N pode
ser qualquer nucleotideo) no DNA gendmico, permite a quebra nas fitas duplas (DSBs -
Double-Strand Breaks) (JIANG; DOUDNA, 2017). As DSBs ocorrem normalmente de 3-4
pares de base (pb) upstream a sequéncia PAM, pela atuacdo de dois diferentes dominios da
Cas9. Esta proteina apresenta dois lobulos distintos, o 16bulo de reconhecimento REC e o
l6bulo catalitico NUC, o qual contém os dominios HNH e RuvC de atividade nucleésica, bem
como o dominio de interacdo com o PAM. O dominio HNH ¢ responsavel por clivar a fita de
DNA complementar ao sgRNA, enquanto que o dominio RuvC cliva a fita oposta, onde esta

localizado o PAM (Figura 1.6) (JINEK et al., 2012; 2014).
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Figura 1.6. Mecanismo de edi¢do de genomas eucaridticos por CRISPR/Cas9. A proteina
Cas9 combinada com o sgRNA (RNA guia tnico), composto por ctRNA (RNA CRISPR)-
tractRNA (RNA transativador auxiliar), ao encontrar uma regido complementar ao espagador
de 20 nucleotideos e a sequéncia PAM (motivo adjacente ao protoespacador) no DNA
gendmico, gera DSB (quebras nas fitas duplas) pelos seus dominios cataliticos HNH e RuvC.
Na auséncia de DNA exégeno, a via NHEJ (jungdo de extremidade ndo-homologa), propensa
a erro, ¢ ativada e causa inserc¢des e delecdes aleatorias (indels) ou até mesmo substitui¢des no
local DSB, frequentemente resultando na interrup¢do da fungdo do gene. Na presenca de um
DNA doador contendo uma sequéncia de interesse flanqueada por regides de homologia, a via
de reparo dirigido por HR (recombinagdo homologa) pode ser iniciada e leva a inserg@o
(knocked-in) deste fragmento no genoma da célula (Adaptado de JIANG; DOUDNA, 2017).

As DSBs sdo comumente reparadas por jungdo de extremidade ndo-homoéloga (NHEJ -
Non-Homologous End-Joining). Entretanto, esta via € intrinsecamente propensa ao erro,
podendo gerar mutagdes indels pela insercao, delecdao ou substituigdo de nucleotideos no sitio
de clivagem ou proximo a ele. H4 também a possibilidade de reparo por recombinagio

homologa (HR - Homologous Recombination), jun¢do de extremidade homologa (HMEJ -
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Homology-Mediated End-Joining) ou juncdo de extremidade micro-homologa (MMEJ -
Micro-homology-Mediated End-Joining). Nesses casos ¢ necessario um DNA doador
contendo regides de homologia com o genoma, para que ocorra a incorporagao do fragmento
exodgeno. Tais alteragdes podem comprometer a funcionalidade do gene e levar ao seu nocaute

(Figura 1.6) (ZHANG et al., 2020).

Assim, a tecnologia CRISPR/Cas9 pode ser orientada para delecdo ou insercdo de
genes, interferéncia (CRISPRi) e ativagao (CRISPRa) (SHARMA; KAUR; SINGH, 2017;
SHI et al., 2018). O CRISPRi ¢ usado para a repressao genética por meio de uma Cas9 sem
atividade catalitica (dCas9 - deactivated Cas9), a qual se liga ao DNA alvo e reprime sua
expressao (LARSON et al.,, 2013). Para melhorar a atividade de repressdo, repressores
transcricionais geralmente sdo expressos fusionados a proteina Cas9 (ZHANG et al., 2018).
Da mesma forma, o CRISPRa foi desenvolvido para a melhorar os niveis de expressao génica,
através da fusdo da dCas9 a ativadores de transcricdo que se ligam aos promotores

(SIMEONOV et al., 2017).

Em 2016, o método CRISPR/Cas9 foi adaptado pela primeira vez para realizar a
interrupgdo e integracdo de genes sem marcadores no genoma de Y. lipolytica (SCHWARTZ
et al., 2016). O gene da Cas9 foi expresso a partir de um promotor hibrido SUAS1B-pTEEF,
juntamente com o sgRNA sob o promotor da RNA-PollIl nativo, combinado com um RNA
transportador (tRNA) em um tUnico vetor replicativo, o qual foi nomeado de pCRISPRyl. A
interrup¢do de um unico gene chegou a mais de 90% de eficiéncia, e a co-transformagdo com
uma sequéncia codificante ocasionou na integragdo do gene de interesse em cerca de 70% dos
casos. A partir de entdo, diversos estudos estdo empregando a técnica CRISPR/Cas9 em
diferentes estratégias para edicdo do genoma de Y. lipolytica, expandindo o potencial
biotecnoldgico desta espécie (SCHWARTZ; WHEELDON, 2018; SHI et al.,, 2018;
EGERMEIER; SAUER; MARX, 2019; SCHWARTZ et al., 2019; DE SOUZA et al., 2020;
LARROUDE et al., 2020).

1.2.3. HETEROGENEIDADE INTRAESPECIE

A levedura Y. lipolytica exibe naturalmente variabilidade genotipica e fenotipica entre
as linhagens isoladas a partir de diferentes ambientes. Por isso, a escolha da cepa parental

apropriada ¢ fundamental para o desempenho bem-sucedido de um bioprocesso industrial
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(EGERMEIER et al.,, 2017). As estirpes selvagens de Y. lipolytica mais amplamente
exploradas quanto ao seu potencial biotecnologico sdo as cepas: W29, isolada de um esgoto
na Franga; H222, isolada de um solo na Alemanha; CBS6124-2, isolada de uma planta de
processamento de milho nos EUA; e A101, isolada de um solo contaminado na Poldnia
(NICAUD, 2012; LARROUDE et al., 2018b). Embora a estirpe de referéncia seja a E150,
cujo genoma foi primeiramente sequenciado, esta ¢ uma estirpe laboratorial, derivada de

varios cruzamentos entre as cepas W29 e CBS6124-2 (BARTH; GAILLARDIN, 1997).

A relevancia industrial da cepa W29 motivou o desenvolvimento de uma variedade de
cepas hospedeiras da série Pol, para a expressdo e secrecdo de proteinas heterdlogas. Estas
cepas apresentam auxotrofia para um ou dois compostos vitais, como marcador de selecao
para manipulagdo génica (LARROUDE et al., 2018b; MADZAK, 2018). Consequentemente,
os estudos de engenharia genética e/ou metabolica se concentraram nas cepas auxotrdficas
para as quais ja estdo disponiveis marcadores. Entretanto, algumas estirpes selvagens
superaram fortemente cepas laboratoriais para determinados bioprocessos, o que tem

encorajado a engenharia de outras cepas promissoras (LARROUDE et al., 2020).

A linhagem IMUFRJ 50682 foi isolada da Baia de Guanabara, Rio de Janeiro, Brasil
(HAGLER; MENDONCA-HAGLER, 1981), e tem demonstrado notavel aplicagdo em varios
processos de bioconversao e biorremediagao (COELHO; AMARAL; BELO, 2010). Esta cepa
exibiu caracteristicas peculiares relacionadas a sua superficie celular altamente hidrofobica,
com maior capacidade de adesdo a solventes ndo polares, quando comparada a cepa W29
(AMARAL et al., 2006b). Ja foi relatado que a cepa brasileira ¢ capaz de consumir
1soprenoides e hidrocarbonetos aromaticos, como o grupo de naftalenos e fenantrenos
(FERREIRA; COELHO; DA ROCHA-LEAO, 2012), assim como de servir como
biocatalisador de baixo custo para reagdes de esterificagdo de acidos graxos presentes em
matérias-primas acidas, visando a sintese de biodiesel (DA SILVA et al., 2019) e geracao de
ésteres comerciais (DE SOUZA; RIBEIRO; COELHO, 2019). Contudo, a auséncia de
informacdes sobre sua genética tem limitado uma maior exploracdo do seu potencial. Tais
inconvenientes tém sido contornados pelas ferramentas atualmente disponiveis, permitindo a

ampliacdo de sua gama de aplicagdes (DE SOUZA et al., 2020).



MANOSILERITRITOL LIPIDIO | 45

CAPITULO 2:
MANOSILERITRITOL LIPIiDIOS

2.1. INTRODUCAO

Os surfactantes sao produtos de grande importancia industrial. Estima-se que o seu
mercado global atinja US$ 6,4 bilhdes em 2027, com uma taxa de crescimento anual de 2,3%
(RESEARCH AND MARKETS, 2020). Como a maioria dos surfactantes disponiveis
comercialmente sdo sintetizados a partir de derivados do petréleo, os processos de produgao
sdo, muitas vezes, prejudiciais ao meio ambiente. Dentro desse panorama, a produgdo
sustentavel de surfactantes tem ganhado atencdo, e diversas estratégias vém sendo
empregadas no desenvolvimento dos biossurfactantes como uma alternativa aos produtos
existentes, devido a sua maior biodegradabilidade, baixa toxicidade e producdo com base em

recursos renovaveis (BRUMANO; SOLER; DA SILVA, 2016).

Os biossurfactantes sdo agentes tensoativos produzidos por microrganismos, cujas
principais propriedades sdo a reducdo da tensao superficial e interfacial de fases imisciveis de
sistemas heterogéneos. Estas caracteristicas sdo provenientes de sua estrutura molecular, onde
ha a coexisténcia de um dominio de cardter hidrofilico, composto por mono- oligo- ou
polissacarideos, peptideos ou proteinas, e outro de carater hidrofobico, constituido de alcoois
ou 4cidos graxos (PACWA-PLOCINICZAK et al., 2011). Tal estrutura permite a formagao de
um filme molecular ordenado nas interfaces, tornando-os adequados para diversas aplicagdes
industriais, como detergéncia, emulsificacdo, lubrificagdo, capacidade espumante e molhante,

solubilizacdo e dispersao de fases (BANAT; MAKKAR; CAMEOTRA, 2000).

A classe dos biossurfactantes mais extensivamente estudada compreendem os
glicolipidios, dos quais os manosileritritol lipidios tém emergido como promissores
compostos, devido as suas versateis funcdes bioquimicas (YU et al., 2015). Apesar do
crescente interesse, o escalonamento do bioprocesso encara dificuldades, visto que seus niveis
de produtividade ainda ndo compensam os custos operacionais, impossibilitando a sua real
penetracdo no mercado (ROELANTS et al., 2014). Embora algumas estratégias baseadas no
uso de substratos de baixo custo (FARIA et al., 2014), na otimizacao das condic¢des de cultivo
(NIU et al.,, 2017) e no aperfeigoamento dos processos downstream (RAU et al., 2005)
venham sendo empregadas, o desenvolvimento de outras espécies geneticamente modificadas

para a producdo de MELs ¢ uma abordagem que ainda ndo foi explorada.
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2.2. REVISAO BIBLIOGRAFICA
2.2.1. MANOSILERITRITOL LIPIDIOS

2.2.1.1. Caracteristicas Estruturais, Microrganismos Produtores e Via Biossintética

Os manosileritritol lipidios (MELs) foram descritos pela primeira vez por Haskins,
Thorn e Boothroyd, em 1955. A sua estrutura convencional consiste do dissacarideo 4-O-3-D-
manopiranosil-eritritol como a por¢ao hidrofilica, e grupamentos acila de cadeia curta em C2’
(C2 a C8) e média ou longa em C3’ (C10 a C18), bem como grupos acetila adicionais em C4’
e/ou C6’, constituindo a fracdo hidrofobica. Com base no grau de acetilagdo, estes
glicolipidios sdo tradicionalmente classificados como MEL-A, -B, -C ou -D. O MEL-A
representa o composto diacetilado, enquanto o MEL-B e -C sdo monoacetilados em C6’ e

C4’, respectivamente, e 0 MEL-D ndo possuiu acetilacdo (Figura2.1) (HEWALD et al.,2006).

CH, "CH,OH
( "] IO

H =g OH

MEL-A: R1=R2=Ac
MEL-B: R1=Ac, R2=H
MEL-C: R1=H, R2=Ac
MEL-D: R1=Rz2=H

Figura 2.1. Estrutura quimica convencional dos manosileritritol lipidios
(n=2a18; Rie Ro=radicais; Ac=grupos acetila) (MORITA et al., 2015).

Outras estruturas ndo convencionais ja foram identificadas e caracterizadas como:
MELSs monoacilado triacetilados, pela presenga de acidos graxos somente na regido C3’, com
C2’, C4’ ¢ C6’ acetilados; MELs triacilados diacetilados, devido a acilagdo em C2°, C3’ e C1
do eritritol; e diasteredmeros de MEL-B, onde a porcao glicidica foi identificada como 1-O-f3-
D-manopiranosil-eritritol, estereoquimicamente diferente da estrutura classica dos MELs
(FUKUOKA et al., 2007a; 2007b; 2008). Além dessas variagdes, também foi reportado a
substitui¢do do eritritol por outros polidis, com a formag¢do do manosilmanitol lipidios
(MML), manosilribitol lipidios (MRL) e manosilarabitol lipidios (MAL) (Figura 2.2)
(MORITA et al., 2009; 2012).
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Portanto, a diversidade estrutural destes glicolipidios estd relacionada com: (I) a
presenca, quantidade e posicdes de acetilagdes; (II) o nimero de grupamentos acila presentes
em diferentes regides da fracdo glicidica, assim como o seu comprimento e caracteristicas de
saturacao; e (III) a configuragdo 6ptica e composig¢ao da porcao hidrofilica (ARUTCHELVI et
al., 2008; BECK; WERNER; ZIBEK, 2019).

MEL Monoacilado MEL Triacilado Diasteredomero
Triacetilados Diacetilado de MEL-B

Manosilmanitol Lipidios Manosilribitol Lipidios Manosilarabitol Lipidios
(MML) (MRL) (MAL)
~OH ~OH OH
Hzcl H,C H:C|/
—C— CH CH
H (f OH * HO—C—H ® H—C—OH
CH, 1 H,C (() I H,C ( |
H—C-—OH N n WA In
H.C (), AY o H—C—OH AY o H—C—OH
AN H—C—OH V), OR, ' L1, or, |
(1) or 0 ' o H—C—OH ' o H—C—OH
n 1 . =
| H—C—OH 0 -0 ' 0 -0 ‘
0= 00 | _CH, _CH
CH R0 o- 0 R,O 0o- 0
R,O - o’

Figura 2.2. Estrutura quimica ndo-convencional dos glicolipidios baseados em manose (n = 4 a 16;
m=6a 16; R, Ry e Rz =radicais) (MORITA et al., 2015).

Os MELs sdo sintetizados por diversas espécies fungicas como metabolitos secundarios,
dentre elas Kurtzmanomyces sp., Schizonella melanogramma, Ceriporia lacerate, Geotrichum
candidum, Dirkmeia churashimaensis, Kalmanozyma fusiformata e Triodionyces crassus.
Contudo, as mais estudadas pertencem aos géneros Ustilago, Sporisorium, Moesziomyces e

Pseudozyma pro tem.> (HEWALD; JOSEPHS; BOLKER, 2005; MORITA et al., 2015).

2 As espécies dos géneros Sporisorium e Moesziomyces foram originalmente classificadas juntas como
Pseudozyma sp., com base em caracteristicas morfoldgicas e fisioldogicas. No entanto, analises filogenéticas
recentes baseadas em genes ribossdmicos e proteicos resultaram na transferéncia dessas espécies para novos
géneros dentro da classe Ustilaginomycetes. Além disso, as espécies Pseudozyma hubeiensis e Pseudozyma
tsukubaensis também foram reclassificadas, mas como ainda ndo receberam um novo nome, estdo sendo
denominadas temporariamente de P. hubeiensis pro tempore (pro tem.) e P. tsukubaensis pro tem. (BECK;
WERNER; ZIBEK, 2019).
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Embora a fungdo bioldgica dos MELs ndo seja completamente compreendida,
acredita-se que este glicolipidio possa atuar como molécula de armazenamento de energia e
contribuir na colonizagdo, por aumentar a disponibilidade de nutrientes em superficies
hidrofobicas (KITAMOTO; ISODA; NAKAHARA, 2002). Como o primeiro relato sobre a
producdo de MELs foi relacionada a espécie Ustilago maydis, os estudos foram direcionadas
a este fungo filamentoso, o que possibilitou a identificacdo dos genes, a suposi¢do da via
metabolica e a localizagao subcelular das enzimas envolvidas em sua biossintese (HEWALD

et al., 2006; FREITAG et al., 2014).

A sintese de MELs abrange uma série de enzimas residentes em diferentes
compartimentos celulares, cujos genes envolvidos estdo rearranjados em um cluster génico,
facilitando desse modo a sua ativagdo e regulagdo. O gene emt! codifica a manosiltransferase
vacuolar Emtl, envolvida no primeiro passo da via biossintética: a manosilagao do eritritol a
partir de uma guanosina difosfato manose (GDP-manose - Guanosine Diphosphate Mannose)
para a formagdo do dissacarideo manosileritritol. Os genes macl e mac2 codificam duas
aciltransferases peroxissomais Macl e Mac2, especificas em regiosseletividade e nas suas
preferéncias pelo comprimento dos acidos graxos, sendo responsaveis pelas acilacdes do
manosileritritol em C2° e C3’ com cadeias acil-CoAs curtas ¢ médias ou longas,
respectivamente, provenientes da -oxidacdo peroxissomal, para a geragdo do MEL mono-
e/ou diacilado. O gene matl codifica a acetiltransferase Matl ancorada a membrana interna e
relacionada com a acetilagdo do glicolipidio nas regides C4’ e/ou C6’, originando os MELs
mono- e/ou diacilado mono- e/ou diacetilados. E, o gene mmfl codifica uma proteina
transmembrana da superfamilia dos principais facilitadores (MFS - Major Facilitator
Superfamily), para mediar a secrecdo dos MELs para o meio extracelular (Figura 2.3)

(HEWALD et al., 2005; 2006; FREITAG et al., 2014; SAIKA et al., 2018).

Entretanto, Freitag et al. (2014) investigaram a atividade das aciltransferases Macl e
Mac2 no citosol da espécie U. maydis, pela remocao do peptideo sinal peroxissomal (PTS1 -
Peroxisomal Targeting Signal Type 1), presente na regido C-terminal destas enzimas. O
direcionamento de ambas aciltransferases para o citoplasma da cepa recombinante ndo
bloqueou a sintese de MELs e levou a produ¢do dos mesmos variantes, porém, com um
padrdo de acilagdo alterado, quando comparado com o produto secretado pela cepa selvagem.
A composi¢do de acidos graxos apresentou uma variabilidade substancialmente reduzida, o
que segundo os autores, ocorreu provavelmente devido ao menor espectro de cadeias acil-

CoAs disponiveis no citosol, em compara¢do com o peroxissoma.
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Figura 2.3. Biossintese de manosileritritol lipidios descrita para a espécie Ustilago maydis UM521. Os
genes emtl, macl, mac2, matl e mmfI estdo rearranjados em um cluster génico localizado no cromossomo
7. A manosiltransferase vacuolar Emtl ¢€ responsavel pela manosilagdo do eritritol através da GDP-manose
(guanosina difosfato manose) para a formacdo do manosileritritol. O dissacarideo ¢ encaminhado para o
peroxissoma, onde sofrera acilacdo pela ag¢do das aciltransferases Macl e Mac2, a partir de cadeias acil-
CoAs provenientes da B-oxidacdo peroxissomal. O MEL diacilado ¢ direcionado ao citosol e pode sofrer
acetilagdes pela acetiltransferase Matl. O glicolipidio diacetilado (MEL-A), monoacetilado (MEL-B, -C)
e/ou desacetilado (MEL-D) sintetizado ¢, entdo, secretado pela proteina transmembrana MMF1. GDP:
guanosina difosfato. CoA4: coenzima A. (Adaptado de HEWALD et al., 2006; FREITAG et al., 2014).

A posteriori, o cluster responsavel para biossintese de MELs também foi encontrado
nas espécies M. antarcticus (MORITA et al., 2013), P. hubeiensis pro tem. (KONISHI;
HATADA; HORIUCHI, 2013), M. aphidis (LORENZ et al., 2014), P. tsukubaensis pro tem.
(SAIKA et al., 2016) e U. hordei (DEINZER et al., 2019). As sequéncias de aminoacidos das

proteinas envolvidas apresentaram elevado grau de identidade entre si (> 50% de homologia),

sugerindo similaridade nos mecanismos metabolicos empregados para sintese do glicolipidio

pelas cepas (SAIKA et al., 2016; DEINZER et al., 2019).
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2.2.1.2. Propriedades Fisico-Quimicas e Campos de Atua¢do

As propriedades fisico-quimicas dos MELs estdo relacionadas com a sua estrutura, que
por sua vez depende do microrganismo produtor e do substrato utilizado para sua sintese. Em
geral, o MEL-A ¢ o mais abundante, enquanto que MEL-D normalmente ¢ produzido em
menores concentracdes. Esta familia de moléculas tensoativas ¢ capaz de reduzir a tensdo
superficial para menos de 30 mN.m™!, com valores de CMC (Concentragdo Micelar Critica) na
faixa de 2,7-6,0x 10°mol.L"!, além de se organizar espontaneamente em estruturas singulares
(ARUTCHELVI et al., 2008) e apresentar boa estabilidade quando submetidas a elevadas

temperaturas, concentragdes de sais e em ampla faixa de valores de pH (SAJNA et al., 2013).

A microemulsdo de dgua-em-6leo (W/O - Water-in-Oil) comumente requer o uso de
uma mistura de agentes tensoativos com sal ou dlcool. No entanto, ja foi relatado que MEL-A
¢ capaz de formar microemulsdes W/O estaveis no sistema ternario MEL-A/agua/decano, sem
quaisquer outros aditivos, com didmetro variando de 20-60 nm e valor méximo da razdo
molar agua/agente tensoativo de 20, a qual ¢é tdo elevada como da lecitina de soja.
Adicionalmente, foi observada a formagao de vesiculas unilamelares gigantes (GUV - Giant
Unilamellar Vesicles) por MEL-B e -C, de didmetro maior do que 10 um em solucio aquosa,
indicando uma surpreendente propriedade de orientagdo molecular ¢ um equilibrio
hidrofilico-hidrofobico superior (KITAMOTO et al., 2009). Em contraste, foi verificado a
formagdo das fases L3 e Lo, por MEL-A e -D, respectivamente. A fase L3 ¢ geralmente
preparada a partir de sistemas com varios componentes, como agentes tensoativos com sal/co-
solvente ou dois polieletrolitos de cargas opostas. Curiosamente, MEL-A foi descrito como o
primeiro composto a demonstrar individualmente tal estrutura molecular. A fase La
normalmente ocorre em sistemas tensoativos concentrados, entretanto MEL-D mostrou
capacidade de formar este arranjo em todas as concentragdes. A diferenca causada pela
presenca do grupo acetila na por¢dao da manose, ¢ provavelmente muito importante para a auto

modelagem dos MELs (FUKUOKA et al., 2011).

Considerando as suas propriedades, os MELs encontram multiplas aplica¢des
industriais, englobando, principalmente, as areas cosméticas e farmacéuticas. As empresas
Kanebo, Daito Kasei Kogyo e Toyobo (Japao) tém comercializado e patenteado estas
moléculas como ingredientes cosméticos em formulagdes hidratantes de pele e cabelos e
fixadores de pigmentos. A Aventis Pharma (Alemanha) publicou uma patente relativa & um
glicolipidio produzido por U. maydis DSM11494 para ser utilizado no tratamento da

esquizofrenia ou doencas causadas por disfungdo metabolica de dopamina (ROELANTS et
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al., 2014). Ademais, ja foram descritos na literatura o uso promissor destes compostos na
atividade antitumoral e indutora de diferenciacdo celular, desenvolvimento de terapias
genéticas para transfeccdo de genes facilitada por lipossomas catidnicos, isolamento de
glicoproteinas, aditivo em agroquimicos e biopesticidas, e biodegradacdo de contaminantes

organicos e petroleo (ARUTCHELVI et al., 2008; YU et al., 2015; FUKUOKA et al., 2016).

2.2.1.3. Estratégias de Produg¢do e Recuperagdo

Os processos biotecnologicos de producdo de MELs ostentam elevadas produgdes
especificas do glicolipidio, principalmente a partir de substratos hidrofobicos como os 6leos
vegetais, em condi¢cdes de limitagdo de nitrogénio e/ou uma elevada razio C/N
(ARUTCHELVI et al., 2008). A preferéncia por tais compostos ocorre pelo fato da fragdo
lipidica ser gerada diretamente da oxidacdo parcial dos acidos graxos proveniente do 6leo,
sem requerer a sintese de novo, normalmente levando a formagdo de uma mistura de MELs

(Tabela 2.1) (KITAMOTO et al., 1998; FARIA et al., 2014; BECK; WERNER; ZIBEK, 2019).

Tabela 2.1. Produc¢do de manosileritritol lipidios em frascos agitados pelas espécies naturalmente produtoras
a partir de diferentes substratos, com suas produtividades (Qwmzr) € principais variantes de MELs sintetizados.

Microrganismos Substrato MEL QmEeL * Variantes
Produtores (Fonte de Carbono)  (g.L) (g.LLhh)* de MELs
Moesziomyces rugulosus Oleo de Soja 142.0 0211 MEL-A, -B, -C
NBRC10877 + Eritritol (8%)? ’ ’ Diacilado
Moesziomyces rugulosus . o MEL Monoacilado
JCM10323 Glicerol (10%) 1.3 0,007 MEL Diacilado
Octadecano (6%) 140,0 0,208 WALEL LY, 12, G0 D)
Diacilado
Oleo de Soja (8%)" 47,0 0,326 WALBILA S, 6, D
. ' Diacilado
Moesziomyces antarcticus
T-34 MEL-A, -B, -C, -D
4 o 0 “Ly "Dy TNy T
Oleo de Soja (8%) 40,0 0,238 Diacilado
. MEL Monoacilado
0
Glicose (10%) 5,6 0,033 MEL Diacilado
Glicerol (10%) MEL-A, -B, -C
) ) + Manose (2%)* 16,3 0,067 Diacilado
Moesziomyces antarcticus
JCM10317 _
Glicose (10%) 45 0,026 MEL Monoacilado

MEL Diacilado
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Continuacio

Moesziomyces antarcticus
PYCC5048T

Moesziomyces parantarcticus
JICM 11752

Moesziomyces aphidis
DSM70725

Moesziomyces aphidis
PYCC5535T

Moesziomyces aphidis
JCM10318

Pseudozyma hubeiensis
pro tem. SY62 AMATI

Pseudozyma hubeiensis
pro tem. KM-59

Pseudozyma tsukubaensis
pro tem. JCM16987

Pseudozyma tsukubaensis
pro tem. JCM10324 +LIPB

Pseudozyma tsukubaensis
pro tem. JCM10324

Ustilago siamensis

NII08165

Ustilago siamensis

CBS9960

Sporisorium sp.
aff. Sorghi SAM20

Ustilago maydis
DSM4500

Xilana (4%)

Celulose (4% m/v;
4% de glucana)

Palha de Trigo (6%
m/v; 4% de glucana)

Oleo de Soja (16%)?

Glicerol (10%)

Oleo de Soja (8%)?

Celulose (4% m/v;
4% de glucana)

Palha de Trigo (6%
m/v; 4% de glucana)

Glicerol (10%)

Oleo de Oliva
+ Glicose (10%)*

Oleo de Soja (4%)*

Oleo de Oliva (12%)

Oleo de Oliva (6%)
+ Glicerol (0,2%)*

Oleo de Oliva (4%)

Oleo de Ricino (10%)

Oleo de Soja (8%)

Oleo de Cartamo
+ Glicose (4%)

Oleo de Soja (4%)

Oleo de Girassol
(4,5%)*

1,3

2,9(SSF)°
4,0(SHF)®

1,1(SSF)*
1,4(SHF)®

106,7

4,6

75,0

1,9(SSF)
1,1(SHF)

0,9(SSF)
0,9(SHF)

1,6

91,6

74,3

45,0

37,0

25,0

22,0

34,0

18,5

32,0

30,0

0,006

0,012
0,017

0,004
0,006

0,158

0,027

0,312

0,007
0,004

0,003
0,003

0,009

0,545

0,19

0,375

0,308

0,148

0,130

0,157

0,085

0,190

0,208

MEL
Diacilado

MEL
Diacilado

MEL
Diacilado

MEL Diacilado;
MEL Triacilado

MEL Monoacilado
MEL Diacilado

MEL-A, -B, -C, -D
Diacilado

MEL
Diacilado

MEL
Diacilado

MEL Monoacilado
MEL Diacilado

MEL-D Diacilado
MEL Triacilado

MEL-A, -B, -C
Diacilado

MEL-B
Diacialdo

MEL-B
Diacilado

MEL-B
Diacilado

MEL-B
Diacilado

MEL-A, -B, -C
Diacilado

MEL-B, -C
Diacilado

MEL-A, -B, -C
Diacilado

MEL-A, -B
Diacilado
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Continuacio
Triodiomyces crassus Acido Oléico 46 0.027 MEL-A, -B, -C
CBS9959 + Glicose (4%) ’ ’ Diacilado
Ustilago shanxiensis . o MEL-B, -C
CBS10075 Oleo de Soja (4%) 27 0,028 Diacilado
Ustilago cynodontis . o MEL-C
NBRC7530 Ul b S e 1.4 LU Diacilado
Sporisorium scitamineum Suco de Laranja 251 0.149 MEL-B
NBRC32730 (22,4% de agucares) ’ ’ Diacilado
Hleo de Lula (5%) 9,6 0,057 Dil;/iiEé: ”
Dirkmeia churashimaensis
OK96
Glicose (5%) 3.8 0,031 Dﬁfﬁ;ﬁ‘o

Adaptada de BECK, WERNER e ZIBEK (2019).

* QwmeL calculado a partir das informagdes fornecidas pelos autores.

2 Cultivos com alimentagdo

b Abordagem de resting cells.

¢ SHF (Separate Hydrolysis and Fermentation) e SSF (Simultaneous Saccharification and Fermentation).

Entretanto, a produtividade dos bioprocessos ¢ geralmente baixa, variando de 0,13 -
0,37 g.L''h'! (Tabela 2.1), e as fermentagdes possuem altos custos operacionais, relacionados,
essencialmente, aos processos downstream. Isso porque, o uso de substrato lipidico leva a
coexisténcia de subprodutos, como 4cidos graxos livres, mono- e diacilglicerois, provenientes
de sua degradacdo por lipases extracelulares secretadas durante a fermentagdo, requerendo
complexos processos de extracdo e purificacdo do produto final. Desse modo, a recuperagao
do glicolipidio necessita de varias etapas com solventes organicos seguidos de cromatografia
em coluna para a obtencdo de altos niveis de pureza e separacdo dos diferentes MELs,

levando a perdas significativas no rendimento (RAU et al., 2005; FARIA et al., 2014).

Uma abordagem alternativa para a extragdo de MELs foi patenteada por Rau et al.
(2004). O principio se baseia no tratamento térmico da suspensdo da cultura a 110 °C por 10
min, onde ha a formacao de duas fases. A fase solida inferior apresentou 88% de MEL e
apenas pequenas quantidades, de 6,6 € 5,1% de acidos graxos e 6leo residual, respectivamente.
Além disso, 93% do MEL inicialmente presente na suspensdo da cultura, foram transferidos
para esta fase solida, indicando uma alta eficiéncia do processo. Porém, este método nao foi
testado em outros sistemas de producdo, especialmente quando as produgdes especificas de

MELSs sdo consideravelmente mais baixos (< 100 g.L™") (RAU et al., 2005).
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Assim, o uso de residuos de natureza hidrofilica, como materiais lignoceluldsicos e
glicerol, representa uma alternativa para a produ¢do sustentavel e rentavel de MELs, pela
redugdo dos custos do substrato e dos inconvenientes dos processos downstream. Porém, tais
substratos, assim como outros carboidratos, levaram a uma drastica redu¢do no rendimento
por certas estirpes produtoras (Tabela 2.1) (MORITA et al., 2007; FARIA et al., 2014; 2015).
Fukuoka et al. (2007) ao investigar a producdo extracelular de MEL de leveduras
representativas, utilizando de fontes de carbono hidrossoluveis em vez de oOleos vegetais,
detectou concentragdes maximas de aproximadamente 6 g.L"! do glicolipidio a partir de 10%
glicose, pelas leveduras M. antarcticus, M. aphidis, M. rugulosus, M. parantarcticus e
Pseudosyma pro tem. spp. Recentemente, Andrade et al. (2017) aplicaram a ultrafiltragdo com
membranas de 100 kDa MWCO (Molecular Weight Cut-Off) para a recuperacdo de MELs
presentes na espuma formada durante a fermentagao a partir da manipueira, em biorreatores
de bancada. O sistema levou a purificagdo do MEL em unica etapa, com recuperagao de 80%

do glicolipidio, se mostrando um método promissor.

A producdo de MELs também tem sido relatada por cepas engenheiradas, derivadas
das espécies naturalmente produtoras, para modificacdes no padrao de acilagdo e/ou
acetilacdo (BECK; WERNER; ZIBEK, 2019). A biossintese seletiva de grandes quantidades
de MEL-D foi alcancada devido a delecio do gene matl em P. hubeiensis pro tem.
(KONISHI; MAKINO, 2018). Em outra abordagem, Saika et al. (2018) construiu uma cepa
de P. tsukubaensis pro tem. capaz de produzir somente MEL monoacilado pela dele¢do do
gene que codifica a aciltransferase (PtMAC?2). Apesar destes avangos, a clonagem dos genes
envolvidos na sintese de MELs em microrganismos ndo produtores, sdo abordagens que ainda

nao foram exploradas.

2.2.2. PRODUCAO DE MANOSILERITRITOL LIPIDIOS POR Yarrowia lipolytica

Até o momento, ndo hé relatos na literatura da produ¢ao de MELs por Y. lipolytica.
Entretanto, esta levedura retine vantajosas propriedades para atuar como uma plataforma
alternativa para tal bioprocesso, incluindo intenso metabolismo lipidico (BEOPOULOS;
NICAUD, 2012), capacidade de produ¢do de eritritol a partir de subprodutos (RAKICKA et
al., 2016), altas densidades celulares durante o cultivo em biorreatores (VANDERMIES;
FICKERS, 2019) e versateis ferramentas de biologia sintética (LARROUDE et al., 2018b).
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2.2.2.1. Biossintese dos Precursores: Lipidios, Manose e Eritritol

O acumulo de lipidios por Y. lipolytica pode ocorrer através de duas vias metabolicas
distintas: via de sintese de novo e via de acumulacdo ex novo. Ambas as vias sao normalmente
induzidas quando a concentracao de nitrogénio no meio se torna limitante e a quantidade de
carbono presente esta em excesso. Isto porque, durante o crescimento microbiano, o fluxo de
nitrogénio ¢ direcionado para a sintese de acidos nucleicos e proteinas, enquanto que o fluxo
de carbono ¢ distribuido ndo s6 para o metabolismo destes, mas também de lipidios e
polissacarideos. No entanto, em baixos niveis de nitrogénio, a proliferagdo celular diminui
rapidamente, ao passo que a taxa de assimilacao de carbono ¢ reduzida de forma mais gradual.
Desse modo, as vias de sintese de acido nucleico e proteinas passam a serem reprimidas a
medida que outras sdo induzidas, resultando na canalizagdo preferencial do fluxo de carbono

para a sintese e acimulo de lipidios (RATLEDGE; WYNN, 2002; BEOPOULOS et al., 2009).

A via de novo envolve a formacao dos precursores da sintese de acidos graxos pela
atividade cooperativa das enzimas: AMP desaminase (AMPD - AMP Deaminase), ATP-citrato
liase (ACL — ATP-Citrate Lyase) e acetil-CoA carboxilase (ACC - Acetyl-CoA Carboxylase),
causando uma série de eventos regulatorios em cascata. Em condi¢des de limitagdo de
nitrogénio e altas concentragdes de substratos de natureza hidrofilica, hd uma rapida diminuigao
nos niveis intracelulares de adenosina monofosfato (AMP - Adenosine Monophosphate),
devido a acao da AMPD (RATLEDGE; WYNN, 2002). A baixa concentragdo de AMP causa
ainibicdo da isocitrato desidrogenase (IDH —isocitrate dehydrogenase), o que leva a regulagao
negativa do ciclo do 4cido tricarboxilico (TCA - Tricarboxylic Acid) e acimulo de citrato nas
mitocondrias. O citrato intramitocondrial em excesso ¢ transportado para o citosol, onde ¢
clivado pela ACL em acetil-CoA e oxalacetato. O acetil-CoA citosolico sofre carboxilagdao
pela ACC formando malonil-CoA, o qual ¢ adicionado a cadeia acil-CoA crescente pela agdo
do complexo multienzimatico acido graxo sintase (FAS - Fatty Acid Synthase), na presenga
do co-fator nicotinamida adenina dinucleotideo fosfato (NADPH - Nicotinamide Adenine
Dinucleotide Phosphate), fornecido pela via das Pentoses Fosfato (PPP - Pentose Phosphate
Pathway) (Figura 2.4) (BLAZECK et al., 2014; LAZAR; LIU; STEPHANOPOULOS, 2018).

Em contrapartida, a via ex novo envolve a incorporagdo de 4cidos graxos presentes no
meio e o seu armazenamento intracelular. Em condi¢do de excesso de substrato hidrofobico, a
levedura Y. lipolytica secreta lipases extracelulares para a hidrolise e liberagao de acidos
graxos livres. Estes sdo transportados para dentro da célula com auxilio de agentes

emulsificantes e posteriormente ativados pela adicdo da coenzima A, através da acdo da
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enzima acil-CoA sintetase (ACS - Acetyl-CoA Synthetase). Os acil-CoAs formados pelas vias
de sintese de novo e via de acumulagdo ex novo sdo empregados na montagem de
triacilglicerol ou outros lipidios, os quais podem ser utilizados para sintese de membrana,
acumulados em corpusculos lipidicos ou subsequentemente degradados pela B-oxidagdo

peroxissomal (Figura 2.4) (BEOPOULOS; NICAUD, 2012; GALVEZ-LOPEZ et al., 2019).
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Figura 2.4. Vias de acimulo de lipidios em Yarrowia lipolytica. Na via de novo, a limitagdo de nitrogénio
e elevadas concentragdes de glicose levam a um aumento da concentragao de acetil-CoA intramitocondrial,
decorrente da desaminagdo da AMP (adenosina monofosfato) pela acdo da enzima AMPD (AMP
desaminase), resultando na acumulagio de citrato nas mitocondrias. O citrato em excesso ¢ transportado
para o citosol e clivado em acetil-CoA e oxalacetato pela ACL (ATP citrato liase). O acetil-CoA
citosolico ¢ convertido em malonil-CoA pela ACC (acetil-CoA carboxilase). Esses precursores e o NADPH
fornecido pela via das PPP (pentoses fosfato) sdo empregados na sintese de acil-CoAs pelo FAS (acido
graxo sintase). Na via ex novo, os acidos graxos livres em excesso no meio, sdo transportados para o citosol
e ativados através da adicdo da coenzima A pela ACS (acil-CoA sintetase). Os acil-CoAs formados por
ambas as vias participam da sintese de triacilglicerol (TAG), que sdo estocados em corpusculos lipidicos e
degradados pela B-oxidacdo peroxissomal. G6P: glicose-6-fosfato. DHAP: dihidroxiacetona-fosfato. GAP:
gliceraldeido-3-fosfato. 4TP: adenosina trifosfato. Ru5P: ribulose 5-fosfato. X5P: xilulose 5-fosfato. E4P:
eritrose 4-fosfato. LPA: acido lisofosfatidico. PA: acido fosfatidico. DAG: diacilglicerol. PL: fosfolipidio.
FA:4cido graxo (Adaptado de MLICKOVA et al., 2004; ABDEL-MAWGOUD et al., 2018).
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A Dbiossintese de D-manose ¢ GDP-D-manose ¢ de extrema importincia para a
manuten¢do da atividade celular em eucariotos, participando das vias de sintese de
polissacarideos, glicoproteinas e glicolipidios (GAO; DEAN, 2000). A GDP-D-manose ¢
sintetizada a partir da frutose-6-fosfato em trés reagdes sucessivas, as quais incluem a
isomerizacdo em manose-6-fosfato catalisada por uma fosfomanose isomerase (MPI -
Mannose-6 Phosphate Isomerase), seguida de conversdo em manose-1-fosfato mediada por
uma fosfomanomutase (PMM - Phosphomannomutase) e adigdo de GDP por uma GDP-
manose pirofosforilase (GMP - GMP-Mannose Pyrophosphorylase) (Figura 2.5)
(HOLLANDS et al., 2019).
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Figura 2.5. Via de sintese de GDP-manose em Yarrowia lipolytica. A
frutose-6-fosfato proveniente da glicolise é isomerizada a manose-6-fosfato
pela enzima MPI (fosfomanose isomerase), a qual é convertida em manose-
1-fosfato pela PPM (fosfomanomutase). Esta recebe uma molécula de GDP
(difosfato de guanosina) pela agdo da GMP (GDP-manose pirofosforilase),
formando a GDP-manose. GTP: trifosfato de guanosina. PPi: pirofosfato
(Adaptado de HOLLANDS et al., 2019).

O mecanismo de producao de eritritol por Y. lipolytica ocorre em resposta a alta
pressdo osmotica do meio, gerada por elevadas concentragdes de sais, como NaCl e KCl, e/ou
carboidratos. Isso se deve pelo fato do eritritol atuar como osmoprotetor celular
(TOMASZEWSKA; RYWINSKA; GLADKOWSKI, 2012), estabilizando as enzimas e
permitindo a manuten¢ao das fungdes celulares em condi¢des osmoticas desfavoraveis
(BROWN, 1976). Além do eritritol, outros solutos compativeis podem ser produzidos, como
manitol e arabitol. No entanto, a produg@o de cada poliol pode ser modulada por fatores como

o pH, concentracao de sais e fonte de carbono (YANG et al., 2014; EGERMEIER et al., 2017).
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A via metabdlica proposta para obtenc¢do de eritritol por Y. lipolytica é acoplada a via
das pentoses fosfato até a sintese de eritrose 4-fosfato. Em situagdes de estresse osmotico e
pH acido, a eritrose-4-fosfato ¢ convertida em eritrose pela enzima eritrose-4-fosfato fosfatase
(E4PP - Erythrose-4-Phosphate Phosphatase), com subsequente redugdo a eritritol pela
enzima eritrose redutase (ER - Erythrose Redutase) e oxidagdo de NADPH (Figura 2.6)
(MOON et al., 2010). A maior atividade enzimatica da ER parece estar relacionada ao pH,
uma vez que em ambientes menos acidos, a producao de eritritol tem seu rendimento reduzido,

devido ao direcionamento da sintese de acido citrico (YANG et al., 2014).
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Figura 2.6. Vias de producéo e assimilag¢do de eritritol por Yarrowia lipolytica. O glicerol
empregado como fonte de carbono ¢ fosforilado pela enzima GK (glicerol quinase) e
subsequentemente desidrogenado para formar DHAP (dihidroxiacetona- fosfato), a qual ¢
convertida em GAP (gliceraldeido-3-fosfato). O GAP entra na via das PPP (pentoses
fosfato), onde a enzima TK (transcetolase) o converte em eritrose-4-fosfato, que ¢
desfosforilado pela E4PP (eritrose-4-fosfato fosfatase) e reduzido pela ER (eritrose redutase)
para formar o eritritol. Dependendo das condigdes ambientais, o eritritol pode ser
consumido, pela agdo das enzimas EDH (eritritol desidrogenase) e EK (eritrulose quinase),
levando a formagdo de eritrulose e eritrulose-fosfato, respectivamente. A eritrulose-fosfato
pode ser convertida a DHAP e participar da sintese de diferentes moléculas. NADH:
nicotinamida adenina dinucleotideo. NADP*: nicotinamida adenina dinucleotideo fosfato
(Adaptado de MIRONCZUK et al., 2016; CARLY et al., 2018).

Outro fator que também diminui o rendimento de produgdo do eritritol por Y.
lipolytica, € o fato deste poliol também poder ser catabolizado. Recentemente, os genes EYD/
e EYKI que codificam as enzimas eritritol desidrogenase (EDH - Erythritol Dehydrogenase),

que converte o eritritol em eritrulose, e eritrulose quinase (EK - Erythritol Kinase), a qual
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fosforila a eritrulose em eritrulose fosfato, respectivamente (Figura 2.6), foram identificados
em Y. lipolytica. Carly et al. (2018) e Park et al. (2019) silenciaram os genes EYDI ¢ EYKI e
mostraram que as cepas edhlIA e/ou eykIA foram incapazes de crescer apenas na presenca de
baixas concentragdes de eritritol como tnica fonte de carbono, o que favoreceu a sua secre¢ao

para o meio extracelular.

Alguns estudos anteriores relataram que a sintese de eritritol a partir de glicerol
alcanca maiores rendimentos de producdao, em comparagao com a glicose (RYMOWICZ;
RYWINSKA; MARCINKIEWICZ, 2009; RYWINSKA et al., 2013). Embora ndo seja uma
reacdo redox balanceada, uma vez que requer uma quantidade liquida de cofatores oxidados, ¢
mais vantajoso do que usar glicose, ja que havera um consumo de cofatores reduzidos que
devem ser reabastecidos por oxidag¢do da glicose (CARLY et al., 2017). Ademais, o uso do
glicerol purificado ou residual por Y. lipolytica também tem gerado resultados promissores
para o acumulo de lipidios (RAKICKA et al., 2015; BACK et al., 2016). Assim, visto a
demanda pela valorizacdo de subprodutos industriais e a bioconversao eficaz do glicerol em
precursores da biossintese de MELs por esta levedura, a clonagem das enzimas envolvidas no
metabolismo desse glicolipidio em Y. lipolytica podera solucionar os problemas ambientais e

econdmicos deste bioprocesso.

2.2.2.2. Alternativa de Co-Expressdo Génica. Peptideo Autocatalitico 24

Em eucariotos, as estratégias para clonagem de multiplos genes requerem a montagem
de vérios cassetes individuais ou a constru¢ao de proteinas de fusdo, que apresentem um sitio
de reconhecimento de uma protease para a clivagem proteolitica e separacao das proteinas
fusionadas. No entanto, a primeira estratégia torna-se dificultada em casos de genes muito
longos, enquanto que a segunda ¢ bastante complexa, pela necessidade da expressdo de uma
protease especifica no mesmo compartimento celular que as proteinas fusionadas serdo
direcionadas, para que ocorra a separacdo € as mesmas nao sejam acumuladas na célula

(OSBORN et al., 2005; CHUANG et al., 2010).

Uma alternativa corresponde ao uso de peptideos capazes de proporcionar
autocatalise. Estes peptideos autocataliticos foram inicialmente observados em alguns virus da
familia Picornaviridae, como o virus da febre aftosa (FMVD - Foot and Mouth Virus

Disease), no qual foram identificados os peptideos autocataliticos 2A e 2B, que tém sido
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extensivamente explorados como ferramentas de clonagem em biologia sintética

(DONNELLY et al., 2001a; EL AMRANI et al., 2004; ARAUJO et al., 2015).

Os estudos iniciais de Ryan, Belsham e King (1989) mostraram que os peptideos 2A e
2B encontram-se localizados entre genes virais € promovem autoclivagem durante a tradugao,
permitindo a liberagdo de proteinas maduras a partir de um tnico mRNA, em um processo
posteriormente denominado de ribosomal skipping (salto ribossomal) por Donnelly et al.

(2001b) (Figura 2.7).
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Figura 2.7. Atividade do peptideo autocatalitico 2A. A proteina upstream ao
peptideo autocatalitico € traduzida até a adigdo da ultima glicina (G) do 2A (i).
O peptidil-tRNA ¢ translocado do sitio A para o P (ii) e possibilita a entrada do
tRNAP™ (RNA transportador ligado ao aminoacido prolina) (iii), o qual é
incapaz de atacar a ligagdo éster peptidil-tRNAS", permitindo que ocorra a
hidrolise da ligagao entre o tRNA e o polipeptideo (iv) para a sua liberagdo (v).
O tRNA desacilado presente no sitio P viabiliza a translocagéo do tRNAP™, ao
invés do em vez do peptidil-tRNA, dos sitios A para P, para a tradugdo da
proteina downstream ao peptideo 2A seguir até o stop codon (vi). mRNA:
RNA mensageiro. Sitio A: sitio aminoacil-tRNA. Sitio P: sitio peptidil-tRNA.
Sitio E: sitio de saida (Adaptado de DONNELLY et al., 2001b).
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Tal mecanismo envolve o bloqueio da tradugdo pelo ribossomo na regido entre a
ultima glicina do 2A e a primeira prolina (P) do 2B, devido a sequéncia motivo caracteristica
DXEXNPG P. Esta sequéncia provavelmente adota uma conformacgdo desfavoravel no sitio
de saida, que prejudica a formacao da ligacdo peptidica entre a G no sitio P e o fraco
aminoacido nucleofilico P no sitio A. Assim, ha a translocacdo da proteina upstream nascente
nos sitios ribossomais até a sua liberacdo, contendo em sua por¢do C-terminal toda a extensao
do 2A. A continuidade da tradugdo, ocorre a partir da P do 2B até o stop codon, e por isso, a
proteina downstream permanece com este peptideo em sua por¢cao N-terminal (Figura 2.7)
(RYAN; KING; THOMAS, 1991; ATKINS et al., 2007). Os autores também observaram que
a sequéncia composta por 16 aminodcidos do peptideo 2A (NFDLLKLAGDVESNPG),
seguida apenas de uma P na regido C-terminal proveniente do peptideo 2B, era suficiente para
promover a clivagem durante a traducdo. Além disso, foi verificado que os residuos do
peptideo autocatalitico remanescentes nas proteinas ndo eram capazes de afetaras suas

atividades (RYAN; KING; THOMAS, 1991).

Adicionalmente, Donnelly et al. (2001a) potencializaram a atividade catalitica do
peptideo 2A em mais de 99% pela adi¢do de 14 aminoécidos do capsideo 1D do FMVD a sua
regido N-terminal, e observaram que o uso dessa sequéncia garante uma propor¢do de
expressao de 1:1 dos genes fusionados, o que € interessante para insercao de rotas metabolicas
em que o balanco enzimatico ¢ um fator importante. Varios estudos utilizaram o peptideo 2A
otimizado para a co-expressdo de até trés genes com sucesso em diferentes células
eucaridticas (EL AMRANI et al., 2004; LEE et al., 2012; RASALA et al., 2012; ARAUJO et
al., 2015), embora ainda ndo tenha relatos na literatura sobre seu uso em Y. lipolytica até o

presente momento.
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2.3. OBJETIVOS ESPECIFICOS

Os objetivos especificos desta etapa do trabalho foram:

e Construir cepas recombinantes de Y. lipolytica para a sintese de MELs pela
clonagem dos genes emtl, macl ¢ mac2 fusionados ao peptideo 2A em um unico

cassete de expressdo, e em cassetes independentes;

e Investigar a capacidade de produgdo de MELs pelas cepas recombinantes

utilizando como substratos os precursores manose € eritritol;
e Clonar a o gene mmfl, que codifica a proteina transmembranar, nos
recombinantes produtores e verificar a sua influéncia na secre¢ao dos MELs

sintetizados;

e Avaliar a capacidade de produgdo de MELs a partir de glicerol pelas cepas

recombinantes produtoras;

e (Caracterizar a estrutura dos MELs recuperados por espectrometria de massas.
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2.4. MATERIAIS E METODOS
2.4.1. PROCEDIMENTOS EXPERIMENTAIS

Os procedimentos experimentais realizados na elaboracao desta etapa do estudo foram

esquematizados no organograma presente na Figura 2.8.
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Figura 2.8. Representacdo esquematica dos experimentos realizados para a biossintese de manosileritritol
lipidios por Yarrowia lipolytica geneticamente modificada. TS: tensdo superficial. /E: indice de
emulsificacdo. 7LC: cromatografia em camada delgada. HPLC-RID: cromatografia liquida de alta
eficiéncia com o detector de indice de refragdo. GC-MS: cromatografia gasosa acoplada & espectrometria de
massas. ESI-MS: espectrometria de massas com ionizagao eletrospray. A linha pontilhada destaca as etapas
desenvolvidas no INRAE (Jouy-en-Josas, Franga), sob orientagdo do Prof. Jean-Marc Nicaud.
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2.4.2. GENES, MICRORGANISMOS, PLASMIDEOS E OLIGONUCLEOTIDEOS

Os genes, microrganismos, plasmideos e oligonucleotideos usados nesta etapa do

trabalho foram listados na Tabela 2.2.

Tabela 2.2. Lista dos genes, microrganismos, plasmideos e oligonucleotideos utilizados no estudo sobre a

sintese de manosileritritol liiidios ior Yarrowia IiEOIEtica recombinante.

Numero de Acesso

Nome (GenBank) Espécie de Origem  Tamanho (pb) Referéncia
emtl XM 011391166.1 Ustilago maydis 521 1.848 Kémper et al. (2006)
macl XM 011391165.1 Ustilago maydis 521 1.776 Kémper et al. (2006)
mac?2 XM 011391228.1 Ustilago maydis 521 1.653 Kéamper et al. (2006)
mmf1 XM 011391164.1 Ustilago maydis 521 1.860 Kéamper et al. (2006)

MICRORGANISMOS

Nome? Aplicacio / Descricao Fonte
Escherichia coli Clonagem, propagacdo e estoque dos plasmideos. Genotipo: F | Invitrogen
DH5a ®80/acZAM1S, (lacZYA-argF)A U169, recAl, endAl,
hsdR17(tK—mK+), phoA, supE44 ) —, thi 1, gyrA96, relAl.
Yarrowia lipolytica  Clonagem dos genes de interesse para produg¢do de MELs. Yeastern

Polg Genotipo: MatA, leu2-270, ura3-302::URA3, xpr2-332, axp-2. Biotech
Fenotipo: Leu , AEPA, AXPA, Suc”, plataforma pBR322.

Yarrowia lipolytica  Controle negativo nos ensaios para a produgdo de MELs pelas INRAE
M (JMY1350) cepas JME" e JME . Gendtipo: MatA, ura3-302-URA3-  Larroude et al.
zeta, leu2-270-LEU2-zeta,  xpr2-322, lip2A, lip7A, lip8A. (2019)
Fenotipo: Leu", Ura®, AEPA, Lip2A, Lip7A, Lip8A.

Yarrowia lipolytica  Clonagem dos genes de interesse para producdo de MELs. INRAE

JME* (IMY7121) Genotipo:  MatA, ura3-302, leu2-270-LEU2-zeta, xpr2-322, Park et al.
lip2A, lip7A, lip8A, Iys5A. Fenétipo: Leu’, Ura , Lys , EYK1", (2019)
AEPA, Lip2A, Lip7A, Lip8A.

Yarrowia lipolytica  Clonagem dos genes de interesse para producdo de MELs. INRAE

JME (JMY7126) Genotipo:  MatA, ura3-302, leu2-270-LEU2-zeta, xpr2-322, Park et al.
lip2A, lip7A, lip8A, Iys5A, eykIA. Fenédtipo: Leu’, Ura, Lys , (2019)

EYKI , AEPA, Lip2A, Lip7A, Lip8A.

PLASMIDEOS

Nome? Aplicacao / Descricao Fonte

pYLEXI Vetor integrativo baseado na plataforma pBR322 para Yeastern
expressdo dos genes emtl, macl e mac2 fusionados em Biotech
Yarrowia lipolytica. Marca de selecdo AmpR (bactéria) e

LEU? (levedura), promotor hp4d, e terminador XPR2t.

pCR4-Blunt-TOPO Vetor doador utilizado para a clonagem dos genes emtl,
macl e mac2 e montagem do pGG-emtl-macl-mac2 pelo

Golden Gate. Marca de selecdo KanR.

Invitrogen




MANOSILERITRITOL LIPIDIO | 65

Continuacio
pUC57-MMF1 Vetor doador contendo o gene MMF'I para a montagem do GenScript
(E4720) pGG-mmfl pelo Golden Gate. Marca de selecdo KanR.
pSB1A3-ZetaUP-URA3-  Vetor de destino para a montagem do pGG-emtl-macl-
RFP-ZetaDOWN mac2 pelo Golden Gate contendo marca de selecdo AmpR INRAE
(GGE114) (bactéria) e URA3 (levedura) e sitio de inser¢do zeta, ¢ o Larroude et al.
cromoforo RFP para identificagdo visual dos clones (2019)
bacterianos positivos.
pCR4Blunt-TOPO- Vetor doador contendo o promotor pTEF (posi¢ao P1) para INRAE
P1 pTEF (GGE144) a montagem dos pGG-emtl-macl-mac2 ¢ pGG-mmfl pelo Celinska et al.
Golden Gate. Marca de selecao KanR. (2017)
pCR4Blunt-TOPO- Vetor doador contendo o promotor pTEF (posicao P2) para INRAE
P2 pTEF (GGE006) a montagem do pGG-emtl-macl-mac2 pelo Golden Gate. Celinska et al.
Marca de selecdo KanR. (2017)
pCR4Blunt-TOPO-P3 Vetor doador contendo o promotor pTEF (posicao P3) para INRAE
pTEF (GGE291) a montagem do pGG-emtl-macl-mac2 pelo Golden Gate. Celinska et al.
Marca de selecdo KanR. (2017)
pCR4Blunt-TOPO-T1 Vetor doador contendo o terminador Lip2 (posicdo T1) INRAE
Lip2 (GGEO014) para a montagem do pGG- emtl-macl-mac2 pelo Golden Celinska et al.
Gate. Marca de selegdo KanR. (2017)
pCR4Blunt-TOPO- Vetor doador contendo o terminador Lip2 (posicdo T2) INRAE
T2 Lip2 (GGEO015) para a montagem do pGG- emtl-macl-mac2 pelo Golden Celinska et al.
Gate. Marca de selegdo KanR. (2017)
pCR4Blunt-TOPO- Vetor doador contendo o terminador Lip2 (posicdo T3) INRAE
T3 Lip2 (GGE080) para a montagem do pGG- emtl-macl-mac2 pelo Golden Celinska et al.
Gate. Marca de selecdo KanR. (2017)
pSB1A3-GB3 Vetor de destino para a montagem do pGG-mmfl pelo INRAE
(GGE029) Golden Gate. Marca de selecdo AmpR. Celinska et al.
(2017)
pCR4Blunt-TOPO-Zeta-  Vetores doador contendo o sitio de inser¢do zeta para a INRAE
Notl Up (GGE067) montagem do pGG-mmfl pelo Golden Gate. Marca de Celinska et al.
selecdo KanR. (2017)
pCR4Blunt-TOPO-Zeta  Vetores doador contendo o sitio de insercdo zeta para a INRAE
Notl Down (GGE038) montagem do pGG-mmfl pelo Golden Gate. Marca de Celinska et al.
selecdo KanR. (2017)
pCR4Blunt-TOPO- Vetor doador contendo o gene LYS5 para a montagem do INRAE
M-LYSS5 (GGE176) pGG-mmfl pelo Golden Gate. Marca de selegdo KanR. Celinska et al.
(2017)
pCR4Blunt-TOPO- Vetor doador contendo o terminador Lip2 (posigdo T1-3) INRAE
TLip2 (E-L) (GGE020)  para a montagem do pGG-mmf1 pelo Golden Gate. Marca  Celinska et al.
de selegdo KanR. (2017)
Vetor integrativo contendo o LYS5 cassete para
IMP62-Lys5ex reconstituicdo da prototrofia em cepas Lys . Marca de INRAE

(E3265)

selecdo KanR e sitio de inser¢ao zeta.
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Oligonucleotideos Sequéncia (5°—3’)" Tm (°C) Amplicon (pb)
Fw-emt1-GG ggGGTCTCtAATGaaggtggecectgctgge 68 1.871
Rv-emt1-GG ggGGTCTCtTAGACTAgtcagatcccacggtggaag 67 1.871
Fw-macl-GG 2gGGTCTCtACA Aatgattaacaacgcccteeg 65 1.793
Rv-macl-GG ggGGTCTCtATCCCTAgaagacaggagcggtagegt 69 1.793
Fw-mac2-GG ggeGGTCTCtCCACatgcaggctgacaagcacge 71 1.670
Rv-mac2-GG ggGGTCTCtATAC Cctactcaggggcgtcaacaggaa 68 1.670
Fw-emtl gctaccaagaaggacctctacgecc 62 473
Rv-emtl cctccagactgetegtacagteget 63 473
Fw-macl agtccatgctgtacctcattctgee 60 693
Rv-macl cctgcattcgggagaaagagggctc 63 693
Fw-mac2 caccattctgaccaccaaccacacc 61 860
Rv-mac2 ccatagcggaaatgatgtgagggogt 60 860
Fw-mmf1 (1) gcactcttggecgtggatettet 61 363
Rv-mmf1 (1) gtttgcacgtaggcaaccgagg 61 636
Fw-mmf1 (2) cacccaccaggtgtcttcaagtct 60 1.064
Rv-mmf1 (2) accgcectcctagaccctggatac 61 1.064
Fw-EM2A cattctcgetgagegaticg 56 1.136
Rv-EM2A ggaacagggtgttgaagacc 56 1.136
Fw-MM2A cattacct acctcgcectetg 55 1.208
Rv-MM2A cagcagtctcgtcaatccac 56 1.208
Fw-LYS5 gtttttctctccaactgecaaca 56 1.032
Rv-LYSS5 ccagagcgatcacatgattg 53 1.032

2A nomenclatura em parénteses dos microrganismos e plasmideos refere-se ao ntimero de depdsito no
laboratério BIMLip (INRAE, Jouy-en-Josas, Franga).

PAs letras maiusculas na sequéncia dos oligos indicam: o sitio de restrigio para Bsal (em negrito); as
saliéncias para o Golden Gate Assembly nas posigdes G1 (em vermelho), G2 (em verde) e G3 (em azul); e
0 stop codon (sublinhado).

Os genes emtl, macl, mac2 e mmf1 foram alinhados contra o genoma de referéncia de
Y. lipolytica através do algoritmo Basic Local Alignment Search Tool X (BLASTX), pelo
banco de dados do National Center for Biotechnology Information (NCBI) e/ou Genome
Resources for Yeast Chromosomes (GRYC) para a busca de genes homologos. Os
oligonucleotideos foram desenhados com auxilio dos softwares Benchling ou Snapgene. As
culturas foram estocadas em solugdo de glicerol 20% (m/v) a —80 °C até a realizacao dos

experimentos.

Todas as técnicas de biologia molecular foram realizadas conforme previamente

descrito por Sambrook e Russell (2001), salvo exceg¢des indicadas.
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2.4.3. MEIOS DE CULTIVO E REAGENTES
Os meios de cultivo utilizados neste estudo foram:

o Meio LB (Luria Bertani)—extrato de levedura 0,5%, triptona 1%, NaCl 0,5% (m/v).

o Meio YPD (Yeast extract Peptone Dextrose)—extrato de levedura 1%, peptona 2%,

glicose 2% (m/v). Para tamponamento em pH 4 foi utilizado tampao citrato 50 mM.

o Meio YNB (Yeast Nitrogen Base) — base nitrogenada de leveduras sem
aminoacidos 0,17%, NH4Cl 0,5%, glicose 2% (m/v) e tampao fosfato (KH2POs-
Na;HPO4) 50 mM, pH 6.8.

O meio LB foi suplementado com os antibidticos ampicilina (LB-Amp) ou canamicina
(LB-Can) (ambos Sigma-Aldrich) para concentragdes finais de 100 ou 50 pg.mL™
respectivamente, de acordo com a marca de sele¢do do plasmideo de interesse. O meio YNB
foi acrescido de 0,8 g.L'! de lisina (YNB-Lis) (Sigma-Aldrich) para o cultivo de cepas
auxotroficas LYS5. Quando necessario, foi adicionado agar bacteriologico 1,5% (m/v) aos

meios liquidos para a obten¢ao dos meios solidos.

A investigacdo da producdo de MELs pelas cepas recombinantes foi realizada em
meio YNB modificado: os meios YNBEM e YNBG, onde a glicose foi substituida por
glicerol puro 8% (m/v) (YNBG8%) (Labsynth) e diferentes concentragdes de eritritol (0,5-2%;
m/v) (YNBEO,5-2%) acrescido de manose (0-2,5%; m/v) (YNBE1%MO0-2,5%) (ambos
Sigma-Aldrich). Alternativamente, o meio YNBG sofreu alteracdes pela adicao de glicerol 12%

e NH4C10,2% (m/v) para a razdo C/N 105 (molC.moIN") e pH 4.

As reagdes de amplificagio dos genes de interesse foram realizadas por Q5 High-
Fidelity DNA Polymerase (New England Biolabs) ou GoTaq® Green Master Mixes (Promega).
Os genes clonados no pCR4-Blunt-TOPO pelo Zero Blunt™ TOPO™ PCR Cloning Kit for
Sequencing (Invitrogen) foram previamente purificados com o kit NucleoSpin® PCR Clean-up
(Macherey-Nagel) e posteriormente sequenciados pelo método de Sanger através do Mix2Seq
Kit (Eurofins Genomics) para subsequente alinhamento pelo CLUSTAL W. A extracao do
DNA plasmidial foi realizada pelos kits PureYield™ Plasmid Mini-prep (Promega) ou
NucleoSpin® Plasmid (Macherey-Nagel). As endonucleases de restricdo, ligases e quinases
foram obtidas da New England Biolabs, enquanto que os oligonucleotideos foram fornecidos

pela Eurofins Genomics ou Integrated DNA Technologies € a 4dgua livre de nucleases pela
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Invitrogen ou Quiagen. Todas as reagdes foram realizadas de acordo com as instrugdes do

fabricante.

Os demais reagentes utilizados nos ensaios de extragdo, identificacao, quantificagdo e
caracterizacdo dos MELs produzidos possuiam elevado grau de pureza (> 99%) e serdo

indicados mais adiante.

2.4.4. CLONAGEM DOS GENES DE INTERESSE EM Yarrowia lipolytica

2.4.4.1. Construgdo dos Vetores de Expressdo
o Vetor pYLEX-emtl-macl-mac2

O vetor pYLEX-emtl-macl-mac2 foi desenvolvido a partir da fusdo dos genes emt1,
macl, mac2 ao peptideo 2A do FMVD (F2A). Os stop codons de emtl (5’-TGA-3") e macl
(5°-TAG-3’), bem como o peptideo sinal de macl (5’-GCTCGTCTC-3") e mac2 (5°-
GCCAAGCTC-3’) foram removidos, e a sequéncia aprimorada do F2A foi adicionada entre
os genes, para a constru¢do do inserto. Este teve os coddons otimizados para expressao em Y.
lipolytica e foi sintetizado no pUCS57 para sub-clonagem no pYLEXI, pela empresa
GenScript.

o Vetores pGGA-emtl-macl-mac2 e pGGA-mmf1

Os vetores pGG-emtl-macl-mac2 e pGG-mmf1 foram construidos pelo sistema GGA,
segundo Celinska et al. (2017) e Larroude et al. (2019) com algumas modificagdes. Os
oligonucleotideos Fw-emtl-GG/RV-emtl-GG, Fw-macl-GG/RV-macl-GG e Fw-mac2-
GG/RV-mac2-GG contendo as saliéncias desejadas e sitios de restrigdo para Bsal foram
usados para amplificar os genes de interesse a partir do pUCS57-emtl-macl-mac2, conforme
apresentados na Tabela 2.2. O gene mmfI teve os codons otimizados e foi adicionado das
saliéncias requeridas e sitios de restricdo para Bsal, para subsequente sintese no vetor pUC57

pela empresa GenScript.

As sequéncias amplificadas foram purificadas e clonadas no vetor doador pCR4-
Blunt-TOPO para subsequente transformacdo em células de E. coli quimiocompetentes,
dando origem aos plasmideos TOPO-emtl, TOPO-macl e TOPO-mac2. Estes foram

extraidos e verificados por digestdo com a enzima Bsal, PCR com os oligos especificos (Fw-
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emtl/Rv-emtl, Fw-macl/Rv-macl e Fw-mac2/Rv-mac2) e inespecificos (M13fw/M13rv

fornecidos pela Invitrogen) e sequenciamento.

Para a montagem dos vetores de expressao, cada plasmideo contendo os fragmentos
do GGA foram quantificados (NanoDrop, Thermo Fisher Scientific) e misturados em

concentragdes equimolares de aproximadamente 50 pmol, para as seguintes construcdes:

() pGGA-emtl-macl-mac2 — os vetores doadores com os promotores pTEF, os genes
emtl, macl e mac2, e os terminadores tLip2 foram pré-montados em trés diferentes
reagOes para cada cassete de expressao (pCR4Blunt-TOPO-P1 pTEF, TOPO-emtl e
pCR4Blunt-TOPO-T1 Lip2; pCR4Blunt-TOPO-P2 pTEF, TOPO-macl e pCR4Blunt-
TOPO-T2 Lip2; e pCR4Blunt-TOPO-P3 pTEF, TOPO-mac2 e pCR4Blunt-TOPO-T2
Lip2) com 5 U de Bsal, 200 U de T4 DNA ligase, 1 pL. do tampao da enzima 10X e
agua livre de nucleases para volume final de 10 pL, em ciclo térmico de [37 °C por 3
min, 16 °C por 2 min] x 30, 55 °C for 5 min, 80 °C for 5 min, 15 °C oo.
Posteriormente, 10 pL das reagdes de pré-montagem foram misturadas com o vetor de
destino (pSB1A3-ZetaUP-URA3-RFP-ZetaDOWN) e 20 U de Bsal, 400 U de T4
DNA ligase, 4 pL do tampao da enzima 10X e 4gua livre de nucleases para volume
final de 40 pL,

(II) pPGGA-mmfl — o vetor de destino (pSB1A3-GB3) e os vetores doadores com o
promotor pTEF (pCR4Blunt-TOPO-P1 pTEF), terminador tLip2 (pCR4Blunt-TOPO-
TLip2 (E-L)), marca de selecdo LYS5 (pCR4Blunt-TOPO-M-LYS5), sitios de inser¢do
zeta (pCR4Blunt-TOPO-Zeta-Notl Up e pCR4Blunt-TOPO-Zeta-Notl Down) e o
gene mmf1 (pUCS57-mmf1) foram adicionados a 10U de Bsal, 400 U de 74 DNA ligase,

2 uL do tampao da enzima 10X agua livre de nuclease para volume final de 20 pL.

As reagdes foram conduzidas em termocilador (Applied Biosystems) com o seguinte
ciclo térmico: [37 °C por 5 min, 16 °C por 5 min] x 50, 55 °C for 5 min, 80 °C for 5 min, 15
°C oo; e cerca de 10 pL foi usado para transformacgao de células de E. coli quimiocompetentes.
As coldnias crescidas com coloragdo branca foram rastreadas para a identificacdo da
montagem correta dos vetores de expressdo através da PCR de colonia ou PCR do plasmideo
extraido, com os oligos Fw-emtl/Rv-emtl, Fw-macl/Rv-macl e Fw-mac2/Rv-mac2 para o
pGG-emtl-macl-mac2 e Fw-mmfl(1)/Rv-mmfl(1) para o pGG-mmfl, assim como

linearizagdo com Notl.
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2.4.4.2. Transformagdo de Escherichia coli Quimiocompetente

As células quimiocompetentes de E. coli foram preparadas pelo método do cloreto de
calcio para posterior transformacao com os plasmideos de interesse pelo método do choque
térmico. A cepa DH5a foi crescida em 5 mL de meio LB a 37 °C sob agitagdo de 160 rpm
overnight. Em seguida, 1 mL do cultivo foi transferido para 100 mL de meio LB e mantido a
37 °C e 180 rpm até a cultura atingir a densidade optica em 600 nm (DOgoonm) entre 0,2 e 0,4.
Aproximadamente, 40 mL do cultivo foram mantidos no gelo por 15 min e centrifugados a 4
°C ¢ 10.000 rpm por 1 min. Os pellets foram ressuspendidos em 10 mL da solugdo de CaCl,
50 mM previamente resfriada e centrifugados a 4 °C ¢ 10.000 rpm por 1 min. Esta etapa foi
repetida por mais uma vez e entdo, as células foram ressuspendidas em 3 mL da solugdo de
CaCl; 50 mM contendo glicerol 15% (m/v). Aliquotas foram transferidas para microtubos, os

quais foram mantidos a —80 °C até o passo seguinte.

Para a transformacao, foi adicionado cerca de 1-2 pL contendo 100-250 ng do DNA
plasmidial as células quimiocompetentes. Estas foram submetidas a um banho de gelo por 30
min e imediatamente em seguida, incubacdo a 42 °C por 30 s e em gelo por 1 min. Apos o
choque térmico, foram adicionados 250 pL. de LB na suspensdo celular, a qual foi incubada a
37 °C sob constante agitagdo por 1 h. Ao fim, as células foram plaqueadas em meio LB s6lido
suplementado com antibidtico necessario e incubadas a 37 °C por 24 h, para a selecdo dos

transformantes e verificacao dos clones positivos.

2.4.4.3. Transformagdo de Yarrowia lipolytica e Confirmagdo dos Recombinantes

A transformacdo de Y. lipolytica foi realizada através do método do acetato de litio
(Chen, Beckerich & Gaillardin, 1997, modificado). A cepa Polg foi transformada segundo o
protocolo do fornecedor (Yeastern Biotech). As demais cepas foram cultivadas no meio YPD
solido a 28 °C overnight. Em seguida, uma alg¢ada de células foi lavada com 1 mL de dgua
estéril e a suspensao celular foi centrifugada a 16.000 xg por 1 min. O pellet foi ressuspendido
em 600 pL da solu¢ao de LiAc 0,1 M pH 6 e incubado a 28 °C por 1 h. Apds, as células
foram centrifugadas a 800 g por 2 min e ressuspensas em 60 uL da solucdo de LiAc 0,1 M pH
6. Uma aliquota de 40 pL das células competentes foi adicionada a um microtubo, juntamente
com 3 pL do carreador de DNA (Single-strand Salmon DNA 5 mg.mL-1, Sigma-Aldrich) e
200-500 ng do DNA plasmidial, previamente linearizado com a enzima Notl. A mistura foi

incubada a 28 °C por 15 min e em seguida, foi adicionado 350 pL da solucdo de LiAc 0,1 M
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pH 6 com PEG4000 40%, prosseguindo com uma nova incubacdo a 28 °C por 1 h, e a 39 °C
por 10 min. Ao fim, 600 puL da solucdo de LiAc 0,1 M pH 6 foi adicionado e todo o conteudo
do microtubo foi plaqueado em meio YNB ou YNB-Lis sélido, de acordo com a auxotrofia da

cepa, sendo incubados a 28 °C por até 72 h para a sele¢ao dos transformantes.

A confirmacdo da insercdo dos genes no genoma de Y. lipolytica foi realizada através
da PCR de colonia com os oligos Fw-EM2A/Rv-EM2A e Fw-MM2A/Rv-MM2A para a cepa
Polg-EMM; Fw-emtl/Rv-emtl, Fw-macl/Rv-macl, Fw-mac2/Rv-mac2 para as cepas
JME'K'EMM e JME' K’ EMM; Fw-LYS5/Rv-LYS5 para as cepas JIME'EMM e JIME'EMM,; e
Fw-mmf1(2)/Rv-mmf1(2) para as cepas JME'EMMM e JMEEMMM. Para tanto, uma
pequena alcada das colonias crescidas em meio seletivo foi adicionada a 2 pL. de 4gua estéril
livre de nuclease, e submetida ao seguinte ciclo térmico: 65 °C por 30 s, 8 °C por 30 s, 65 °C
por 1 min e 30 s, 97 °C por 3 min, 8 °C por 1 min, 65 °C por 30 min, 97 °C por 1 min, 65 °C
por 1 min e 80 °C por 10 min. As células lisadas foi adicionado um mix para o PCR: 2 pL dos
oligos (foward e reverse, na concentragdo de 10 uM cada), 10 pL Master Mix e 4dgua estéril
livre de nuclease para volume final de 20 pL. A reagdo foi conduzida a 94 °C por 6 min para
desnatura¢do inicial, ciclos de [94 °C por 35 s, Tm+3 °C por 45 s com diminui¢do de 1 °C a
cada ciclo, 68 °C por 2 min e 30 s] x 8 e [94 °C por 35 s, Tm-5 °C por 45 s, 68 °C por 1 min]
x 32, e extensdo final a 68 °C por 10 min. Alternativamente, uma al¢ada das colonias foi
tratada com 10 pL de NaOH 20 mM e submetidas a 100 °C e 300 rpm por 10 min, com
posterior resfriamento a -20 °C por 10 s. Aproximadamente 5 pL do lisado foi utilizado para
45 pL do mix de PCR. Os fragmentos de DNA amplificados foram submetidos a eletroforese

em gel de agarose 0,8 ou 1% (m/v) (Sigma-Aldrich) e visualizados em transiluminador UV.

2.4.5. CULTIVOS PARA PRODUCAO DE MANOSILERITRITOL LIPIDIOS

A propagagdo das cepas foi realizada em meio YPD liquido a 28 °C e 180 rpm por 24
h. As células foram lavadas com agua destilada estéril e o volume necessario para obtengdo da
DOsoonm 1nicial de 0,1 foi adicionado aos meios de cultivo. Para os ensaios em microplacas, as
cepas foram cultivadas em placas de cultura de 24 pogos contendo 1,5 mL dos meios YNBE,
YNBEM ou YNBG8% e incubadas em microplate shakers. Os cultivos nos meios YNBE ou
YNBEM foram realizados no Synergy MX (Biotek) a 28°C e constante agita¢ao por 48 h, com
medi¢ao da DOsponm a cada 1 h. No meio YNBG8%, os cultivos foram conduzidos no

Incubator LS122 (Labstac) a 30°C e 500 rpm por 120 h, em triplicata. Ao final do periodo de
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incubagdo, as amostras foram centrifugadas a 5.000 rpm por 20 min (Sorvall Legend MicroCL
17R Microcentrifuge, Thermo Scientific) para a quantificacdo da biomassa e investigacdo da

sintese de biossurfactantes do tipo MELs.

Para os ensaios em frascos agitados, as cepas foram cultivadas em 20 mL do meio
YNBEM em erlenmeyers de 100 mL de volume a 28 °C e 250 rpm por 96 h ou em 100 mL do
meio YNGB12% em erlenmeyers de 500 mL de volume a 28 °C e 250 rpm por 168 h (Innova
42, Eppendorf New Brunswick), em duplicata. Amostragens foram retiradas ao longo da
fermentagdo em YNBGI12% e centrifugadas a 5.000 rpm por 10 min (Sorvall Legend XTR,
Thermo Scientific) para a quantificacdo da biomassa, glicerol residual e eritritol, bem como

verificagdo da produ¢ao de MELs.

2.4.6. METODOS ANALITICOS
2.4.6.1. Quantificagdo da Biomassa Celular

A dosagem da biomassa foi realizada pela secagem das células previamente lavadas
com ¢ em volume conhecido a 100°C, at¢ um peso constante. O crescimento celular foi
acompanhado pela medigdo da DOsoonm € 0s valores adquiridos foram convertidos para g.L”!

através do fator de conversao obtido pela curva de peso seco, para cada recombinante.

2.4.6.2. Quantificagdo de Glicerol e Eritritol

A concentragdo de glicerol e eritritol foi determinada a partir do sobrenadante livre de
células por High Performance Liquid Chromatography - Refractive Index Detector (HPLC-
RID) (LC 204 Prominence, Shimadzu), em coluna Aminex HPX-87H (Bio-Rad) acoplada a
uma pré-coluna trocadora de cations de dimensdes de 30 x 4,6 mm (Bio-Rad). A fase mével
foi composta de H2SO4 6 mM (Tedia) e mantida em fluxo constante de 0,6 mL.min!, com a
temperatura do forno a 60 °C. O volume de injecao foi fixado em 10 pL e os valores das areas
obtidas nos tempos de retengdo referentes aos compostos de interesse foram convertidos em
g.L!, utilizando-se curvas analiticas previamente estabelecidas. Todas as amostras foram

filtradas com membrana de 0,22 uM (Millipore).
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2.4.6.3. Extrag¢do e Quantificagdo de Manosileritritol Lipidios

Os MELs foram extraidos do sobrenadante livre de células com o solvente organico
acetato de etila (Sigma-Aldrich) em volume 1:1, de acordo com Kitamoto et al. (2001), Morita
et al. (2007) e Beck et al. (2019). Para as extragdes de menor volume, as fases foram agitadas
por 10 min (Agitador KLINE CT-150) e centrifugadas a 5.000 rpm por 5 min. Para as
extragdes de maior volume, as fases foram agitadas vigorosamente em funil separador e
mantidas em repouso por 15 min para a separagdo. As fases organicas foram coletadas e
evaporadas na capela (overnight) ou em rotaporador a 240 mbar e 40 °C (/KA RV10), gerando

o extrato bruto (EB) utilizados nas analises posteriores.

Uma metodologia alternativa de quantificacdo de MELs, em fun¢do da concentracio
de eritritol, foi estabelecida a partir da hidrolise acida dos extratos brutos ressuspensos em
agua MilliQ estéril, segundo Giani et al. (1995) e Jourdier; Ben Chaabane (2015). Para a
investigacdo de uma condigio de lise branda, 900 puL do padrio MEL-B (1 g.L!) (Toyobo),
gentilmente cedido pelo Prof. Cristiano José de Andrade da Universidade Federal de Santa
Catarina (UFSC), foi submetido a hidrolise com 100 pL de H>SO4 10M (Tedia) a 100 °C,
durante diferentes tempos de incubacdo (3-7 h). Em seguida, os hidrolisados foram resfriados
a temperatura ambiente e neutralizados com 100 uL. de NaOH 10M (Vetec), para subsequente
analise por HPLC-RID, conforme o item 2.4.6.2. A curva analitica foi realizada com padrdes
de manose e eritritol (ambos Sigma-Aldrich), submetidos ao mesmo processo de hidrolise. A
concentracdo de MELs foi estimada através da conversao dos valores de manose ¢ eritritol
obtidos, por um fator de correlagdo calculado com base nos pesos moleculares dos congéneres
do glicolipidio mais abundantes, para compensar a massa dos demais constituintes da

molécula.

2.4.7. CARACTERIZACAO DOS MANOSILERITRITOL LIPIDIOS
2.4.7.1. Medi¢do da Tensdo Superficial

A tensao superficial (TS) foi determinada através do tensidometro DSA 100S Drop
Shape Analyzer (Kriiss), segundo o método da gota (SONG; SPRINGER, 1996). O
equipamento foi previamente calibrado com 4agua destilada, e como controle foram

empregados os meios estéreis ou extraidos.
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2.4.7.2. Determinagdo do Indice de Emulsificacdo

O indice de emulsificagdo (IE) dos extratos brutos foi avaliado pelo método descrito
por Cooper e Goldenberg (1987) contra n-hexadecano (TCI), em volume 1:1. O resultado foi
calculado pela razao entre a altura da regiao emulsificada (H.) e a altura total da mistura (H;),
de acordo com a Equacdo 2.1.

H
E, (%) = Fe x 100 2.1)

t

2.4.7.3. Avaliagdo do Equilibrio Hidrofilico-Hidrofobico

O valor do balango hidrofilico-lipofilico (HLB - Hydrophilic-Lipophilic Balance) dos
MELs produzidos foi calculado através da razdo entre a massa molecular da fragdao hidrofilica
(M) e a massa molecular da molécula inteira (M), usando a formula de Griffin (1954) para

surfactantes ndo idnicos, conforme a Equagao 2.2.

M,
HBL = 20 X 2.2
o (2.2)

2.4.7.4. Analise por Cromatografia em Camada Delgada

Os extratos brutos foram analisados por Thin Layer Chromatography (TLC), através
da adicdo em placas de silica 60 Fzss (Merck) com auxilio de capilares de vidro. As placas
foram submetidas a corrida em fase mével composta de de diclorometano:acetona (60:40, v/v)
(ambos Sigma-Aldrich), com posterior a pulverizacdo do reagente de orcinol 0,1% (Sigma-

Aldrich) e aquecimento a 110 °C por 5-10 min, para a deteccao dos MEL (GOSSENSetal.,2016).

A levedura Moeszyomices aphidis URM 6351 adquirida na Micoteca URM da
Universidade Federal de Pernambuco (UFPE) foi cultivada conforme descrito em Rau et al.
(2005) para a obten¢do do mix de MEL-A, -B, -C e -D. Para a distincdo dos diferentes

variantes foi utilizado o padrao de MEL-B (Toyobo), como base de comparagao.

2.4.7.5. Anadlise por Cromatografia Gasosa

Os extratos brutos foram secos, ressuspensos em 1 mL de CHCls (7Tedia), 0,85 mL de
CH30H (Scielab) e 0,15 mL de H2SO4 (Tedia), e aquecidos a 100 °C por 140 min. Em

seguida, 1 mL de agua destilada foi adicionado e agitado por 30 s. A reacdo foi mantida em
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repouso para a separacdo das fases e a fase inferior foi analisada por Gas Chromatography-
Mass Spectrometry (GC-MS) (GCMS-QP2010 Ultra, Shimadzu) em a coluna RTX Wax
(Restek), segundo protocolo adaptado de Smyth et al. (2010), em um tempo total de corrida de
25 min. Os ésteres metilicos de acido graxos foram identificados pela biblioteca National

Institute of Standards and Technology (NIST) e estimados de acordo com areas dos picos.

2.4.7.6. Analise por Espectrometria de Massas

Os extratos brutos foram secos, ressuspensos em de metanol e filtrados para a exclusao
de quaisquer contaminantes. As amostras foram analisadas por inje¢io direta de 5 pL.min! no
espectrometro de massa Linear Trap Quadropole Orbitrap Velos™ (Thermo Fisher
Scientific), equipado com fonte de ionizacdo por eletrospray (Electrospray lonization — ESI),
a uma voltagem de 5 kV e temperatura do capilar a 275°C. As andlises foram realizadas no
modo negativo e positivo de ioniza¢do, com poder de resolucdo de 60.000 em uma faixa de
m/z de 100 a 1.000. Os ions precursores de maior intensidade foram fragmentados por
dissociacdo induzida por colisdo CID (Collision Induced Dissociation) ou HCD (Higher
Energy Collision Induced Dissociation), com a energia normalizada de 35% e poder de

resolugao de 7.500.

A aquisi¢dao e processamento dos dados foi realizado através do programa Thermo
Xcalibur 2.2. Os ions MS' candidatos foram selecionados a partir das formulas moleculares
geradas, levando em consideragdo os adutos Na" e K", e analisados de acordo com as
bibliotecas desenvolvidas para os diferentes homologos de MELs, segundo as massas dos
compostos precursores adquiridas no banco de dados PubChem. O m/z teérico dos ions MS?
investigados foi calculado pelo sofiware Mmass e foi assumido uma tolerancia de 5 ppm para

a validagao da identidade da molécula.

2.4.8. ANALISES ESTATISTICAS

As andlises estatisticas foram realizadas no software GraphPad Prism 8.4.3, com

significancia para valores de p < 0,05 para os testes empregados.
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2.5. RESULTADOS E DISCUSSAO

2.5.1. INVESTIGACAO DA PRODUCAO DE MANOSILERITRITOL LIPIDIOS POR
Yarrowia lipolytica GENETICAMENTE MODIFICADA

A manosiltransferase vacuolar Emtl e as aciltransferases peroxissomais Macl e Mac2
sdo as enzimas-chave para a biossintese de MELs, segundo a rota metabdlica descrita por
Hewald et al. (2006). Por isso, as sequéncias dos genes correspondentes a estas enzimas foram
identificadas no banco de dados GenBank do NCBI e alinhadas contra o genoma de referéncia
de Y. lipolytica através do algoritmo BLASTX. Os alinhamentos indicaram auséncia de
sequéncias homologas para emtl, macl e mac2 nesta espécie, visto que as sequéncias que

representaram maiores hits para cada um dos genes possuiram menos de 35% de identidade.

A vista disso, foram determinadas duas estratégias para co-expressdo dos genes de
interesse em cepas hospedeiras de Y. lipolytica derivadas da linhagem W29, com o intuito de
fornecer uma plataforma alternativa para a producao de MELs. Com base em estudo prévio de
Freitag et al. (2014), o peptideo sinal nativo foi mantido no gene emt/ e removido dos genes
macl e mac2 (maclPTSIA e mac2PTSIA), na construgdo dos vetores de expressao no
presente trabalho, visando o direcionamento da manosiltransferase para o vacuolo e de ambas

aciltransferases para o citosol da levedura hospedeira.

A clonagem das enzimas Macl e Mac2 com segmentagdo citosolica (Maclcit e
Mac2cit) em Y. lipolytica propendeu a reducdo dos variantes de MELs, em relacdo ao
comprimento dos grupamentos acila para a sintese direcionada de MEL diacilado desacetilado
contendo majoritariamente C2, C4, C16 e/ou C18. Além disso, Maclcit € Mac2cit buscaram
impedir o ciclo futil de energia e favorecer a producao de MELSs pelas cepas recombinantes, a
partir de substratos de natureza hidrofilica. Isso porque os intermedidrios da via de sintese de
lipidios de novo presentes no citosol poderiam ser sequestrados pelas aciltransferases para a
montagem do glicolipidio, evitando a formacdo de triacilglicerol e seu actimulo em
corpusculos lipidicos, para subsequente degradagdo através da B-oxidagdo peroxissomal, e

entdo, biossintese de MELs.

2.5.1.1.Estratégia de Clonagem 1: Genes Fusionados ao Peptideo 2A em Cassete de Expressdo
o Construgdo do Vetor de Expressdo pYLEXI-emt-macl-mac2:

A estratégia de clonagem 1 consistiu na fusdo dos genes emtl, maclPTSIA e

mac2PTSIA a sequéncia otimizada de 99 pb do peptideo autocatalitico F2A, desenvolvida por
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Donnelly et al. (2001a) (Figura 2.9A), para a sintese das enzimas a partir de um nico cassete
de expressdo. Portanto, o stop codon de emtl e maclPTSIA foi removido e mantido apenas
em mac2PTSIA, dando origem ao fragmento emtl-F2A-macl PTSIA-F2A-mac2PTSIA, afim
de possibilitar a formagdo de um extenso mRNA policistronico para a traducdo das trés
proteinas separadamente. O inserto emt/-F2A-macl PTSIA-F2A-mac2PTSIA de 5.476 pb teve
os codons otimizados para a levedura Y. lipolytica (Apéndice 1A) e foi clonado no plasmideo
comercial pYLEX1, resultando no vetor de expressao pYLEXI-emtl-macl-mac2. Este
plasmideo monocdpia apresenta: o forte promotor hibrido hp4d; o terminador tXPR2; a marca
de selecao auxotréfica para leucina (LEU?2); a plataforma pBR322 como sitio de inser¢do; e a

maquinaria para propagacao em E. coli (Figura 2.9B).

A

5'GAGGCCCGACACAAGCAGAAGATTGTGGCCCCTGTCAAGCAGACTCTGAACTTTGACCTGCTGAAGCTGGCCGGTGACGTCGAGTCTAACCCCGGACCE 37
1 4 ! 4 1 3 1 3 ! 4 ! 4 1 3 1 3 ! 4 ! 3 ]
T T T T T T T T T T T T T T T T T T 1

| 1
G'CTCCGGGCTGTGTTCGTCTTCTAACACCGGGGACAGTTCGTCTGAGACTTGAAACTGGACGACTTCGACCGGCCACTGCAGCTCAGATTGGGGCCTGGG 5"
[ 14 aminodcidos do 1D | 18 aminoacidos do 2A (R
E A R H K @ K I ¥ A P ¥ K @ T L N F D L L K L A & D W E & N P & F

PTS14

pYLEX1-emtl-macl-mac2
12.621 bp

macl-

‘On'*« ‘ddwﬂx

PLEUZ 4yasB1
| NotI (4618)

Figura 2.9. Estratégia de co-expressdo génica utilizando o peptideo autocatalitico F2A. (A) Sequéncia
aprimorada do peptideo autocatalitico contendo 14 aminodcidos do 1D e 18 aminoacidos do 2A
provenientes do FMVD, seguido de uma prolina (P), com os cédons otimizados para Y. lipolytica. (B)
Mapa do vetor pYLEX1-emtl-macl-mac2 de 12.621 pb. hp4d: promotor composto por quatro copias do
UASIB e pLEU2. emtl: gene que codifica a manosiltransferase Emtl. F24: peptideo autocatalitico do
FMDV. maclPTSIA: gene que codifica a aciltransferase Maclci. mac2PTSIA: gene que codifica a
aciltransferase Mac2cii. tXPR2: terminador. LEU2: marca de sele¢do auxotrofica para leucina (levedura).
AmpR: marca de selecdo de resisténcia ao antibidtico ampicilina (bactéria); ori: origem de replicagdo
bacteriana; Not!: sitio de restri¢do para lineariza¢do do vetor.
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O pYLEX1 foi desenhado para integracdo dos genes de interesse no genoma da
levedura Y. lipolytica Polg, por recombinagdo homologa na regido pBR322, a qual foi
inserida no locus URA3 desta linhagem por Madzak, Tréton e Blanchin-Roland (2000). Além
dessa modificacdo genética, a cepa Polg sofreu outras alteragdes, tais como: a inser¢ao do
gene SUC2 de S. cerevisiae para expressdo da invertase B-frutofuranosidase e assimilacdo de
sacarose pela cepa; a delegdao dos genes XPR2 ¢ AXP que codificam proteases com atividades
em ambientes alcalinos e 4cidos, respectivamente, para impedir a degradagdo de proteinas
extracelulares; e a inativagdo do gene LEU2 que codifica a enzima [-isopropilmalato
desidrogenase da via de sintese de L-leucina, para tornar a célula incapaz de sintetizar este

aminoacido e servir como marcador de auxotrofia.

O emprego de cepas auxotroficas para expressdo homologa/heterdloga de proteinas
baseia-se na suposicdo de que a complementacdo nutricional do fator de crescimento
auxotrofico no meio de cultivo resulta em uma situacdo que ¢ fenotipicamente idéntica a
linhagem selvagem. Entretanto, esta suposicao ndo se verifica totalmente na pratica, visto que
a suplementacao nutricional requer a absor¢ao do composto auxotroficamente requerido pelas
células, normalmente interferindo na biossintese de compostos essenciais ¢ levando a taxas de
crescimento especificas menores, quando comparada com a complementagdo genética, onde
ha a reinsercdo do gene marcador de selecdo no genoma da célula (PRONK, 2002). Por essa
razdo, foram construidas cepas Polg com fendtipo Leu” a partir do pYLEX1, nomeadas de
Polg-CN, para atuar como controle negativo nos ensaios de producdo de MELs, e assim

garantir que a Unica diferenga entre as cepas fosse a expressao dos genes de interesse.

o Construgdo da Cepa Recombinante Polg-EMM:

Os plasmideos pYLEX1 e pYLEX1-emtl-macl-mac?2 linearizados com a enzima Not/
foram utilizados no processo de transformacdo. Os transformantes foram selecionados pela
capacidade de crescer no meio minimo YNB, sem a presenga de aminoacidos. As células
transformadas com o pYLEX1-emtl-macl-mac2 foram submetidas a PCR de colonia para a
confirmagdo da clonagem do fragmento emtl-F2A-maclPTSIA-F2A-mac2PTSIA. Apds
varias etapas de transformagdo, apenas uma colonia foi capaz de crescer na auséncia de

leucina e amplificar as regides alvo, como pode ser verificado na Figura 2.10.

A andlise eletroforética em gel de agarose a 1% (m/v) revelou a presenga de bandas de

aproximadamente 1.000 pb, equivalentes ao tamanho dos fragmentos esperados, de 1.136 e
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1.208 pb, para reacdes com os oligos Fw-EMF2A/Rv-EMF2A ¢ Fw-MMF2A/Rv-MMF2A,
respectivamente, nos pogos correspondentes ao pYLEXI-emtl-macl-mac2 (controle
positivo) e a colonia isolada (Figura 2.10). A cepa recombinante contendo os genes

fusionados ao F2A foi nomeada de Polg-EMM e direcionada para os ensaios de producao.

Embora as principais vantagens do uso do sistema YLEXI seja a alta eficiéncia de
transformagdo e o direcionamento preciso de eventos de integracdo monocopia dos genes de
interesse no genoma da cepa Polg (MADZAK; BECKERICH, 2013), o escasso numero de
clones positivos no presente trabalho pode estar relacionado ao grande tamanho do pYLEX1-
emtl-macl-mac2, o qual possui 12.621 pb. Segundo Fickers et al. (2003), vetores com mais
de 12 Kb podem dificultar o processo de clonagem em Y. lipolytica, levando a baixas

eficiéncias de transformacao.
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Figura 2.10. Eletroforese em gel de agarose a 1% (m/v) dos produtos de PCR
para confirmacdo do transformante Polg-EMM. 1: Padrao de massa molecular
GeneRuler 1 kb (ThermoFisher). 2 ¢ 3: pYLEX1-emtl-macl-mac2, controle
positivo. 4 e 5: Polg-EMM. 6 e 7: Polg-CN, controle negativo.

o Cultivos de Producdo de MELs:

A investigagdo da capacidade de produgdo de biossurfactantes do tipo MELs pela
estirpe recombinante foi realizada na presenca dos precursores manose e eritritol como
substrato, com o proposito de favorecer a sintese deste glicolipidio, conforme relatado
anteriormente para as espécies naturalmente produtoras (RAU et al., 2005; MORITA et al.,
2007; LIU; KOH; JI, 2011). Por essa razao, foi necessaria a determinacao das concentragdes
destes carboidratos no meio YNB que proporcionasse o crescimento celular e a expressao dos

genes de interesse.
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Inicialmente, a estirpe Polg-EMM foi cultivada em microplacas apenas na presenca de
eritritol, em concentragdes de 0,5, 1 e 2%, a 28 °C durante 48 h. De acordo com a Figura
2.11A, foi possivel inferir que a melhor condi¢do para o crescimento desta cepa foi em torno
de 0,5 a 1% de eritritol, enquanto que o aumento da concentragdo deste poliol para 2% levou a
reducdo da sua taxa de crescimento. Sendo assim, o meio YNBEI1% foi selecionado e
suplementado com 1, 1,5, 2 e 2,5% de manose, para a avaliagdo da influéncia de ambos os
precursores no crescimento da cepa Polg-EMM, sob as mesmas condigdes do cultivo
anterior. A Figura 2.11B revelou que a concentracdo de manose acima de 2%, na presenga de
1% de eritritol, foi desfavoravel para o crescimento da cepa recombinante, € que o maior
acumulo de células ocorreu no meio YNBE1%M2%. Por esse motivo, este meio foi

selecionado para os ensaios seguintes.
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Figura 2.11. Cinética de crescimento da cepa Polg-EMM durante cultivo em microplaca
contendo meio com diferentes concentracdes de eritritol e manose, a 28°C ¢ constante
agitagdo por 48 h. (A) Cultivo em YNBE(0-2%). (B) Cultivo em YNBE1%M(1-2,5%).

As cepas Polg-EMM e Polg-CN foram submetidas a fermentacdes em frascos

agitados contendo o meio YNBE1%M2% a 28 °C e 250 rpm. Em 96 h de cultivo, a cepa
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Polg-EMM apresentou uma mesma tendéncia no perfil de crescimento celular em
comparagdo com a cepa precursora Polg-CN, conforme mostrado na Figura 2.12. A fase
estaciondria foi atingida em torno de 72 h por ambas as cepas, sugerindo que a clonagem dos
genes fusionados ao peptideo autocatalitico F2A nao levou a um aumento da carga metabdlica

na estirpe Polg-EMM capaz de interferir na sua cinética de crescimento.
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Figura 2.12. Perfil de crescimento das estirpes Polg-CN (e) e Polg-EMM (A)
durante 96 h de cultivo a 28°C e 250 rpm no meio YNBE1%M2% em frascos agitados.

Os MELs sob investigacdo foram extraidos do sobrenadante livre de células com o
solvente organico acetato de etila e concentrados, a fim de reduzir a presenca de interferentes
e facilitar a sua identificacdo e caracterizacgao, através de métodos indiretos, como a medi¢ao da
TS e determinacdo do IE, e métodos diretos, como as andlises por TLC, HPLC-RID e GC-MS.
Devido a diversidade estrutural dos MELs, uma ampla variedade de técnicas sdo necessarias e
usualmente empregadas para a sua detec¢do e quantificagdo, variando de metodologias bem
simples (TS, IE, TLC) até¢ as mais complexas (MS, NMR - Nuclear Magnetic Resonance),
tendo como alvo diferentes caracteristicas das moléculas (SMYTH et al., 2010; MORITA et
al., 2015; BECK et al., 2019). Todos os ensaios de deteccao, identificagdo e caracterizagao

dos glicolipidios foram realizados a partir dos extratos brutos (EB).

Os extratos brutos provenientes dos cultivos com as cepas Polg-CN (EBcn) e Polg-
EMM (EBgmm) foram capazes de reduzir a TS para valores menores de 49,5 mN.m™!, com
ATS variando de 23,5-29,3 mN.m!, respectivamente, indicando a presenca de moléculas
tensoativas em ambas as amostras. As medigdes obtidas para o EBcn € o EBemwm,

apresentaram diferenga estatistica significativa, o que pode estar relacionado com a
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concentragdo de tais moléculas nos extratos brutos, bem como diferencas estruturais

determinantes para suas propriedades (Tabela 2.3).

Tabela 2.3. Tensdo superficial e indice de emulsificagdo dos extratos brutos obtidos a partir
dos cultivos em YNBE1%M2% das cepas Polg-CN e Polg-EMM.

Tensio Superficial (mN.m™) Indice de Emulsificacéo
Amostras °
TS ATS? (E24%)
EBcn 49,43 +0,89°  23,49+0,89° -
EBevmMm 4358 +2.76° 29,33 +2,76° 20,30 + 3,57

3ATS calculado com base na tensdo superficial da d4gua destilada (72,92 mN.m™).
"Valores apresentam diferenga estatistica para 95% de confianga no 7-test (p=0,0068).

Apenas o EBEmm gerou emulsdes estaveis em 24 h, com IE de aproximadamente 20%,
demonstrando além da atividade tensoativa, capacidade emulsificante, mesmo que baixa, dos
compostos produzidos pela cepa Polg-EMM (Tabela 2.3), assim como ¢ observado para os
MELs (KITAMOTO et al., 2001; FUKUOKA et al., 2007; KONISHI; MAKINO, 2018).
Contudo, as andlises de TS e IE s@o apenas qualitativas e ndo fornecem informagdes sobre a
estrutura das moléculas produzidas (SMYTH et al., 2014). Além disso, ambos os métodos sdao
susceptiveis a presenca de outros compostos com caracteristicas semelhantes, podendo levar a

interferéncias nos resultados.

Assim, os MELs sob pesquisa foram submetidos a analise por TLC de fase normal
(Figura 2.13), visto que essa metodologia ¢ amplamente utilizada para a triagem de espécies
produtoras e distingdo entre os variantes de MELs produzidos, pelo fato de possibilitar a
separacao destes glicolipidios de acordo com seu grau de acetilagdo e acilagdo (KITAMOTO
et al., 1990; HEWALD; JOSEPHS; BOLKER, 2005; MORITA et al., 2007; ONGHENA et
al., 2011; VAN KERREBROECK et al., 2012; GOOSSENS et al., 2016).

Como observado na Figura 2.13, a anélise por TLC nao revelou a presenga de MELs
nos EBcn € EBEmw, ja que ndo foram verificadas bandas com o perfil de migracao similar ao
extrato contendo uma mistura dos diferentes tipos de MELs (MEL-A, -B, -C e -D), e o padrao
purificado de MEL-B. No entanto, tal fato pode estar relacionado a baixa concentrag¢do destes
compostos nas amostras. Em analises realizadas com o padrdo de MEL purificado, a

visualizagio das bandas s6 foi possivel em concentragdes do glicolipidio acima de 10 g.L!
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(dados nao apresentados). Assim, o EBcy € 0 EBevm foram hidrolisados para a identificagao

separadamente das fragdes hidrofilicas e hidrofobicas por métodos mais sensiveis.

Figura 2.13. Thin Layer Chromatography dos extratos
EBcn e EBemm. 1: Manosileritritol lipidios (MELs)
produzido pela cepa Moesziomyces aphidis em O6leo de
soja, conforme metodologia descrita por Rau et al., 2005.
2: Padrdo de MEL-B (Toyobo). 3 e 4: EBcn. 5 € 6: EBemwm.

o Determinagdo de Método Alternativo de Quantifica¢do de MELs:

Considerando a natureza labil dos carboidratos, foi determinada uma condicdo de
hidrélise em que fosse possivel a separa¢do da manose e do eritritol sem a degradagao destes
acucares. O estabelecimento de um método alternativo foi baseado em patentes relacionadas
com a producdo de ramnose e soforose a partir de ramnolipidios (GIANI et al., 1995) e
soforolipidios (JOURDIER; BEM CHAABANE, 2015), respectivamente. A partir destas
metodologias, solucdes de 1 g.L™! do padrio de MELs foram submetidas a hidrolise acida

(H2SO4 1M) a 100 °C por um periodo de 3 - 7 h e analisadas por HPLC-RID.

Os resultados mostraram que a hidrdlise ocorreu em toda a faixa de tempo testada,
devido a presenca de picos nos cromatogramas com tempos de reten¢do de 9,36 ¢ 11,49 min,
referentes ao padrdo de manose e eritritol, respectivamente (Apéndice 2). Entretanto, a maior
concentragio de manose (0,25 g.L!) e eritritol (0,16 g.L!) foi alcangada em torno de 4 h.
Consequentemente, neste mesmo tempo também foi calculado a melhor taxa de conversao de
MELs em manose (95,3%) e eritritol (90,7%). Isso porque, a partir dos fatores de correcao
determinados por andlise do padrdo em ESI-MS (Apéndice 3), a concentracdo de MELs

estimada foi de 0,91 e 0,86 g.L'!, respectivamente, levando em considera¢io 95% de pureza



MANOSILERITRITOL LIPIDIO | 84

do padrao de acordo com as informagdes fornecidas pelo fabricante (Figura 2.14). Portanto, ¢
possivel inferir que o processo levou a uma baixa degradacdo de ambos os carboidratos (<
10%), e por isso, foi utilizado neste trabalho para a avaliagdo da presenca destes nos extratos

brutos e como uma metodologia alternativa para a estimagao da concentragao dos MELs.

- Manose (g.L'1)
-0~ Eritritol (g.L™)

zz2 MEL - Equivalentes de Eritritol (g.L™)
BN MEL - Equivalentes de Manose (g.L'1)
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Figura 2.14. Hidrolise acida (H2SO4 1M a 100 °C) do padrao de manosileritritol lipidios (MELSs) na
concentragdo de 1g.L-" durante 3 a 7 h, com a quantificagdo de manose e eritritol (g.L") e dos MELs
em fungdo dos equivalentes de eritritol € manose (g.L™"). Este calculo foi realizado de acordo com o
fator de corre¢do (fCmanose = 3,61 fCeriwiol = 5,33) gerado a partir da determina¢do dos pesos
moleculares dos variantes de MELs por Electrospray lonization - Mass Spectrometry (ESI-MS).

o Quantificagdo e Caracteriza¢do de MELs:

Os cromatogramas obtidos apds o periodo de hidrolise dos extratos EBcn € EBemm
revelaram a presenca de manose em ambos as amostras, em concentracdes de 0,14 gL' e
0,21 g.L'!, respectivamente, uma vez que foram identificados picos no tempo de retengdio de
9,38 min. Por outro lado, o eritritol foi detectado somente no EBgmm hidrolisado, na
concentragdo de 0,07 g.L'!. As analises do EBemwm antes do processo de hidrélise confirmaram
a auséncia do pico referente ao eritritol nos cromatogramas (11,50 min), excluindo a
possibilidade de sua co-extracdo do meio de cultivo (Figura 2.15). Tais resultados sinalizam
uma provavel produgdo de MELs pela cepa recombinante Polg-EMM, e corroboram com os

resultados prévios de ATS e IE. Além disso, apontam para a sintese concomitante de outro
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composto tensoativo contendo manose na composic¢ao, visto que os extratos da cepa Polg-CN

mostraram redu¢do da TS e foi observado a presenca de manose apds a hidrolise acida.
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Figura 2.15. Cromatogramas dos EBcn e EBemm hidrolisados com H2SO4 IM a 100 °C durante 4 h
obtidos por High Performance Liquid Chromatography - Refractive Index Detector (HPLC-RID). As setas
em vermelho indicam os tempos de retencdo da manose e do eritritol. A imagem destacada pela linha
pontilhada refere-se a sobreposicdo dos cromatogramas dos padrdes de manose e eritritol submetidos ao
processo de hidrélise (em azul), do EBgmwm hidrolisado (em vermelho), e EBemm nao-hidrolisado (em verde).

Para a analise da porcao lipidica, os extratos brutos foram novamente submetidos ao

processo de hidrélise acida com HoSO4, porém, na presenca de metanol, para analise por GC-

MS dos ésteres metilicos gerados no processo de derivatizagdo das cadeias de 4cidos graxos

hidrolisadas. No EBcn hidrolisado foram detectados palmitato de metila (C16:0; 32,4%),
estearato de metila (C18:0; 32,9%) e oleato de metila (C18:1; 34,8%). Um perfil bastante
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similar foi encontrado no EBgmwm hidrolisado: laurato de metila (C12:0; 0,5%), palmitato de
metila (C16:0; 31,0%), estearato de metila (C18:0; 31,0%) e oleato de metila (C18:1; 37,5%).
Visto que a determinacao da fragcdo hidrofilica foi realizada diretamente dos extratos brutos,
sem um processo de purificagdo prévia para a eliminagdo de co-produtos extraidos (como
apontado nas analises anteriores), ndo foi possivel afirmar que os acidos graxos identificados
sdo provenientes dos potenciais MELs sintetizados pela cepa recombinante. De acordo com
Beck, Werner e Zibek (2019), a principal desvantagem do uso do GC-MS na analise dos
MELSs ¢ a necessidade do processo de hidroélise, o que leva a perda das informagdes sobre as

combinagdes dos acidos graxos e posi¢des na molécula.

Desse modo, a concentracdo dos potenciais MELs no EBegmm ndo foi estimada em
fungdo de equivalentes de eritritol, uma vez que o uso do fator de correcdo previamente
calculado para o padrao de MEL, ¢ arbitrario. Porém, ainda assim, as evidéncias indicam uma
possivel produgdo de MELs pela cepa Polg-EMM. No entanto, para a real confirmacao, sdo
necessarios métodos que permitam a analise das moléculas intactas. E valido, ressaltar que o
indicio de producdo deste glicolipidio apenas pela cepa recombinante Polg-EMM, aponta
para a atividade catalitica do peptideo F2A nesta espécie, com a liberagdo das enzimas Emtl,

Maclcit € Mac2cit funcionais.

Recentemente, Miintjes et al. (2020) analisaram a eficiéncia de clivagem de diferentes
peptideos autocataliticos em U. maydis. Os autores verificaram que os peptideos 2A dos virus
Porcine teschovirus-1 (P2A), Thosea asigna (T2A), Equine rhinitis A (E2A), Porcine
rotavirus (Po2A) e FMVD (F2A) foram capazes de separar proteinas fluorescentes fusionadas
com 100, 40, 60, 30 e 20% de eficiéncia, respectivamente. Em seguida, eles avaliaram a
aplicabilidade do peptideo P2A na biossintese constitutiva de MELs, uma vez que estes
glicolipidios sdo produzidos por U. maydis durante a fase estacionaria de crescimento e sob
condi¢des limitantes de nitrogénio. A manosiltransferase Emtl e as versdes citosolicas das
aciltransferases Macl e Mac2 foram traduzidas a partir em um unico mRNA e as analises por
Western Blot confirmaram a sintese das trés enzimas separadamente. Em condicdes de fraca
limitacdo de nitrogénio, a cepa recombinante foi capaz de produzir MELs ap6s 10 h de
cultivo, ao passo que a cepa selvagem foi sintetizou MELs algumas horas posteriores. Estes
resultados certificam que a atividade enzimatica de Emtl, Maclcit € Mac2cit de U. maydis nao
foi afetada pela permanéncia de fragmentos do peptideo autocatalitico nas por¢des N- e C-
terminais destas enzimas (MUNTIES et al., 2020), o que reforca as evidéncias de atividade do

2A no presente trabalho.



MANOSILERITRITOL LIPIDIO | 87

2.5.1.2.Estratégia de Clonagem 2: Genes em Cassetes de Expressdo Independentes
o Construgdo do Vetor de Expressao pGGA-emt-macl-mac2:

A estratégia de clonagem 2 baseou-se na separacdo dos genes fusionados em
diferentes cassetes de expressao. Em vista disso, um novo vetor foi construido através do
sistema GGA. Os genes emtl, maclIPTSIA e mac2PTSIA foram amplificados para a adi¢do
das saliéncias complementares nas extremidades 5’ e 3’ (D: A e E: TCTA, G: ACAA ¢ H:
GGAT, e J: CCAC ¢ K: GTAT, respectivamente), bem como sitios de restricdo para a enzima
Bsal. Adicionalmente, as sequéncias codificantes de emt/ € maclPTSIA tiveram a inclusao

do stop codon, o qual havia sido removido no pYLEX1-emtl-macl-mac2 (Figura 2.16).

A Figura 2.16 mostra a analise eletroforética em gel de agarose a 0,8% (m/v) dos
genes amplificados com os fragmentos requeridos, para a montagem da nova construcao.
Como pode-se observar, a amplificagdo dos trés genes foi bem sucedida, uma vez que ¢
possivel verificar a presenga de bandas com tamanhos entre 2.000 e 1.500 pb, equivalente a
1.870, 1.793 e 1.670 pb, esperados para os genes emtl, maclPTSIA e mac2PTSIA com as

sequéncias adicionais, respectivamente.

2.000 pb —
1.500 pb —

1.793 pb

el

1.870 pb

Figura 2.16. Eletroforese em gel de agarose a 0,8% (m/v) dos
genes de interesse amplificados com as sequéncias requeridas
para o Golden Gate Assembly a partir do pUC57-emt1-macl-
mac2. 1: Padrio de massa molecular GeneRuler 1 kb plus
(ThermoFisher). 2: emtl. 3:maclPTSIA. 4: mac2PTSIA.

Os produtos da PCR foram purificados e clonados no plasmideo pCR4-Blunt-TOPO,
dando origem aos vetores doadores TOPO-emtl, TOPO-macl e TOPO-mac2, contendo os
genes emtl, maclPTSIA e mac2PTSIA para as posicoes Gl, G2 e G3 das unidades
transcricionais, respectivamente. Estes foram submetidos a novas PCRs com oligos

inespecificos (M13fw/M13rv fornecidos pela Invitrogen) e especificos (Fw-emtl/Rv-emtl,
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Fw-macl/Rv-macl e Fw-mac2/Rv-mac2, respectivamente), digestdo com a enzima Bsal e

sequenciamento para a confirmacdo da amplificagdo e clonagem correta (Apéndice 4).

Os plasmideos TOPO-emtl, TOPO-macl e TOPO-mac2 confirmados foram
submetidos as reagdes para a montagem do vetor de expressdo, juntamente com os vetores
doadores que abrigavam o promotor, o terminador e o vetor de destino, contendo a marca de
selecdo, os sitios de inser¢do e a maquinaria para a replicagdo em E. coli, nas mesmas
concentragdes equimolares. As reagdoes foram realizadas em duas etapas, onde foi feito uma
pré-montagem dos cassetes individualmente. Isso porque, Larroude et al. (2019) verificaram
que para a montagem de vetores com duas ou trés unidades transcricionais, a realizacdo de

reacdes para cada cassete separadamente aumentou a eficiéncia do sistema GGA.

Os vetores de expressao corretamente montados foram rastreados a partir de colonias
resistentes a ampicilina e com coloracdo branca, visto que o vetor de destino pSB1A3-
ZetaUP-URA3-RFP-ZetaDOWN possui o gene RFP, o qual codifica uma proteina
fluorescente de coloragdo vermelha, flanqueado por sitios de restricdo para Bsal. Assim, na
montagem do vetor com os fragmentos de interesse, este gene ¢ perdido, e entdo, as colonias
transformadas com a nova construgdo perdem a coloragdo avermelhada, permitindo a
identificacdo visual de clones negativos (LARROUDE et al., 2019). Do total de 142 colonias
com coloragdo branca, 4 foram testadas e 2 foram capazes de amplificar os genes emt] (473

pb), macl PTSIA (693 pb) e mac2PTSIA (860 pb), conforme mostrado na Figura 2.17.

12 3 4 5 6 7 8 9 10 1112 13

1.500 pb — ==

473 pb

Clone 3 Clone 4

Figura 2.17. Eletroforese em gel de agarose a 0,8% (m/v) das coldnias isoladas apds as
reacOes para a montagem do novo vetor de expressdo. 1: Padrdo de massa molecular
GeneRuler 1 kb plus (ThermoFisher). 2,3 e 4: clone 1. 5,6 ¢ 7: clone 2. 8,9 e 10: clone 3.
11, 12 e 13: clone 4. As bandas referentes aos genes emtl, maclPTSIA e mac2PTSIA
possuem 473, 693 e 860 pb, respectivamente, conforme indicado pelas setas em vermelho.

O vetor de expressdo construido foi denominado de pGGA-emtl-macl-mac2 e

apresenta: o promotor constitutivo pTEF e o terminador tLip2 para as trés unidades
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transcricionais; a marca de sele¢do auxotrofica para uracila (URA3); os sitios de insercao zeta;
€ a maquinaria para propagacao em E. coli (Figura 2.18). Diferentemente do pYLEX1 que foi
desenhado para integragao dos genes de interesse no genoma da cepa Polg especificamente
(MADZAK; TRETON; BLANCHIN-ROLAND, 2000), os vetores abrigando as sequéncias
zeta foram projetados para uma variedade de cepas derivadas da estirpe Pold, nomeadas de

JMY, as quais foram equipadas com zeta docking-plataform (MADZAK, 2015).

Notl

pGGA-emt1-macl-mac2

10964 bp

Figura 2.18. Mapa do vetor pGGA-emtl-macl-mac2 de 10.964 pb. pTEF: promotor
constitutivo nativo. emtl: gene que codifica a manosiltransferase Emtl. ¢Lip2: terminador
nativo. maclPTSIA: gene que codifica a aciltransferase Maclci.. mac2PTSIA: gene que
codifica a aciltransferase Mac2ci. URA3: marca de sele¢do auxotrofica para uracila
(levedura). zetaUp/Down: sitio de inser¢do zeta. AmpR: marca de sele¢do de resisténcia ao
antibiodtico ampicilina (bactéria). ori: origem de replicagdo bacteriana ColEl; Notl: sitio de
restri¢do para linearizagdo do vetor.

As regides zeta sdo sequéncias repetitivas longas (LTRs - Long Terminal Repeats), de
714 pb, encontradas nas extremidades de elementos genéticos moveis, o retrotransposon Yltl,
o qual foi identificado em algumas linhagens selvagens de Y. lipolytica (SCHMID-BERGER;
SCHMID; BARTH, 1994). Quando estas sequéncias estdo presentes no genoma das cepas €
nos vetores integrativos, a inser¢ao dos genes de interesse ocorre quase que exclusivamente

por eventos Unicos de recombinagdo homoéloga (JURETZEK et al., 2001; BORDES et al.,
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2007; LARROUDE et al., 2018b), evitando qualquer variabilidade de expressao relacionada
ao locus de integragdo (PARK et al., 2019).

o Construgdo das Cepas Recombinantes JME"EMM e JME EMM:

O pGGA-emtl-macl-mac?2 foi linearizado com a enzima Not! e utilizado nos processos
de transformacdo das cepas IMY7121 e IMY7126, renomeadas neste trabalho como JME" e
JME", respectivamente, para melhor compreensdo. A cepa JME' apresenta o gene EYKI
funcional e, portanto, ¢ capaz de catabolizar eritritol, enquanto que a cepa JME" teve este gene
nocauteado, o que impossibilita o consumo de eritritol em baixas concentragdes. Tal fenotipo
¢ bastante interessante para a biossintese de MELs, o que justifica a sua escolha neste
trabalho. Outras caracteristicas destas cepas incluem: a inativacdo do gene XPR2 e dos genes
lip2, lip7 e lip8 que codificam lipases extracelulares; inser¢ao da plataforma zeta no locus
LEU2; e a disrupgao dos genes URA3 e LYS5 que codificam as enzimas orotidina 5’-fosfato
descarboxilase e a-aminoadipato redutase das vias de sintese de uracila e L-lisina,
respectivamente, tornando as células incapazes de sintetizar estes compostos (NICAUD,

2012; PARK et al., 2019).

Com o vetor pGGA-emtl-macl-mac2, uma melhor eficiéncia de transformagdo foi
observada, e cerca de 10 coldnias crescidas no meio YNB-Lis de cada fenotipo JME" e JME)
foram submetidas a PCR de coldnia. A analise eletroforética em gel de agarose a 0,8% (m/v)
confirmou a amplificagdo do gene em?/ pelo aparecimento de bandas de cerca de 500 pb, de
acordo com o tamanho esperado, de 463 pb, para todos os transformantes JME" ¢ JME
rastreados, os quais foram nomeados de JME'K'EMM (Figura 2.19A) e JIME'K'EMM (Figura
2.19B), respectivamente. Adicionalmente, foi realizada a PCR multiplex para a constatagdo da
clonagem dos demais genes (macIPTSIA e mac2PTSIA), em ao menos 3 transformantes de

cada fendtipo, e todos apresentaram resultados positivos (dados ndo apresentados).

Estas cepas resultantes sdo desprovidas de DNA bacteriano, visto que a digestdo do
pGGA-emtl-macl-mac2 com a enzima Not/ libera o cassete requerido para replicacdo em E.
coli (ColEl e AmpR), ao contrario da cepa Polg-EMM, que detém tais sequenciais. Segundo
Nicaud et al. (2000) e Pignede et al., (2000), a presenga de material genético bacteriano em
leveduras recombinantes podem ser uma desvantagem para a aceitacdo pelas autoridades
reguladoras para fins comerciais e aplicagdes industriais, mesmo estas apresentando o status

de seguranca GRAS.
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Figura 2.19. Eletroforese em gel de agarose a 0,8% (m/v) dos produtos de PCR
para confirmagéo dos transformantes JIME"(A) ¢ JME-(B). 1: Padrdo de massa
molecular GeneRuler 1 kb plus (ThermoFisher). 2 a 11: colonias rastreadas.

Em seguida, as cepas IME'K'EMM e JME'K'EMM foram submetidas a novo processo
de transformacdo para a reconstitui¢do da prototrofia com o vetor JMP62-Lys5ex. Os clones
confirmados por PCR de colonia foram nomeados de JIME'EMM e JME'EMM e direcionados

para os ensaios de producdo.

o Cultivos de Produg¢do de MELs:

As cepas IME'EMM e JMEEMM foram cultivadas em microplacas com o meio
YNBE1%M(0-2,5%) a 28 °C por 48 h, para andlise inicial do crescimento celular. Conforme
pode ser analisado na Figura 2.19, ambas as cepas foram capazes de crescer nos meios
testados, apontando que a clonagem dos genes de interesse ndo levou a alteragdes metabolicas
letais. No geral, a cepa JME'EMM apresentou um melhor crescimento utilizando manose e
eritritol como fonte de carbono, e atingiu a DOgoonm de 1,5 em torno de 30 h, enquanto a cepa

JME'EMM alcangou a DOgoonm de apenas 0,8 ao fim de 48 h. Este fato ja era esperado, uma
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vez que a cepa JME'EMM ¢ incapaz de consumir o eritritol em baixas concentragdes, e,

portanto, a disponibilidade total de fonte de carbono era menor.

Em todos os meios YNBEM testados, com exce¢ao do YNBE1%M0%, foi observado
uma mesma tendéncia de crescimento pela cepa JME'EMM, com uma curta fase de declinio
em torno de 20 — 25 h, o que parece estar relacionado ao fendomeno de diauxia por efeito da
presenca de duas fontes de carbono (Figura 2.20A). Por outro lado, maiores diferencas podem
ser observadas no perfil cinético da cepa JIME'TEMM. No meio YNBE1%M1%, a fase de
laténcia foi bastante longa, se estendendo até aproximadamente 20 h, e o cultivo atingiu a fase
estacionaria em 40 h (Figura 2.20B). Em vista disso, este meio foi selecionado, juntamente
com o meio YNBE1%M?2%, para as fermentacdes em frascos agitados, a fim de esclarecer se

tais divergéncias comportamentais estariam relacionadas a producao de MELs.
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Figura 2.20. Cinética de crescimento das cepas IME'EMM (A) ¢ IME'EEMM
(B) durante cultivo em microplacas contendo o meio YNBE1%M(1-2,5%), a
28°C e constante agitacdo por 48 h.

As cepas IME'EMM e JME'EMM foram submetidas a fermentagdes a 28 °C e 250
rpm, em frascos agitados contendo os meios YNBE1%M1% e YNBE1%M2%, juntamente

com a cepa JMY 1350, renomeada no presente trabalho como JM-CN, para servir como
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controle negativo nos ensaios seguintes. Esta cepa prototrofica possui o0 mesmo background
genético das estirpes recombinantes desenvolvidas, diferindo apenas na expressdao dos genes

emtl, maclPTSIA e mac2PTSIA.

A Figura 2.21 apresenta os resultados obtidos de biomassa celular seca, redugdo da
tensdo superficial e indice de emulsificagdo ao final de 96 h de cultivo das cepas JM-CN,
JME'EMM e JME EMM, nos diferentes meios estudados. No meio YNBE1%M 1% (Figura
2.21A), o acumulo de células foi aproximadamente 1,6 vezes inferior quando comparado com
o meio YNBE1%M?2% (Figura 2.21B) para todas as cepas, o que provavelmente esta
relacionado com a maior concentragdo de manose neste ultimo. Além disso, o crescimento
celular da cepa JIME'EMM foi cerca de 1,3 vezes menor, em relagdo a cepa JME'EMM, em

ambos 0s meios, o que corrobora com os cultivos em microplacas.
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Figura 2.21. Biomassa celular seca, tensdo superficial e indice de emulsificacdo obtidos a partir dos
cultivos em YNBEM das cepas IM-CN, IME*EMM e JME'EMM a 28 °C e 250 rpm durante 96 h. (A)
Meio YNBE1%M1%. (B) Meio YNBE1%M2%. Biomassa (em azul), Tensdo Superficial (em verde), e
Indice de Emulsifica¢io (em vermelho).

Os extratos brutos obtidos do sobrenadantes dos cultivos das cepas JIM-CN (EBjcn),
JME'EMM (EBg+gmm) € IMEEEMM (EBg.emv) em ambos 0s meios apresentaram redugdes
significativas de TS. Em relagdo aos extratos provenientes do meio YNBE1%M1%, o EBE.
Emm levou a uma maior redugdo da TS (29,7 mN.m™"), seguido do EBgemm (31,9 mN.m™),
enquanto que o EBjcn apresentou valores (44,7 mN.m™') mais proximos aos observados
anteriormente por EBcn € EBemm (49,4 e 43,6 mN.m™!, respectivamente). Em comparacio

com o meio YNBE1%M?2%, os valores de reducao de TS obtidos dos EBjcn, EBe+evMm € EBE-

emm foram similares entre si (238 mN.m™) (Figura 2.21).
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Ademais, a partir do meio YNBE1%M1%, foi verificada capacidade emulsificante de
EBicn, EBeiemm € EBEEvmm, com valores superiores a 35%, ao passo que no meio
YNBE1%M2%, os indices de EBjcn € EBe+Emm curiosamente sofreram drésticas redugoes.
Sil et al. (2013) observaram comportamento semelhante da linhagem W29, quanto cultivada
em meio contendo 3% de glicose. O IE observado a partir do sobrenadante foi inferior a 10%
em 72 h de cultivo, e com o aumento da biomassa celular, estes valores foram reduzidos.
Contrariamente, o0 EBE-emm apresentou os valores proximos para os dois meios testados, de 35

e 46%, respectivamente (Figura 2.21).

Analisando os dados em conjunto, ¢ possivel inferir que todas as cepas produziram
compostos com propriedades tensoativas. Entretanto, apenas a cepa JME'EMM sintetizou
moléculas com atividades emulsificantes em ambas as condi¢des avaliadas, assim como a
cepa Polg-EMM (em YNBE1%M2%). Os extratos EBjcn, EBe+emm € EBe-evm dos dois
meios foram analisados por MS para a deteccdo e caracterizacdo dos potenciais MELs

produzidos.

o Caracterizagdo e Quantifica¢do de MELs:

A analise ESI-MS por inje¢do direta dos extratos brutos foi realizada no modo positivo
e negativo. Nenhum ion candidato foi detectado nas analises no modo negativo, somente no
modo positivo, os quais foram confirmados por fragmentagdo MS/MS. O ion de m/z 349,11
foi identificado como MEL e detectado nos extratos de todas as cepas recombinantes
cultivadas em ambos os meios. Entretanto, a sua abundancia relativa foi variada e por isso,
este ion precursor s foi fragmentado nas corridas dos EBE.-emm, uma vez que o método de

analise foi configurado para a fragmentagao dos ions mais intensos (Apéndice 5).

O perfil de fragmentagdo do ion [M+Na]" de m/z 349,11 foi detalhado na Figura 2.22.
A analise do espectro MS? apontou para a perda neutra de fragmentos referentes ao eritritol
(C4HoO4; m/z 122,09), a um grupamento acetila (C2H302; m/z 60,01) e a manose acetilada
(CsH130¢; m/z 204,06), devido a presenga dos ions de m/z 227,01, 289,09 e 145,04
respectivamente, os quais se mostraram os mais abundantes tanto na fragmentagdo por CID
quanto por HCD. A diferenga de 1 Da observada para os [M+Na]" tedricos e identificados no
espectro, esta relacionado a maior preferéncia do H pelo O, conforme demonstrado antes por
Steckel e Schlosser (2019) e observado por Hewald et al. (2006) nos espectros MS? e MS? dos

MELs. Adicionalmente, este mesmo MEL foi identificado como o aduto [M+K]" de m/z
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365,08, onde pdde-se observar perdas caracteristicas de fragmentos correspondentes ao grupo

acetila (m/z 307,08), bem como ao eritritol (m/z 245,09), conforme listado na Tabela 2.4.

Férmula Molecular:
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Figura 2.22. Perfil de fragmentagdo do ion de m/z 349 detectado nos extratos brutos das cepas
recombinantes JME'EMM e JMEEMM cultivadas nos meios YNBE1%M1% e YNBE1%M2%. A
imagem destacada pela linha pontilhada caracteriza a perda do eritritol (C4H9O4, em vermelho), acetato
(C2H30,, em azul) e da manose + CoH3O;, (CsHi30¢, em verde). Os ions de fragmentacdo marcados
indicam os fragmentos remanescentes: eritritol (C4HoO4, em verde), manose + C>H30; (CsHi30s, em
vermelho) e manosileritritol (C1oHi90sg, em azul); com os ions [M+Na]* teoricos.

Tabela 2.4. Manosileritritol lipidio produzido pelas cepas JME'EMM e JMEEMM a partir de
fermentagdes nos meios YNBE1%M1% e YNBME1%M2%, identificados por Electrospray Ionization-
Mass Spectrometry.

fon Molecular MS1 (m/z)

Massa Formula ifons de Fragmentacio  Espécie de
Real Tebrico Erro Molecular Molecular MS2 (m/z) MELs
(ppm)
349,11 349,11 - 1,44 326,12 Ci2 Hx Opo 145,04; 227,02; 289,10 MEL-C2
365,08 365,08 -1,21 326,12 Ci2 H2 Opo 245,09; 307,08 MEL-C2

Sendo assim, a molécula produzida pelas cepas recombinantes foi caracterizada como

MEL-C2, uma vez que a metodologia empregada nao permitiu a identificacao da localizagao
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exata do grupamento acetila e, portanto, sua classificacdo como MEL monoacilado
desacetilado, pela presenca desse radical em C2’ ou C3’, ou como MEL monoacetilado, no
caso deste C2 estd presente em C4° ou C6’, respectivamente. Segundo as modificacdes
genéticas realizadas, ¢ provavel que a acetilagdo esteja presente em C2°, pela especificidade
de Macl, conforme observado por Saika et al. (2018). Para tal grau de informagao, técnicas
complementares, como o NMR, sdo necessarias. Este método ¢ capaz de identificar grupos
funcionais, bem como a posicao das ligagdes dentro das moléculas de carboidratos e lipidios,
e por isso requer amostras com elevado nivel de pureza (SMYTH et al., 2014). No entanto,
MS representa um método poderoso para analise de glicolipidios, mesmo em extratos brutos
contendo complexas misturas, ¢ vem sendo amplamente utilizado na identificagdo de MELs
(SPOECKNER et al., 1999; ONGHENA et al., 2011; GOOSSENS et al., 2016; ANDRADE
etal., 2017; BECK et al., 2019).

A auséncia de acilagdo na molécula pode ser explicada pela baixa atividade das enzimas
Maclcit ¢ Mac2cit e/ou 0 metabolismo lipidico comprometido. Uma vez que a sintese de novo
de lipidios em Y. lipolytica requer excesso de carbono combinado com escassez de nitrogénio
(BEOPOULOS et al., 2009), as condi¢cdes empregadas podem ter desfavorecido esta via
metabolica. Ambos os meios YNBE1%M1% e YNBE1%M2% possuem baixas razdes C/N e

fontes de carbono que necessitam de um aparato enzimatico pouco usual para a cé€lula.

Devido a presenca apenas do acetato como a porcao hidrofébica, o HLB da molécula ¢
bastante elevado, de 16,3, segundo a escala de Griffin para categorizar surfactantes nao-
i6nicos (GRIFFIN, 1946). Como o HLB avalia o equilibrio do tamanho e da for¢a das porgdes
hidrofilicas e lipofilicas de um surfactante para o direcionamento de potenciais aplicagdes, a
faixa de 8 a 18 na qual se encontra 0 MEL-C2, indica que esta molécula ¢ mais adequada para

o uso em emulsdes O/W (ZHENG et al., 2015).

Similarmente, Fukuoka et al. (2007), isolaram uma mistura de MELs monoacilados
desacetilados sintetizados por M. antarcticus a partir de glicose, com os radicais variando de
C4-C14, cujo HLB foi calculado em torno de 12,15 e com medi¢des de TS de 33,8 mN.m™.
Tais valores estdo de acordo com os medidos para os EBg+emm € EBE-Evmm, entretanto, neste
trabalho foi detectado apenas o MEL-C2, o que salienta para uma possivel producao
concomitante de moléculas com propriedades tensoativas, como observado anteriormente

para a cepa recombinante Polg-EMM e os controles negativos Polg-CN e JM-CN.
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Com a elucidagio da estrutura dos MELs sintetizados pelas cepas JIME'EMM e JME
EMM, foi possivel realizar uma estimativa da sua produ¢do em funcdo de equivalentes de
eritritol, através da metodologia alternativa desenvolvida no presente trabalho. Isso porque,
conhecendo o peso molecular do MEL, um fator de correcdo para compensar a massa dos
demais constituintes pode ser calculado. Logo, os extratos foram analisados por HPLC-RID,

antes e ap6s a hidrdlise acida por 4 h.

Como o esperado, nos cromatogramas dos EBjcn apos a hidrélise nao foi detectado o
pico referente ao eritritol, o que corrobora com as analises por ESI-MS. Curiosamente, apenas
nos cromatogramas dos EBg.emm hidrolisados foi observado um pico de co-eluicdo com o
eritritol (Apéndice 6). Mesmo assim, os valores de concentracdo do eritritol nos extratos
foram calculados e utilizados apenas com indicadores aproximados da quantidade real dos
MELSs, uma vez que podem estar super ou subestimados. Além disso, as etapas de extracao e
hidrélise vao incorporando imprecisdes nos resultados finais. Porém, como todas as amostras

foram igualmente processadas, assumiu-se as mesmas oscilacdes em todos os ensaios.

No meio YNBE1%M1%, a cepa JME'EMM produziu aproximadamente 0,11 g.L! de
MEL-C2, enquanto que a cepa JME'EMM foi capaz de sintetizar 0,08 g.L™!. Com o aumento
da concentracdo da manose no meio YNBE1%M?2%, a produ¢do de MELs foi aumentada em
2,9 (0,32 gL e 52 (042 gL' vezes pelas cepas JME'EMM e JMEEMM,
respectivamente. Visto que a cepa JME'EMM ¢ incapaz de consumir eritritol a 1%, a maior
produgdo observada no meio YNBE1%M2%, em comparagdo com a da cepa JIME'EMM,
mostra que este poliol favoreceu a biossintese de MEL (Figura 2.23). Em estudos anteriores,
Rau et al. (2005), Morita et al. (2006) e Liu, Koh e Ji (2011) j& haviam verificado que a
adicdo de eritritol ao meio de cultivo contendo 6leo vegetal ou glicerol incrementa

substancialmente a produ¢ao de MELs.

= = JME'EMM
m 024 == JME'EMM
=

ul P |

YNBE1%M1% YNBE1%M2%

Figura 2.23. Producdo de manosileritritol lipidios pelas cepas
JMEEMM e JIME'EMM em meio YNBE1%M1% e YNBE1%M2%
durante cultivo em frascos agitados a 28 °C e 250 rpm por 96 h.
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Apesar das baixas concentragdes estimadas, este ¢ o primeiro relato na literatura da
producdo de MELs por Y. lipolytica. Cabe ressaltar, que o uso de carboidratos como substrato
para a produgdo deste glicolipidio, ¢ relatado por levar a considerdveis reducdes no
rendimento e produtividade das fermentagdes conduzidas pelas espécies naturalmente
produtoras. Investigando a producdo de MEL a partir da glicose, Morita et al. (2009)
relataram que as cepas M. antarcticus, U. siamensis, U. maydis e S. scitamineum foram
capazes de sintetizar entre 1,0 e 6,4 g.L"! deste glicolipidio, enquanto que na presenca de 6leo
de soja, estas espécies secretaram até 13,0 g.L' de MELs. Em outros estudos, estes mesmos
autores observaram que D. churashimaensis também produziu MEL a partir de glicose e
outros aguicares, como sacarose, frutose e manose, em concentragdes méaximas de 3,8 g.L!
(MORITA et al., 2011); e que M. aphidis ndo foi capaz de secretar MEL utilizando glicose
(MORITA et al., 2007).

Ademais, Kitamoto et al. (1992) identificou elevado teor de MEL intracelular em
células de M. antarcticus, excedendo 10% do seu peso seco celular, quando esta espécie foi
cultivada em glicose ou outros carboidratos como substrato, enquanto que no sobrenadante o
glicolipidio ndo foi identificado. Em manose, frutose, glicerol e eritritol, o contetido de MEL

intracelular foi de 12,8, 4,6, 21,1 e 5,1 %, respectivamente, junto com os triacilglicerdis.

A investigagdo da produg¢do de MEL intracelular pelas cepas recombinantes de Y.
lipolytica nao foi possivel, visto que a lise das células levou a liberagdo de uma infinidade de
compostos que interferiram nos métodos analiticos de quantificacdo da concentragdo de
MELs (dados ndo apresentados). No entanto, como ¢ descrito na literatura que o cluster
génico para a biossintese de MELs apresenta uma proteina transportadora responsavel pela
secrecdo do glicolipidio, o presente trabalho se propds a avaliar a atuacdo da Mmfl no

transporte de MELs para o meio extracelular por Y. lipolytica.

2.5.2. INFLUENCIA DA PROTEINA TRANSMEMBRANA MMF1 NA SECRECAO DE
MANOSILERITRITOL LIPIDIOS POR Yarrowia lipolytica

o Construgdo do Vetor de Expressdao pGGA-mmfl1:

A proteina transmembrana Mmfl ¢ membro de uma das maiores familias de
transportadores, a MFS (HEWALD et al., 2006), presentes em uma ampla variedade de
organismos (QUISTGAARD et al., 2016). Contudo, o alinhamento do gene mmfI contra o
genoma de referéncia de Y. lipolytica por BLASTX pelos bancos de dados GRYC e NCBI,
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mostrou, mais uma vez, auséncia de sequéncias homologas. Tal informacao sugere que a esta
espécie tenha utilizado outro mecanismo para a secre¢do do MEL-C2 sintetizado pelas cepas

recombinantes JIME'EMM e JIME'EMM.

Em vista disso, a sequéncia do gene mmf1 teve os cédons otimizados para Y. lipolytica
(Apéndice 1B) e foi sintetizado no vetor pUCS57, para a construg¢do do vetor de expressdo pelo
sistema GGA. Por essa razdo, foram adicionados a sequéncia as saliéncias complementares
nas extremidades 5’ e 3’ para a posicdo G1 (D: A e E: TCTA) e os sitios de restrigdo para
Bsal. As construgdes corretamente montadas foram rastreadas a partir de colonias brancas
resistentes a ampicilina, das quais os plasmideos foram previamente extraidos e analisados
pela PCR e digestdo com a enzima Notl. A andlise eletroforética em gel de agarose a 0,8%
(m/v) demonstrou que a amplificacdo do gene mmf1 foi bem sucedida, pelo aparecimento de
bandas abaixo de 400 pb, de acordo com o tamanho esperado (363 pb) para os trés plasmideos
analisados. Ademais, os vetores foram corretamente digeridos, uma vez que foi possivel
observar a presen¢a de duas bandas, referentes ao inserto integrativo (5.368 pb) e o backbone

bacteriano (2.150 pb) (Figura 2.24).

5.000 pb — G ) ) NPT

2.000 pb — (S SIS > 2.1 kb

400 pb —

Figura 2.24. Eletroforese em gel de agarose a 0,8% (m/v) da confirmagdo
da montagem correta do vetor pGGA-mmfl por PCR e digestdo com
Notl. 1: Padrao de massa molecular GeneRuler 1 kb plus (ThermoFisher).
2 a 4: produtos do PCR com os oligos Fw-mmfl/Rv-mmfl. 5 a 7: reagdo
com Notl. As setas em vermelho indicam as bandas referentes ao cassete
integrativo (5.368 pb) e backbone bacteriano (2.150 pb).

O vetor de expressdo desenvolvido foi denominado de pGGA-mmf1 e possui: 0 promotor
constitutivo pTEF e o terminador tLip2 nativos; a marca de selecdo auxotréfica para lisina

(LYS5); os sitios de inser¢do zeta; e a maquinaria para propagagao em E coli (Figura 2.25).
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Notl

PGGA-mmf1

7518 bp

Notl

Figura 2.25. Mapa do vetor pGGA-mmfl de 7.518 pb. pTEF: promotor constitutivo nativo.
mmfl: gene que codifica o transportador Mmfl. zLip2: terminador nativo. LYS5: marca de
selecdo auxotrofica para lisina (levedura). zetaUp/Down: sitio de inser¢do zeta. AmpR: marca
de selegdo de resisténcia ao antibidtico ampicilina (bactéria). ori: origem de replicacdo
bacteriana ColE1; Notl: sitio de restri¢do para linearizagdo do vetor.

o Construgdo das Cepas Recombinantes JME'EMMM e JME EMMM.:

O pGGA-mmfl linearizado foi empregado nos processos de transformacdo das cepas
com o fenotipo Lys: JIME'K'EMM e JMEK EMM. As colonias crescidas no meio YNB
foram submetidas a PCR de colonia para a confirmagdo da clonagem do gene mmjfl. Como
esperado, a andlise eletroforética a 0,8% (m/v) mostrou bandas na altura aproximada de

1.000 pb, correspondentes ao tamanho do fragmento amplificado, de 1.064 pb (Figura 2.26).

Figura 2.26. Eletroforese em gel de agarose a 0,8% (m/v) dos produtos de PCR para
confirmagao dos clones. 1: Padrdo de massa molecular GeneRuler 1 kb plus (New England
Biolabs). 2 a 5: colonias IMEK-EMM rastreadas. 6 a 9: colonias e JME'K-EMM rastreadas.
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o Cultivos de Producdo de MELs:

As cepas confirmadas foram nomeadas de JME'EMMM e JME'EMMM e submetidas
a cultivo em microplacas a 28 °C por 48 h, para a compara¢ao do crescimento celular com
suas cepas precursoras, IME'EMM e JME EMM, respectivamente, nos meios YNBE1%M 1%
e YNBE1%M2%. Conforme apresentado na Figura 2.27, os perfis de crescimento das cepas
recombinantes contendo as enzimas Emtl, Maclcit € Mac2cit € de suas derivadas com o
transportador Mmf1, ndo mostraram diferengas significativas em ambas as condigdes testadas,
e, portanto, salientam que a clonagem da proteina transmembrana nao levou a desordens
metabodlicas. Assim, as estirpes JME'EMMM e JMEEEMMM seguiram para cultivos em
frascos agitados com os meios YNBE1%M1% ¢ YNBE1%M2%, a 28 °C e 250 rpm por 96 h

para a avaliagdo secre¢ao de MELs.
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Figura 2.27. Cinética de crescimento das cepas recombinantes durante cultivo em microplacas contendo o
meio YNBEM, a 28 °C ¢ constante agitagao por 48 h. (A) Cultivo de JME'EMM e JME*EMMM em
YNBE1%M1%. (B) Cultivo de IME'EMM e JIME"EMMM em YNBE1%M?2%. (C) Cultivo de JME'EMM
e JIMEEMMM em YNBE1%M1%. (D) Cultivo de JME'EMM e JME'EEMMM em YNBE1%M?2%.
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Em ambos os meios YNBE1%M1% e YNBE1%M2%, as cepas IME'EMMM e JME-
EMMM tiveram o acumulo de células similar ao de as suas precursoras, porém o a secre¢ao
de MELs foi reduzida (Figura 2.28). A cepa JME'EMMM secretou 0,08 g.L"!' do glicolipidio,
enquanto que a cepa JME'EMMM externalizou apenas 0,04 g.L''de MELs, no meio
YNBE1%M1% (Figura 2.28A). Estes valores aumentaram cerca de 3,6 no cultivo em
YNBE1%M2% (JME'EMMM: 0,26 g.L'!; e IMEEMMM: 0,14 g.L'!) (Figura 2.28B), porém,
ainda foram inferiores aos das cepas IME'EMM e IME'EMM.

A.

10 - 0.5
v, 8- - 0.4 =
=) m
T; 6_ _03 r
m —
7)) «Q
©  4- —0.2
5 =
o m Am

0- =11 0.0

JME"® EMM JME" EMMM JME EMM JME EMMM
B.

10— - 0.5
‘_I_I 8_ _0.4 g
) m
e 6 -0.3 =
w —
g 44 0.2
o ~
m 27 — 0.1

0_ T | | | 00

JME'EMM JME'EMMM JME'EMM JMEEMMM

Figura 2.28. Producdo de biomassa e manosileritritol lipidios pelas cepas
JME*EMMM e JME'EMMM e suas respectivas precursoras em meio YNBE1%M1%
e YNBE1%M2% durante cultivo em frascos agitados a 28 °C e 250 rpm por 96 h. (A)
Meio YNBE1%M1%. (B) Meio YNBE1%M2%. Biomassa (em azul) e
Manosileritritol lipidios (em verde).

A andlise por MS revelou apenas a presenca do MEL-C2 nas amostras, conforme
previamente observado para as cepas JIME+EMM e JIME-EMM (Apéndice 5). Curiosamente,
Hewald et al. (2006) relataram que cepas mutantes de U. maydis maclA ou mac2A resultaram

em total perda da produ¢do de MEL extracelular. Embora os autores ndo tenham avaliado a
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sintese intracelular de MELs para a confirmacdo da obrigatoriedade da ac¢do de ambas
aciltransferases, os dados sugerem que MELs monoaciladas ndo sdo secretadas por esta
enzima especificamente. Diferentemente, Fukuoka et al. (2007) e Saika et al. (2018)
identificaram MELs monoacilados extraidos a partir do sobrenadante de cepas selvagens de
M. antarcticus, M. aphidis, M. rugulosus entre outras; bem como da cepa recombinante P.
tsukubaensis pro tem. PtMAC2A. Entretanto, de acordo com a andlise por BLASTP, a
sequéncia da Mmfl de U. maydis possui entre 71 a 81% de homologia com as proteinas
correspondentes nas leveduras M. antarcticus, M. aphidis e P. tsukubaensis pro tem

(SAIKA et al., 2018).

Além disso, a clonagem do gene mmfl de U. maydis em Y. lipolytica nao foi
acompanhada de adicao de peptideos sinais nativos da levedura. Isso porque, o transporte de
proteinas para a membrana celular, visando a integragdo ou secre¢do, ocorre por uma via
secretora padrdo, na qual a proteina-alvo se move do reticulo endoplasmatico para o
complexo de Golgi e, em seguida, para vesiculas transportadoras (HADLINGTON;
DENECKE, 2000; SURPILI; MULLER-ROBER; WILLMTZER, 2002). E, em um extenso
estudo de homologia realizado por Swennen e Beckerich (2007), entre 165 proteinas
implicadas na secrecdo vesicular em Y. /ipolytica e suas contrapartes em outros organismos,
foi mostrado que 72% destas proteinas estavam mais proximas de em fungos filamentosos do

que de outros microrganismos, o que facilitaria o reconhecimento e enderecamento adequado.

Em face do exposto, a clonagem da proteina transmembrana Mmf1 de U. maydis em
Y. lipolytica, empregando os peptideos nativos do fungo filamentoso, ndo levou a uma maior
secrecdo de MEL-C2 pelas cepas recombinantes JME+EMMM e JME-EMMM, nas
condi¢des avaliadas. Este cenario pode ser diferente, ao considerar a sintese de MELs
diacilados pelas cepas recombinantes. Como a prova de conceito foi realizada a partir dos
carboidratos precursores como substrato, para facilitar a sintese da por¢do hidrofilica do
glicolipidio, ocorreu a produc¢do direcionada de MEL-C2, um biossurfactante com
propriedades fisico-quimicas pouco atrativas industrialmente. Por isso a avaliacdo da
producdo de MELs por Y. lipolytica em condi¢cdes que favorecam a sintese de todos os

intermediarios foi explorada.



MANOSILERITRITOL LIPIDIO | 104

2.5.3. AVALIACAO DA PRODUCAO DE MANOSILERITRITOL LIPIDIOS POR
Yarrowia lipolytica A PARTIR DE GLICEROL

Os fatores nutricionais e ambientais aos quais 0s microrganismos sao submetidos
podem afetar o rendimento e a composicdo dos MELs pelas espécies produtoras
(ARUTCHELVI et al., 2008). Embora ndo haja nenhuma informacao sobre os parametros
relevantes para a biossintese deste glicolipidio por Y. lipolytica, deduz-se que em condigdes
ideais para o alcance de bons rendimentos dos precursores, a producdo de MELs sera
favorecida. Tendo em vista que o glicerol ¢ caracterizado como substrato preferido para o
crescimento celular (WORKMAN; HOLT; THYKAER, 2013) e sintese de eritritol
(TOMASZEWSKA, 2012) e de lipidios (BACK et al., 2016) por esta levedura, a producao de

MELs a partir desse subproduto industrial foi investigada.

A razdo C/N elevada ¢ apontada como um dos principais pardmetros para o acimulo
de lipidios por Y. lipolytica (SARA; BRAR; BLAIS, 2016), e concomitantemente, também
favorece a produc¢ao de eritritol (TOMASZEWSKA, 2012). Adicionalmente, Egermeier et al.
(2017) identificaram o pH em torno de 3,5 — 4,0, como a melhor faixa para o direcionamento
da producao de eritritol, em detrimentos dos demais polidis também sintetizados por Y.
lipolytica. Assim, as cepas recombinantes JME'EMM, JME'EMM, JME'EMMM e JME
EMMM foram submetidas a uma triagem em microplacas no meio YNB contendo 8% de

glicerol, a 30 °C, 500 rpm por 120 h.

Tabela 2.5. Actimulo de biomassa seca e tensdo superficial dos extratos brutos provenientes dos
cultivos em microplaca para a triagem das cepas recombinantes de Yarrowia lipolytica no meio
YNBG8%, a 30 °C 500 rpm por 120 h.

Biomassa Seca Tensdo Superficial (mN.m™")

Estirpes (mg.mL")" TSP ATS?
JME'EMM (1) 8,47 +0,82 65,83 + 1,28 6,34 + 1,28
JME'EMM (2) 8,29 +0,15 67,30+ 1,68 4,88 + 1,68
JME'EMM (3) 7,76 +0,32 65,35 + 4,40 6,82 + 4,40

JME'EMMM (1) 7,87 +0,62 69,40 + 0,92 2,78 +0,92
JME'EMMM (2) 7,93 +1,18 70,75 + 0,48 1,42 +0,48
JME‘EMMM (3) 7,84 + 1,06 68,81 +2,22 337+222
JMEEMM (1) 8,00 + 0,46 67,48 +2.65 4,69 +2.65
JMEEMM (2) 7,84 +0,87 69,01 + 1,15 3,17 +1,15
JME'EMM (3) 8,16+ 0,85 67,55+ 0,70 4,63 +0,70
JMEEMMM (1) 7,73 +1,73 71,09 + 0,23 1,08 +0,23
JMEEMMM (2) 6,18 +0,15 70,74 + 0,26 1,43 +0,26
JME'EMMM (3) 7,24 + 0,46 67,10+ 3,49 5,07 + 3,49

3ATS calculado com base na tensdo superficial da d4gua destilada (72,17 mN.m™).
®Valores ndo apresentam diferenga estatistica para 95% de confianga no One-way ANOVA (p > 0,05).
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Conforme os resultados apresentados na Tabela 2.5, a concentracdo da biomassa e
reducdo da tensao superficial ndo diferiu significativamente entre os trés clones de um mesmo
fenotipo e de fenotipos diferentes. Os valores de TS dos extratos brutos foram bastante
elevados, indicando que ndo houve producao do glicolipidio com propriedades tensoativas.
Além disso, todas as linhagens recombinantes apresentaram transi¢do dimorfica, com
formacgao de hifas e pseudo-hifas (dados ndo apresentados). Este fato pode estar relacionado
ao estresse gerado durante o cultivo em microplaca, como a elevada concentracao de glicerol,

que provavelmente dificultou a oxigenacao das células.

Sendo assim, as cepas JIME'EMM e JME'TEMMM foram selecionadas para o cultivo
em frascos agitados, com algumas alteracdes na composi¢cdo do meio ¢ nas condi¢des de
fermentagdo. A escolha por estas cepas se deu pelos ensaios anteriores, j4 que ndo houve
diferengas no cultivo em microplaca. Em 168 h de cultivo no meio YNBG12% (C/N 105 e pH
4), as cepas JM-CN, IME'EEMM e¢ JME'EMMM apesentaram uma cinética de crescimento

com pouca variacio, e atingiram valores em torno de 7-8 g.L! de células (Figura 2.29).
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Figura 2.29. Cinética da fermentagdo em YNBG12% (C/N 105 e pH 4) a 28 °C, 250 rpm durante 168 h.
(A) JM-CN. (B) IME'EMM. (C) IME'EEMMM. Biomassa (®). Glicerol (¢). Eritritol ( A).
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O consumo de glicerol divergiu para a cepa controle e as cepas recombinantes.
Enquanto que o glicerol residual na fermentagdo com a JM-CN chegou a cerca 66 g.L!, nos
cultivos com as cepas JIME'EMM e JME'EMMM a sua concentragao final ficou em torno de
86 g.L'!. Além disso, a sintese de eritritol também foi bastante diferente. A cepa JM-CN foi
capaz de secretar 8,74 g.L'! e as cepas recombinantes produziram cerca de 3 vezes menos
(Figura 2.29). No entanto os valores de redu¢do de TS foram muito similares entre si, tanto
das medigoes diretamente do sobrenadante livre de células, quanto a partir os extratos brutos
(Tabela 2.6), o que mostra que esta condicdo avaliada nao levou a producao de

biossurfactantes de interesse.

Tabela 2.6. Tensao superficial do sobrenadante e extratos brutos dos cultivos
em frascos agitados no meio YNBG12%, a 28 °C 500 rpm por 120 h.

Tensdo Superficial (mN.m™)

Estirpes
Sobrenadante® Extrato Bruto®
JM-CN 4898 £5,70 45,02 £ 3,18
JIME EMM 51,69 + 4,38 44,28 £ 1,00
JME'EMMM 52,44 + 5,83 46,05 + 0,69

30 h a tensdo superficial foi de 54,61 + 1,90 mN.m.
YExtra¢do do meio estéril levou a valores de 67,48 + 1,46 mN.m.

A andlise por HPLC-RID dos extratos brutos revelou a presenca de varios produtos,
que foram co-extraidos com o solvente orgéanico acetato de etila (dados ndo apresentados),
como principalmente o glicerol, que remanesceu em excesso no sobrenadante. Nos ensaios
anteriores com o meio YNBEM, os extratos brutos dos cultivos com as cepas IME' EMM e
JIME'EMMM, j4 haviam mostrado a co-extra¢do do eritritol. Os extratos dos ensaios com

YNBG, ap6s a hidrélise apresentaram-se muito poluidos, o que impossibilitou a analise.

A metodologia classica de quantificagdo dos MELs requer a extragdo prévia das
moléculas com acetato de etila (FUKUOKA et al., 2007; MORITA et al., 2011; SAIKA et al.,
2016) ou outro solventes, como éter metil-terc-butilico (RAU et al., 2005), e ¢ amplamente
empregada independentemente do substrato a ser utilizado e das caracteristicas estruturais do
produto gerado. Segundo Arévalo (2015), as técnicas utilizadas até o momento para isolar os
MELSs ndo sdo eficientes e tém um alto impacto no meio ambiente. Mesmo assim, métodos

alternativos de quantificag¢do direta ndo sao alvo de estudos.
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Outro aspecto importante a ser discutido, ¢ relacionado a segmentacao citosdlica das
enzimas Macl e Mac2. Freitag et al. (2014), ao direcionar Macl e Mac2 para o citosol de U.
maydis, nao observou diferenga estatistica significativa na produ¢ao de MELs (p > 0,01),
embora em valores absolutos, a concentragdo de MELs tenha reduzido. Tal fato pode estar
relacionado com a menor quantidade de cadeias acil-CoAs disponiveis no citoplasma, o que

também pode ter ocorrido no presente trabalho.

Xu et al. (2016) realizaram a engenharia de vias metabdlicas em Y. lipolytica para o
desenvolvimento de uma plataforma de biorrefinaria. Especificamente, as enzimas de
processamento acil-CoA/acil-ACP (Acyl Carrer Protein) foram direcionadas ao citoplasma,
peroxissomo ou reticulo endoplasmatico para gerar ésteres etilicos de acidos graxos e alcanos
graxos com comprimento de cadeia personalizado. As enzimas foram expressas nesses
compartimentos sem perda de atividade, e a concentragao dos compostos de interesse nao foi
determinado pela localizagdo subcelular das enzimas, mas pela disponibilidade dos
precursores nos diferentes compartimentos. Portanto, estudar os efeitos da segmentagdo
peroxissomal das aciltransferases e estratégias de aumento do suprimento de intermediarios,

via engenharia metabolica ou otimizacao dos bioprocessos, sdo alguns dos objetivos futuros.

Mediante o exposto, o presente trabalho abre novas possibilidades de aplicacio
biotecnoldgica da espécie Y. lipolytica. No entanto, um maior conhecimento acerca dos
parametros relevantes para a biossintese de MELs por esta levedura € necessario, bem como a
implementa¢do de metodologias de quantificagdo mais fidedignas para a obtencdo de dados

mais precisos.
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2.6. CONCLUSOES

Os resultados deste estudo permitiram concluir que:

e A clonagem dos genes emtl, macl PTSIA e mac2PTSIA em diferentes cassetes de
expressao levou a sintese de MELs pelas cepas recombinantes de Y. lipolytica a

partir do uso dos carboidratos manose e eritritol como substrato.

e Os MELs produzidos pelas cepas recombinantes foram caracterizados como
MEL-C2, segundo as andlises por espectrometria de massas do extrato bruto, pela

presenca de apenas um grupamento acetila como porcao hidrofobica.

e As cepas recombinantes com o fenotipo EYK™ foram capazes de produzir
aproximadamente 0,42 g.L'' de MELs na presenca de 1% de eritritol ¢ 2% de
manose, enquanto que as cepas mutantes com o fendtipo EYK" alcangaram um
méaximo de 0,32 gL' nas mesmas condigdes, de acordo com os métodos

analiticos empregados.

e A clonagem da proteina transmembrana Mmfl nas cepas recombinantes
produtoras  influenciou  negativamente na  secre¢gdo do  MEL-C2,
independentemente da habilidade de catabolismo do eritritol, segundo as

condig¢des utilizadas.

e Com os dados obtidos ndo foi possivel avaliar a eficiéncia do peptideo
autocatalitico F2A como uma ferramenta de co-expressao génica em Y. lipolytica.
Os resultados indicaram potencial producdo de MELs pela cepa recombinante
desenvolvida (Polg-EMM), utilizando manose e eritritol como substrato, o que

aponta para a atividade catalitica do F2A nesta espécie.
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CAPITULO 3:
B-CAROTENO

3.1. INTRODUCAO

Os carotenoides sdo uma familia de pigmentos terpenoides de grande interesse
cientifico desde o inicio do século XIX, devido a sua ampla diversidade de estruturas e
fungdes biologicas (ISLER, 1971). Atualmente, existem mais de 1.200 carotenoides de
ocorréncia natural descritos, os quais sdo sintetizados por uma extensa variedade de
organismos, englobando plantas, algas, fungos, bactérias, arqueas e alguns animais
invertebrados (YABUZAKI, 2020). Além do importante papel como corantes fotoprotetores
responsdveis pelas cores amarelo, laranja, vermelho e violeta nas espécies portadoras
(MAOKA, 2020), os carotenoides também apresentam varios efeitos benéficos para a satide
humana, como: a¢ao antioxidante, atividade de pro-vitamina A e anti-inflamatdria, modulacao
de fatores de crescimento e vias de sinalizacdo intracelular, estimulagdo do sistema
imunoldgico, e redugdo do risco de cancer e doengas degenerativas (FIEDOR; BURDA,
2014). Por isso, estes compostos tém sido extensivamente explorados por diferentes

segmentos industriais (SATHASIVAM; K1, 2018).

O mercado global de carotenoides atingiu US$ 1,65 bilhdes em 2018, ¢ estima-se que
alcancara US$ 2,19 bilhdes até 2026, com uma taxa de crescimento anual de 3,5%. Entre os
carotenoides existentes, o B-caroteno ¢ considerado um dos mais relevantes comercialmente,
sendo responsavel por mais de 20% da participagdo do mercado total de carotenoides. A
expectativa ¢ que o mercado global de B-caroteno ultrapasse US$ 650 milhdes em 2027, com
0 maior crescimento voltado para a produgdo a partir de fontes naturais, devido ao aumento
das preocupagdes por parte dos consumidores com os efeitos a longo prazo dos produtos

sintéticos (REPORTS AND DATA, 2019).

Afim de atender o aumento da demanda industrial, diversas alternativas para a
producao biotecnoldgica de B-caroteno vém sendo desenvolvidas, como a engenharia racional
de potenciais hospedeiros para a biossintese heterdloga (REYES; GOMEZ; KAO, 2014) e o
emprego de substratos de baixo custo (JACOBSEN; LEDESMA-AMARO; MARTINEZ,
2020). Dentre as espécies geneticamente modificadas, a levedura nao-convencional Y.
lipolytica tem se destacado, e possui o maior rendimento de -caroteno recombinante até o

momento (LARROUDE et al., 2018a).
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3.2. REVISAO BIBLIOGRAFICA
3.2.1. B-CAROTENO

3.2.1.1. Estrutura Quimica, Propriedades e Fungoes

O B-caroteno foi isolado pela primeira vez por Wackenroder em 1831, a partir das
raizes da cenoura (Daucus carota), o que deu origem ao seu nome. Porém, a sua composi¢ao
e estrutura foi totalmente determinada apenas no século XX. A formula empirica do [3-
caroteno, C4oHse, foi estabelecida por Willstatter e Mieg em 1907, e a estrutura quimica foi
elucidada por Karrer em 1930, o que lhe concedeu o Prémio Nobel de Quimica em 1937
(ISLER, 1971). Este composto ¢ o principal membro do grupo dos carotenos, consistindo de
oito unidades de isoprenos (CsHs) unidas de tal forma que o seu arranjo seja invertido no
centro da molécula. Portanto, a cadeia linear ¢ simétrica e possui os dois radicais metilas
centrais separados por seis atomos de C, enquanto que os demais sdo separados por cinco
atomos de C. As extremidades da molécula sdo ciclizadas e formam dois anéis B-ionona

(Figura 3.1) (GOODWIN, 1980).

Figura 3.1. Estrutura quimica do -caroteno (RIBEIRO; BARRETO; COELHO, 2011).

A simetria estrutural do all-trans-f-caroteno € responsavel pela sua propriedade mais
importante, a atividade de pro-vitamina A, sendo o Unico carotenoide com potencial para
produzir duas moléculas de retinal pela clivagem oxidativa da liga¢do central, catalisada pela
enzima 15-15° f-caroteno monooxigenase. O all-trans-retinal, por sua vez, pode ser
convertido de forma reversivel a retinol (vitamina A) e irreversivel a acido retinéico (GRUNE
et al., 2010). A vitamina A ¢ um nutriente essencial para muitas funcdes no organismo
humano, como crescimento, desenvolvimento e manutengao de tecidos epiteliais, reprodugao,
sistema imunologico e, em especial, no funcionamento do ciclo visual pela regeneracao de
fotorreceptores. Em vista disso, tém sido amplamente incentivado o consumo de alimentos e
suplementos ricos em B-caroteno, uma vez que o homem nao ¢ capaz de sintetizar vitamina A

(AMBROSIO; CAMPOS; FARO, 2006).
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A presenca de nove ligagdes duplas conjugadas na molécula do -caroteno contribui
para outras caracteristicas relevantes: (I) pigmenta¢do laranja, por atuar como cromoforo
responsavel pela absor¢do do comprimento de onda da luz visivel, na faixa de 400-500 nm,
tornando-o um corante bioativo relevante para a industria; e (II) acdo antioxidante, por
atribuir a capacidade de sequestrar espécies reativas de oxigénio, como o radical peroxil e o
oxigénio singlete, prevenindo inumeros danos celulares ¢ desempenhando a funcdo de
fotoprotetores. Entretanto, em altas pressdes parciais de oxigénio ou elevadas concentragdes
de carotenoides, o P-caroteno pode apresentar atividade pro-oxidante (OSLO, 1999). A
estrutura poliénica também confere instabilidade quimica, tornando o -caroteno suscetivel a
oxidagdes e isomerizagdes geométricas por meio da incidéncia de luz, elevada temperatura ou
acidez. A exposi¢do a tais agentes resulta na formagdo de isdmeros cis, epoxidos, perda da
intensidade da cor, diminuicdo da atividade de pro-vitamina A e degradacdo da molécula

(BRITTON, 1995).

3.2.1.2. Organismos Produtores e Biossintese

O pB-caroteno ¢ naturalmente encontrado na cenoura, damasco, brdcolis, manga,
acerola, aspargos, couve chinesa, toranjas, pimenta em pd e paprica (GUL et al., 2015).
Entretanto, outros vegetais t€ém sido apontados com de grande potencial para a servir de fonte
de P-caroteno, tais como buriti, caruru, pajura, piquid e umari (RIBEIRO; BARRETO;
COELHO, 2011), como mostrado na Tabela 3.1.

A microalga Dunaliella salina também ¢ uma fonte natural promissora de -caroteno,
na qual este carotenoide pode compreender at¢ 10% de seu peso seco celular, em condi¢des
de estresse, como: elevada temperatura, salinidade e intensidade de luz, e privagdo de
nutrientes (LAMERS et al., 2010; 2012). Dentre os fungos zigomicetos, especificamente os
da ordem Mucorales, trés espécies se destacam pela capacidade de produzir quantidades
significativas de P-caroteno como pigmento majoritario: Blakeslea trispora, Phycomyces
blakesleeanus e Mucor circinelloides; e, portanto, estes tém sido utilizados como
microrganismos modelo em estudos sobre a biossintese de carotenos (ALCAINO; BAEZA;
CIFUENTES, 2016). Em relagdo as leveduras e bactérias, ja foram descritas algumas espécies
carotenogénicas naturais, as quais tem atraido o interesse pela capacidade de utilizar

diferentes residuos agroindustriais como substrato (Tabela 3.1) (OTERO et al., 2019).
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Tabela 3.1. Organismos produtores de P-caroteno encontrados na natureza e suas
concentragdes em mg.g™' de massa seca e mg.L"! de carotenoides totais.

Organismos Produtores Carotenoides Totais B-caroteno
(mg.g") (mg.L™") (%)
VEGETAIS
Cenoura (Daucus carota) 0,08 - 0,17 - 49,0 - 65,0
Acerola (Malpighia glabra) 0,01 - 0,02 — 69,8 - 90,6
Brocolis (Brassica oleracea) 0,02 — 29,4
Damasco (Prunus armeniaca) 0,06 — 100,0
Manga (Mangifera indica) 0,01 — 28,1
Buriti (Mauritia vinifera) 0,51 — 72,5
Caruru (Amaranthus viridis) 0,10 — 27,5
Pajura (Couepia bracteosa) 0,02 — 92,1
Piquia (Caryocar villosum) 0,02 — 85,4
Umari (Poraqueiba sericea) 0,10 _ 78,9
MICROALGAS
Dunaliella salina 46,60 - 80
Dunaliella bardawil _ 69.000 75
FUNGOS FILAMENTOSOS
Blakeslea trispora 67,00 828 87,0
Phycomyces blakesleeanus 32,80 - 95,0
Mucor circinelloides* 0,66 - 2,00 _ 100
LEVEDURAS
Rhodotorula glutinis 0,90 19,40 81,0
Rhodotorula graminis 0,80 4,34 50,0
Sporobolomyces roseus 0,07 0,24 50,0
Sporidiobolus salmonicolor 0,91 0,25 32,0
BACTERIAS
Flavobacterium multivorum 2,96 9,49 82,0
Sphingomonas paucimobilis 5,10 51 89,0

Adaptada de RIBEIRO, BARRETO ¢ COELHO (2011) e RODRIGUEZ-AMAYA (2001).
* Referéncia: ZHANG et al. (2016).

A biossintese do B-caroteno e dos demais carotenoides ¢ um processo complexo,
envolvendo uma série de genes e enzimas que diferem fortemente entre as espécies produtoras
(SANZ et al., 2011). No geral, o primeiro passo envolve a sintese de isopreno, os precursores
pirofosfato de isopentenilo (IPP - isopentenyl pyrophosphate) e seu isdbmero pirofosfato de
dimetilalilo (DMAPP - dimethylallyl pyrophosphate), a partir de duas vias metabodlicas
independentes, de acordo com o organismo produtor e a localizagdo subcelular do produto
alvo: (I) a via do mevalonato (MVA - mevalonate) (MIZIORKO, 2011); e (II) a via do
metileritritol fosfato (MEP - methylerythritol phosphate), também referida como 1-desoxi-D-
xilulose 5-fosfato (DXP) (EISENREICH et al., 2004).



B-CAROTENO | 113

A via do MVA envolve a condensagdo de duas moléculas de acetil-CoA em uma
molécula de acetoacetil-CoA pela acdo de uma acetil-CoA tiolase. Em seguida, o acetoacetil-
CoA ¢ convertido em mevalonato por meio do intermediario 3-hidroxi-3-metilglutaril-CoA
(HMG-CoA), através da HMG-CoA sintase ¢ HMG-CoA redutase, com gasto de NADPH e
ATP, respectivamente. O IPP ¢ produzido a partir do mevalonato pela acdo outras trés
enzimas, mevalonato quinase, fosfomevalonato quinase e fosfomevalonato descarboxilase

(Figura 3.2) (ALCAINO; BAEZA; CIFUENTES, 2016).
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Figura 3.2. Biossintese de isoprenos. Na via do MVA (mevalonato), duas moléculas de acetil-CoA sio
condensadas por uma tiolase para formar o acetoacetil-CoA, o qual é convertido em HMG-CoA (3-hidroxi-
3-metilglutaril-CoA) pela HMG-CoA sintase, e subsequentemente em MVA pela HMG-CoA redutase. O
MVA ¢ transformado em MVAPP (difosfomevalonato) pela agfo das enzimas MVA/MVAP
(fosfomevalonato) quinase, e descarboxilado pela MVAPP descarboxilase para gerar o IPP (isopentenil
pirofosfato). Na via do MEP (metileritritol fosfato), o piruvato ¢ condensado ao gliceraldeido-3-fosfato pela
DXP (1-desoxi-D-xilulose 5-fosfato) sintase, para formar o DXP, que ¢ reduzido em MEP pela DXP
redutase. O MEP ¢ convertido em HMBPP (a 1-hidroxi-2-metil-2-(E)-butenil-4-difosfato) pelas enzimas
CDPME (4-difosfocitidil-2-C-metil-D-eritritol) sintase e quinase, MEC (2-C-metil-D-eritritol-2,4-
ciclodifosfato) sintetase e HMBPP sintase, o qual é reduzido em IPP ¢ DMAPP (pirofosfato de dimetilalilo)
pela HMBPP redutase. O DMAPP pode ser convertido em IPP através de uma reagdo reversivel catalisada
pela enzima IPP isomerase. PDK: complexo piruvato desidrogenase (Adaptado de VAYSSE et al., 2012).
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A via do MEP inicia-se com a condensagdo do piruvato e gliceraldeido-3-fosfato, pela
acao da DXP sintase, gerando DXP, que ¢ subsequentemente reduzido em MEP pela DXP
redutase. O MEP ¢ convertido a 1-hidroxi-2-metil-2-(E)-butenil-4-difosfato (HMBPP) pela
acdo das enzimas 4-difosfocitidil-2-C-metil-D-eritritol (CDPME) sintase, CDPME quinase, 2-
C-metil-D-eritritol-2,4-ciclodifosfato (MEC) sintetase ¢ HMBPP sintase. Finalmente, a
HMBPP redutase catalisa a conversio do HMBPP em IPP e DMAPP, em uma propor¢ao de
5-6: 1, e a IPP isomerase interconverte IPP ¢ DMAPP para ajustar seus niveis, conforme os
requisitos celulares. Assim, enquanto a via MEP gera DMAPP ¢ IPP, a via MVA produz
somente IPP, requerendo a atividade da IPP isomerase para gerar DMAPP (Figura 3.2). Com
excegdo das plantas, a maioria dos organismos tem apenas uma via para a sintese de IPP e
DMAPP. As bactérias, incluindo cianobactérias, usam exclusivamente a via MEP, enquanto

que os demais eucariotos possuem apenas a via MVA (ZHANG, 2018).

Os metabolitos IPP ¢ DMAPP s3o condensados, formando o geranil difosfato (GPP -
geranyl diphosphate; C10) ou farnesil difosfato (FPP - farnesyl diphosphate; C15), pela agao
das preniltransferases GPP sintase ou FPP sintase, respectivamente. A GGPP sintase catalisa a
adi¢do de outro IPP em FPP, a fim de gerar o geranil geranil difosfato (GGPP - geranyl
geranyl diphosphate; C20). Apos, a fitoeno sintase catalisa a formagdo de uma molécula de
fitoeno (C40), a partir de duas moléculas de GGPP. O fitoeno ¢ um caroteno aciclico e
incolor, com apenas trés ligacdes duplas conjugadas, o qual sofre desidrogenacdo por
diferentes fitoeno desidrogenases para gerar o fitotlueno, {-caroteno, neurosporeno e licopeno,
sequencialmente. Todos esses carotenos apresentam coloragdo, devido a presenga de cinco ou
mais ligacdes duplas conjugadas em suas cadeias lineares. O licopeno, por sua vez sofre
ciclizag¢do por licopeno ciclases em uma e/ou ambas extremidades, dando origem ao a- e -

caroteno, respectivamente (Figura 3.3) (MAOKA, 2020).

No geral, a fitoeno sintase ¢ codificada pelo gene crtB em bactérias e pelo gene PSY
em plantas, algas e cianobactérias (SIEIRO et al., 2003), embora analises de suas sequéncias
tenham sugerido que esses genes compartilham um ancestral comum (TAKAICHI, 2013). Por
outro lado, uma enzima bifuncional foi descrita em leveduras e fungos filamentosos, a qual
possui atividade de fitoeno sintase na regido C-terminal e atividade licopeno ciclase na regido
N-terminal. Logo, esta enzima fungica codificada pelos genes crtYB, carRP ou carRA foi
denominada de fitoeno B-caroteno sintase (PBS - phytoene [-carotene synthase), ou
simplesmente licopeno ciclase/ fitoeno sintase (Figura 3.3) (SANZ et al., 2011; ALCAINO;
BAEZA; CIFUENTES, 2016).
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Figura 3.3. Via biossintética de B-caroteno. A sintese de carotenoides em bactérias, fungos e plantas ocorre
de forma bastante maneira similar, divergindo nos genes necessarios em cada etapa. De maneira geral, o
DMAPP (pirofosfato de dimetilalilo) é condensado ao IPP (isopentenil pirofosfato) para formar o GPP
(geranil difosfato), pela agdo de uma GPP sintase. O GPP recebe mais uma ou duas moléculas de IPP, afim
de gerar o FPP (farnesil difosfato) ou GGPP (geranil geranil difosfato), respectivamente. A condensagao de
duas moléculas de GGPP, catalisada pela enzima fitoeno sintase, leva a formagdo do fitoeno, o primeiro
intermedidrio da via biossintética dos carotenoides. Em seguida, o fitoeno ¢ convertido em fitoflueno, C-
caroteno, neurosporeno e licopeno por fitoeno desaturases, e subsequentemente em o- € [-caroteno por
licopeno ciclases. Os genes destacados em azul, vermelho e verde codificam tais enzimas em bactérias,
fungos e plantas, respectivamente (Adaptado de MAOKA, 2020).
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Nos organismos carotenogénicos, varias modificacdes na estrutura dos carotenos
sintetizados podem ocorrem, como a desaturacdo, a ciclizacdo, a oxidagdo e a glicosilagdo
pela acdo de diferentes enzimas, dando origem outros carotenoides. Todas essas modificacdes

contribuem para a diversidade destes compostos na natureza (RODRIGUEZ-AMAYA, 2001).

3.2.1.3. Vias de Obtenc¢do e Aplicagoes Industriais

A producao industrial de B-caroteno ocorre através da extracdo de fontes vegetais,
sintese quimica ou biossintese microbiana (MATA-GOMEZ et al., 2014). O processo de
extragdo ¢ um método fisico-quimico, onde os carotenoides sdo recuperados de flores, frutos,
sementes, raizes, tubérculos e partes verdes das plantas (DASGUPTA; KLEIN, 2014). O
procedimento consiste em diferentes etapas: operagdes de purificagdo e trituragao de material,
prensagem de suco, coagulacdo de proteinas, sedimentagdo, centrifugacdo e extracdo com
solvente organico, filtragdo, desodorizacdo, evaporacao e cristalizagdo. Em alguns casos, a
matéria-prima ¢ submetida a fermentacdo, secagem ou fragmentacdo para aumentar a

eficiéncia da extragao dos carotenos (BOGACZ-RADOMSKA; HARASYM, 2018).

A fonte vegetal mais popular para obtencdo do B-caroteno ¢ a cenoura. Porém, a fim
de se atingir poucos gramas deste caroteno, normalmente sdo necessarios que varias dezenas
de quilos de material vegetal sejam processados. Por exemplo, a partir de 50 kg de cenouras,
apenas 2 g de a- e P-caroteno sdo obtidos na forma cristalina. Portanto, as principais
desvantagens da producdo de B-caroteno por extracdo de fonte vegetal sdo o alto custo, os
determinantes geograficos e a sazonalidade da matéria-prima. Ademais, os carotenoides
naturais apresentam baixa resisténcia a fatores externos e composi¢ao variavel, sendo dificil a
obten¢do de cores com tons padronizados. Tais inconvenientes podem ser evitados pela

obtencdo por sintese quimica (BOGACZ-RADOMSKA; HARASYM, 2018).

Os primeiros métodos para sintetizar o -caroteno quimicamente foram desenvolvidos
em 1954 e 1960 pelas empresas Roche (Suica) e BASF (Alemanha), respectivamente (ISLER,
1971). Contudo, a sua importancia econdomica aumentou somente nas décadas seguintes, e foi
observado um crescimento particularmente rapido neste segmento desde 1990 (RIBEIRO;
BARRETO; COELHO, 2011). No geral, a sintese quimica de B-caroteno baseia-se em
reacoes de Wittig ou compostos de Grignard, a partir de acetona, butadieno, dialdeido e
metanol (ALVAREZ et al., 2014). Embora o B-caroteno sintético tenha a mesma estrutura

molecular do B-caroteno natural, este Ultimo contém véarios outros carotenoides em baixas
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concentragdes, tornando os mais eficazes em termos de bioatividade, e, portanto, mais
valiosos e desejaveis comercialmente (DUFOSSE et al., 2005). Além disso, a sintese quimica
normalmente gera residuos indesejaveis que sao, em muitos casos, nocivos ao meio ambiente

(MATA-GOMEZ et al., 2014).

Uma alternativa promissora aos métodos pioneiros para a producao de B-caroteno sdo
0s processos biotecnologicos. A biossintese microbiana de carotenoides em escala industrial
tem sido extensivamente explorada desde 1980. Apesar de muitos microrganismos
carotenogénicos serem conhecidos, somente as espécies D. salina e B. trispora sao
comercialmente aplicadas, devido aos elevados rendimentos de producdo em condigdes
aprimoradas (CARDOSO et al., 2017). Mesmo assim, a principal limitagdo do uso de
sistemas microbianos na produgdo de -caroteno € a baixa produtividade, o crescimento lento,
composi¢ao complexa e o alto custo operacional, em comparacdo com a sintese quimica.
Entretanto, diferentes estratégias para melhorar a rentabilidade da producdo biotecnologica
deste caroteno estdo sob investigagdo, as quais incluem o melhoramento genético de espécies
carotenogénicas, engenharia racional de linhagens ndo-carotenogénicas, otimizacdo das
condi¢des dos bioprocessos e emprego de substratos residuais de baixo custo (VACHALI;
BHOSALE; BERNSTEIN, 2012; MATA-GOMEZ et al., 2014), conforme alguns exemplos

apresentados na Tabela 3.2.

Tabela 3.2. Estratégias para producdo biotecnologica de P-caroteno descritas na literatura a partir de
diferentes microrganismos, com os rendimentos e produtividades dos bioprocessos.

Espécies Estratégia P-caroteno Qp-caroteno™ Referéncia
Empregada (mg.g!) (mgL?') (mgL'h")
Otimizagdo da producdo
pela adigio de acetato de 59,91  2130,00 14,79 méGo leé)al'
sodio ao meio de cultivo
Blaskelea Uso da milhocina e do 6leo NANOU
trispora de fritura como substrato de 36,56 695,80 4,83 etal. (2017)
ATCC 14271 baixo custo ’
ATCC 14272 St d . d
ontrole a taxa e
transferéncia oxigénio e uso i 704.10 366 MéNgéggilsDO
da milhocina como ’ ’ ACi{ ATZ (2 00’5)
substrato alternativo
Uso de casca de laranja,
Blakeslea cenoura € mamio como KAUR;
trispora substrato e¢ otimizagdo das - 127,00 1,32 GHOSHAL; JAIN
MTCC 884 codi¢des de cultivo, como (2019)

pH e temperatura
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Continuacio
. Otimizagdo da producdo
Dunalielle  araves da salinidade do - 2312,00 9,63 HEI;fAéX{‘%N ot
meio de cultivo '
Dunaliella Evolugdo adaptativa por WICHUK;
salina exposi¢do a diodos 9,50 - - BRYNJOLFSSON
UTEX LB #200 emissores de luz ; FU (2014)
Clonagem do crt operon de
Pantoea agglomerans e
engenharia da via MEP,
TCA ¢ PP para maior 5988  2100,00 210 ZH&%; el
fornecimento de IPP e
o . DMAPP e dos co-fatores
Escherichia coli ATP ¢ NADPH
ATCC 8739
Engenharia da morfologia
da membrana através da
superexpressdo de genes 44,20 268,10 5,58 V\gjoitf)ﬂ'
que codificam proteinas
que influenciam na dobra
Mutagénese através da
Rhodotorula exposi¢do a radiagdo UV e
acheniorum otimiza¢do do meio de 10.69 26212 i NASRABADI;
MRN produgdo contendo soro do ’ ’ RAZAVI (2011)
leite  ultrafiltrado como
substrato
Rhodo{o;"ula Uso do soro de Ileite MAROVA
glutinis 1,48 51,22 0,64 1
CCY 20-2-26 processado como substrato etal. (2012)
Rhodotorula Uso de extrato acido
glutinis residuos da cebola como - 204,29 2,83 BAgglg; al.
KU550702 substrato de baixo custo
Rho.doto.rula Uso do soro de Ileite MAROVA
mucilaginosa 0,38 11,33 0,14
CCY 20-731 processado como substrato etal. (2012)
Clonagem  dos  genes
crtYB, crtE, e crtl da
‘Zgigfl‘gg;"g;eg espécic Xanthophyllomyces 11,40 772,80 5.40 Sg\(f)ggfl'
dendrorhous e emprego de
xilose como substrato
Sporobolomyces .
Uso do soro de leite MAROVA
roseus 2,89 29,40 0,36
CCY 19-4-8 processado como substrato etal. (2012)

* Qp-caroteno calculado a partir das informacdes fornecidas pelos autores.
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As multiplas funcdes bioldgicas do B-caroteno o torna valioso para aplicacdes nas
industrias de alimentos, nutrac€uticos, cosméticos ¢ ra¢ao animal (BOGACZ-RADOMSKA;
HARASYM, 2018). Em 1979, foi concedido ao B-caroteno sintético e natural o status de
seguranca GRAS pela FDA, para atuacao como corante e suplemento nutricional em produtos
destinados aos animais ¢ humanos (USDA, 2011). No entanto, os carotenos de fontes
sintéticas podem causar efeitos perigosos em altas doses, conforme subsequentemente
alertado pela mesma agéncia regulamentadora (KLAUI; BAUERNFEIND, 1981). Tais
descobertas aliadas ao aumento da preocupacao com a promocgao da saude pela populagao em
geral e a popularidade crescente dos produtos de origem naturais, estdo levando ao declinio da
participagdo do B-caroteno obtido através da sintese quimica no comércio mundial, segundo

as projecdes atuais (GRAND VIEW REPORT, 2020).

O setor de alimentos e bebidas representam a aplicagdo industrial mais dominante no
mercado global de B-caroteno, projetada a ultrapassar US$ 100 milhdes em 2024 (Figura 3.4)
(GRAND VIEW RESEARCH, 2020). Este carotenoide de fonte natural ¢ comumente
utilizado em tais segmentos em concentragdes entre 2 - 50 ppm, como alternativas aos corantes
sintéticos, a fim de: conferir cor, preservar, realgar ou uniformizar a coloracao de frutas,
vegetais, laticinios, peixes, carnes processadas e bebidas ndo-alcodlicas, para torna estes
produtos mais atraentes para o consumidor; e enriquecer o seu valor nutricional, devido a
atividade de pro-vitamina A e agdo antioxidante (BRITTON, 1995). A hipovitaminose A
ainda ¢ um dos principais problemas nutricionais nos paises subdesenvolvidos, apresentando
como consequéncias frequentes a xeroftalmia e a cegueira, principalmente em criangas, bem

como a morte prematura (RIBEIRO; BARRETO; COELHO, 2011).

No setor de nutrac€uticos e cosméticos, ha uma crescente demanda para o emprego do
-caroteno e outros carotenoides como suplementos e aditivos bioativos, respectivamente.
Uma vez que o estresse oxidativo e o desequilibrio redox celular foram identificados como os
principais responsaveis pelo desenvolvimento de uma ampla gama de doencas (CHO et al.,
2018), o uso dos carotenoides com suas propriedades antioxidantes tem sido estimulado, para
prevenir ou retardar enfermidades cronicas, danos celulares e envelhecimento (GRIFFITHS et
al., 2016). Especificamente, o -caroteno ¢ apontado como potencial agente para reduzir o
risco de cancer, arterosclerose, doencas cardiovasculares e oculares, incluindo carata e
degeneragdo macular relacionada a idade (GUL et al., 2015). Ademais, o P-caroteno ¢
utilizado como fotoprotetor contra a radiagdo UV para prevenir o fotoenvelhecimento, em

protetores solares orais e topicos (STAHL; SIES, 2012).
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Figura 3.4. Valor de mercado global de B-caroteno por aplicagdo no periodo de 2014 —
2024, em milhdes de ddlares (Adaptado de GRAND VIEW REPORT, 2020).

Embora o setor de racdo animal seja 0 menos expressivo no mercado global de B-
caroteno, acredita-se que este segmento mostre um crescimento notavel nos proximos anos
(Figura 3.4) (GRAND VIEW RESEARCH, 2020). H4 um incentivo para o mercado nacional
de carotenoides como aditivos em ragdo para animais aquaticos, visto que a Food and
Agriculture Organization of United Nations estima que o Brasil deve registrar um
crescimento de 104% na pesca e aquicultura até 2025 (FAO, 2018). Além de melhorar as
caracteristicas nutricionais para o consumo humano, o -caroteno contribui para a imunidade
das espécies aquaticas e aumenta da sobrevivéncia dos ovos e estdgios iniciais das larvas dos
peixes, favorecendo assim, a sua reproducdo e sobrevivéncia (TORRISSEN;

CHRISTIANSEN, 1995; DE CARVALHO; CARAMUIJO, 2017).

Atualmente, o comércio mundial de B-caroteno obtido a partir de fontes naturais ¢é
dominado pelas empresas BASF (Alemanha) e Royal DSM (Holanda), como fornecedores.
Entretanto, a Abbott Laboratories (EUA), LycoRed (Suica) e PAN Quian (Hong Kong)
aparecem como os principais fabricantes de produtos inovadores (BOGACZ-RADOMSKA;
HARASYM; PIWOWAR, 2020). Diversos produtos contendo B-caroteno natural ja estdo

disponiveis no mercado, conforme alguns exemplos mostrados na Tabela 3.3.
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Tabela 3.3. Produtos disponiveis no mercado contendo B-caroteno de fonte natural em sua composicdo.

Nome do Produto  Fornecedores/ Fabricante Aplicacao/Uso Referéncia*
Betatene® BASF Suplemento alimentar 132A0§(1; ’
CaroCare® Royal DSM Suplemento alimentar B(S)ZI),

Betanat® Royal DSM Adit(i:\?orzlgfnf:ntar I;(S)ZI)’
BetaBeads” LycoRed Adit(i:\?(f iﬁ:ﬁ:éntar LY(2:(?2%ED’
Lyc-O-Beta® LycoRed Suplemento alimentar LY(;(%%ED’
Pivot® Abbott Laboratories Suplemento alimentar AB2I?)§(;IT,
Ensure® Abbott Laboratories Suplemento alimentar ABz%g)(;f L.
Eclae ( Grugf)lgz lins) Cosméticos topicos ES(I;%E’

* As informagoes foram retiradas do site dos fornecedores/produtores.

3.2.2. PRODUCAO DE BETA-CAROTENO POR Yarrowia lipolytica

A levedura Y. lipolytica estd emergindo como uma robusta plataforma biotecnoldgica
para a producdo de carotenoides, a fim de fornecer uma alternativa sustentavel aos processos
convencionais (MA et al., 2019). Isso se deve gracas a suas caracteristicas particulares,
envolvendo: altos fluxos nativos de acetil-CoA como substrato inicial da via do MVA para a
sintese dos precursores GPP, FPP e GGPP (ZHANG, 2018); actimulo de elevadas
concentragdes de lipidios para o armazenamento intracelular de tais compostos terpenoides
lipofilicos (LARROUDE et al., 2018a); vasto repertorio de ferramentas de biologia sintética
para a engenharia de vias metabdlicas (SCHWARTZ et al., 2017); assim como eficientes
mecanismos para degradacdo de uma ampla variedade de residuos industriais (DO; THERON;

FICKERS, 2019).

Os estudos pioneiros empregando Y. lipolytica recombinante para a sintese de [-
caroteno e demais carotenoides datam a ultima década (MILLER; ALPER, 2019), e aqueles

de maiores relevancia foram listados na Tabela 3.4.
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Tabela 3.4. Estudos pioneiros e suas principais estratégias génicas para o desenvolvimento de diferentes
cepas de Yarrowia lipolytica produtoras de B-caroteno e licopeno, bem como condigdes de fermentacao
empregadas e rendimento final de produto.

Linhagem Estratégia Génica* Carotejlo Condicées de Cultivo Referéncia
Parental (mg.g™)
H222 crtB, crtl, GGS1, HMG, Licopeno Béﬁ;?giﬁ}gn (e Iﬁig:e(ég/z)h) ; Matthédus
APOXI-6, AGUT?2 16,0 pHg3 p o et al. (2014)
Batelada alimentada (264 h);
W29 Aku70, carB, carRP(4), B-caroteno meio YPD (glicose 3%, Gao et al.
(Polf) GGS1, tHMGI1(3), ERG10(2) 49,0 peptona 1%, extrato de (2017)
levedura 0,5%);
DGA2, GPDI, APOXI-6, Batel.ada allmeqtada (122 h);
W29 ATGLA, carB(3), carRP(3) B-caroteno meio YPD (glicose 0,5%, Larroude
(Pold) ’ ’ ’ 89,6 peptona 4%, extrato de et al. (2018a)

GGS1(3), tHMGI(1) levedura 5%):

* Os genes utilizados nas estratégias codificam para as enzimas: crtB - fitoeno sintase; crtl e carB - fitoeno
desidrogenase; carRP - fitoeno sintase/licopeno ciclase; GGS1 - geranilgeranil difosfato sintase; (1) HMG -
HGM-CoA redutase; ERG10 - acetoacetil-CoA tiolase; DGA2 — aciltransferase; GPD1 - glycerol-3-fosfato
desidrogenase; TGL4 - lipase intracelular; POX1-6 - acil-CoA oxidases 1-6; GUT? - glicerol quinase; ku70
- helicase dependente de ATP. Os nimeros em parénteses indicam o nimero de copias inseridos no genoma
da cepa recombinante e o A indica genes deletados.

De maneira geral, a sintese de B-caroteno e dos demais carotenoides pela levedura Y.
lipolytica requer somente a clonagem de trés enzimas heterdlogas, a fitoeno sintase, fitoeno
desidrogenase e licopeno ciclase, pelo fato desta espécie apresentar endogenamente todas as
enzimas necessarias para a formacdo do GGPP, provindo da via do MVA. Por isso, as
estratégias para otimizar a producao destes terpenos nao-nativos buscam melhorar o aporte
dos substratos da via do MVA por desviar acetil-CoA citosolico para a sintese de IPP e
DMAPP, e aumentar os niveis de condensacdo destes para obter maiores rendimentos e

produtividades (Figuras 3.5). (MA et al., 2019).

Tendo em vista que a sintese do MVA ¢ irreversivel, a HMG-CoA redutase ¢
considerada a primeira enzima limitante, sendo um importante ponto regulador para o
metabolismo dos carotenoides (POLAKOWSKI; STAHL; LANG, 1998). Outras formas de
aprimorar a producdo baseiam-se em elevar a disponibilidade dos precursores terpenoides
endogenos, como o GGPP, e os exogenos, como fitoeno e licopeno (GAO et al., 2017,

LARROUDE et al., 2018a; QIANG et al., 2020; ZHANG et al., 2020).
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Figura 3.5. Biossintese de P-caroteno por Yarrowia lipolytica. O acetil-CoA sintetizado ¢
convertido em acetoacetil-CoA pela enzima acetoacetil-CoA tiolase, a qual é codificada pelo gene
ERGI0, e subsequentemente em HMG-CoA (3-hidroxi-3-metil glutaril-CoA) pela enzima HMG-
CoA sintase, que ¢ codificada pelo gene ERGI3. Entdo, o HMG-CoA ¢ reduzido a MVA
(mevalonato) pela enzima HMG-CoA redutase, codificada pelo gene por HMGI, com gasto de duas
moléculas de NADPH. O MVA ¢ fosforilado e descarboxilado para formar o IPP (isopentenil
pirofosfato), o qual é isomerizado em DMAPP (pirofosfato de dimetilalilo) pela agdo da enzima
sintetizada pelo gene IDI. A condensagdo de duas moléculas de IPP ao DMAPP leva a formagao do
FPP (farnesil difosfato), o qual recebe mais um IPP para gerar GGPP (geranil geranil difosfato), em
reagdo catalisada pela enzima GGPP sintase, que ¢ codificada pelo gene GGSI. Para ser capaz de
sintetizar o P-caroteno, a levedura Y. lipolytica requer a clonagem de genes heterélogos que
codificam enzimas com atividades de fitoeno sintase, fiteno desaturase e licopeno ciclase (em
destaque). Os carotenos gerados sdo preferencialmente estocados nos corpusculos lipidios. T7CA:
ciclo do acido tricarboxilico. TAG: triacilglicerol (Adaptado de Zhang et al., 2020).

O licopeno ¢ um importante intermedidrio na via sintética dos carotenoides, com
propriedades antioxidantes de grande valor agregado. Matthdus et al. (2014) expressaram
genes crtB e crtl da bactéria Pantoea ananatis, sob o controle do promotor constitutivo pTEF,

em Y. lipolytica H222 nocauteada dos genes POXI-POX6 e GUT2 para aumentar a
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capacidade de armazenamento de lipidios e licopeno nos corpisculos. Os transformantes
produziram 142 pg de licopeno por g de biomassa seca, apés 96 h em cultivo. A
superexpressao adicional de GGSI e HMG levou a um aumento de 10,8 vezes do teor de
licopeno, para 1,54 mg.g'. Em condi¢des de limitacdo do crescimento, esta cepa

recombinante obteve um rendimento final de 16 mg.g™!.

Gao et al. (2017) clonaram os genes carRP e carB do fungo M. circinelloides e
superexpressaram os genes nativos GGSI, tHMG, ERGI0 sob a expressao de diferentes
promotores constitutivos e com diferentes nimeros de copias em Y. lipolytica Polf. Enquanto
que a cepa inicial, a qual continha apenas os genes exogenos, obteve um rendimento de 0,30
mg.g’!, a engenharia da via do MVA mostrou que Y. lipolytica pdde superar a limitagio de
tamanho de sua membrana celular para a producao de terpenoides hidrofobicos por meio do
alto fluxo intrinseco de acetil-CoA, redirecionando-o com sucesso para a sintese de [-
caroteno. Em condi¢des de limitacdo de nitrogénio a cepa engenheirada alcangou uma

concentragdo de 4 g.L"! de B-caroteno, com rendimento méaximo de 33 mg.g”! em 264 h.

Larroude et al. (2018a) também desenvolveram uma cepa de Y. lipolytica
superprodutora de [B-caroteno, mas a partir de uma estratégia diferenciada. Os autores
empregaram a cepa recombinante JMY3501, conhecida por acumular mais de 40% de sua
biomassa seca em lipidios, para a expressao dos genes carB e carRP de M. circinelloides,
bem como o GGSI e tHMG, sob diferentes promotores constitutivos, com o interesse de
rastrear a melhor combinagdo para cada dos genes estudados. A lipogénese intensificada
levou a um aumento no fluxo metabdlico em dire¢do a via do MVA, e a cepa resultante inicial
obteve um rendimento inicial de 17,40 mg.g”! em 96 h. Entre os promotores testados, o pTEF
mostrou ter maior influéncia na sintese de B-caroteno. E, em condigdes otimizadas, a cepa
desenvolvida alcangou uma producio maxima de 6,50 g.L"! desse caroteno, com rendimento

de 89,60 mg.g™!, durante fermentacdes em biorreatores de bancada.

Grenfell-lee et al. (2014) demonstraram em modelos de genotoxicidade que o perfil de
seguranca do P-caroteno produzido por Y. lipolytica € o mesmo de outros produtos
comerciais, o que facilitaria sua comercializagdo. Portanto, essa levedura oleaginosa
representa um promissor chassi biotecnoldgico para a producdo de P-caroteno. Inclusive,
empresas como DuPont (EUA) e Microbia (EUA) patentearam o uso de cepas de Y. lipolytica
carotenogénicas (SHARPE; YE; ZU, 2014; BAILEY; MADDEN; TRUEHEART, 2012).

Embora com resultados industrialmente relevantes, as linhagens superprodutoras

podem ser instadveis para aplicagdes industriais. Isso porque, estas cepas recombinantes
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apresentam muitas copias de diferentes genes homologos e/ou heterdlogos que sao
constitutivamente expressos, na maioria dos casos. Em geral, a natureza inerentemente
estocastica da maquinaria celular frequentemente leva a erros durante a replicagdo, e o efeito
combinado do estresse celular de fermentacdes por longas geragdes pode produzir
instabilidade genética. Particularmente, genes altamente transcritos tendem a acumular
mutagdes em taxas mais altas, e o acimulo dessas mutacdes pode diminuir a produtividade

(WORLAND et al., 2020a).

Além disso, considerando a variabilidade metabdlica entre as linhagens de Y.
lipolytica isoladas de fontes diversificadas (EGERMEIER et al., 2017), a investigacdo dos
diferentes backgrounds genéticos para a biossintese de f-caroteno foi realizada por poucos
estudos (BRUDER et al., 2020; DE SOUZA et al., 2020), assim como o emprego de
substratos de baixo custo para o desenvolvimento de bioprocessos competitivos (JACOBSEN;

LEDESMA-AMARO; MARTINEZ, 2020; WORLAND et al., 2020b).
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OBJETIVOS ESPECIFICOS

Os objetivos especificos desta etapa do trabalho foram:

Construir cepas auxotroficas a partir da linhagem selvagem brasileira IMUFRJ
50682 pela delecao do gene URA3, através de uma estratégia combinatoria de

clivagem dupla baseada no sistema CRISPR/Cas9;

Avaliar a eficiéncia de clonagem dos mutantes auxotroficos IMUFRJ 50682

desenvolvidos utilizando o gene reporter RedStarll,

Clonar os genes GGS1, carB e carRP nas cepas auxotroficas ura3A e analisar a
producdo de B-caroteno pelos recombinantes produtores na presenca de glicose e

glicerol puro como substrato;

Investigar a capacidade de sintese de B-caroteno pelas cepas recombinantes
produtoras, utilizando glicerina loira como tnica fonte de carbono em diferentes

razdes C/N;

Substituir os componentes do meio de cultivo por milhocina e avaliar o impacto
deste subproduto na producdo de carotenoides totais pelos recombinantes

produtores.
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3.4. MATERIAIS E METODOS
3.4.1. ESTRATEGIA EXPERIMENTAL

A estratégia experimental empregada na elaboragdo desta etapa do estudo foi

esquematizada no organograma presente na Figura 3.6.

CONSTRUCAO DE CEPAS AUXOTROFICAS DE

Yarrowia lipolytica IMUFRJ 50682

N\
Desenho dos sgRNAs: |
I Sitios de Inicio ¢ Fim da Transcri¢cdo do gene URA3 II
m———ooooooCICCCCCCCCCCDY
I{ Montagem dos Vetores Replicativos 1
\ CRISPR/Cas9 ]
(R ——
l,_______________:'___..‘ Fmmm e e m e
! REGIAO UPSTREAM AO GENE URA3 | I'REGIAO DOWNTREAM AO GENE URA3
I URA3 Transcription Start Site (UTSS): 1| | URA3 Transcription End Site (UTES): |
[ CC_gRNA-UTSS1 : [ CC_gRNA-UTESI :
|\ CC_gRNA-UTSS2 J |\ CC gRNA-UTES2 J

-———————————————T———' -_—_T_——————————————f

____J.___________l.____\

I Co-transformagdo na Linhagem Selvagem |
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e
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Avaliagdo da Produgdo em Meio Rico e Meio Sintético
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Figura 3.6. Representacdo esquematica dos experimentos realizados para a biossintese de carotenoides por
Yarrowia lipolytica IMUFRJ 50682 recombinante. A linha pontilhada destaca as etapas desenvolvidas no
INRAE (Jouy-en-Josas, Franga), sob orientagdo do Prof. Jean-Marc Nicaud.
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3.4.2. MICRORGANISMOS, PLASMIDEOS E OLIGONUCLEOTIDEOS

Os microrganismos empregados neste trabalho foram:

o Yarrowia lipolytica IMUFRJ 50682 (HAGLER; MENDONCA-HAGLER, 1981)
— linhagem selvagem (WT - Wild-Type) usada no desenvolvimento de cepas

auxotroficas pela dele¢dao do gene URA3 e clonagem dos genes de interesse.

o Escherichia coli DH50. (Invitrogen) — cepa usada para manipulagdo dos vetores,

conforme descrito no item 2.4.2.

Os plasmideos e os oligonucleotideos utilizados foram listados na Tabela 3.5.

Tabela 3.5. Lista dos plasmideos e oligonucleotideos utilizados no estudo sobre a sintese de carotenoides

por Yarrowia lipolytica IMUFRIJ 50682 recombinante.
PLASMIDEOS

Nome? Aplicacio / Descricao Fonte

GGA NATex Vetor replicativo para expressdo da nuclease Cas9 e INRAE
CrisprCas9-yl RFP sgRNAs para a regido promotora do gene URA3, sob o Larroude et al
(E4470) controle dos promotores p8UASTEF e pSCRI1’-tRNA, (2020) )

respectivamente. Marca de selecdo AmpR (bactéria) e NatR
(levedura), e o cromoforo RFP para identificacdo visual dos
clones bacterianos positivos.

GGA_HPHex Vetor replicativo para expressdo da nuclease Cas9 e INRAE
CrisprCas9-yl RFP sgRNAs para a regido terminadora do gene URA3, sob o Larroude et al
(E4599) controle dos promotores p8UASTEF e pSCRI1’-tRNA, (2020) ’
respectivamente. Marca de selecdo AmpR (bactéria) e HygR
(levedura), e o cromoforo RFP para identificagdo visual dos
clones bacterianos positivos.
GGVA_RedStarll Vetor integrativo contendo o gene reporter RedStarll para
~ . . ~ INRAE
(GGE0218) expressdo em Y. lipolytica. Marca de selecdo AmpR
g o . ~ Park et al.
(bactéria) e URA3 (levedura), sitios de inser¢do =zeta,
- (2019)
restricao Notl.
GGVA_Carotenoid Vetor integrativo contendo o gene GGS/ nativo, e 0s genes
(GGAO0012) carB e carRP de Mucor circinelloides, todos sob o controle INRAE
do promotor pTEF e o terminador tLip2, para expressdo em Celinska et al.
Y. lipolytica. Marca de selecdo AmpR (bactéria) e URA3 (2017)

(levedura), sitios de inser¢do zeta, restri¢ao Sfil.

OLIGONUCLEOTIDEOS

Oligonucleotideos Sequéncia (5°—3°)" Uso

TTCGATTCCGGGTCGGCGCAGGTTGG
ATACTTCACTGCCCCAGATAGTTTTA Clonagem do sgRNA 1

GCTCTAAAACTATCTGGGGCAGTGAAGTAT direcionado ao UTSS
CCAACCTGCGCCGACCCGGAAT

Fw-sgRNA-UTSSI

Rv-sgRNA-UTSSI
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Continuacio

TTCGATTCCGGGTCGGCGCAGGTTGG
ATAGCCGTATAGTCCAGTCTGTTTTA Clonagem do sgRNA 2

GCTCTAAAACAGACTGGACTATACGGCTAT direcionado ao UTSS
CCAACCTGCGCCGACCCGGAAT

TTCGATTCCGGGTCGGCGCAGGTTGG
ATATAGAGAGCGTGCAAGTAGTTTTA Clonagem do sgRNA 1

GCTCTAAAACAGACTGGACTATACGGCTAT direcionado ao UTES
CCAACCTGCGCCGACCCGGAAT

TTCGATTCCGGGTCGGCGCAGGTTGG
ATGGGGCATGTTGTTGTGTTGTTTTA Clonagem do sgRNA 2

GCTCTAAAACAACACAACAACATGCCCCATC direcionado ao UTES
CAACCTGCGCCGACCCGGAAT

Fw-sgRNA-UTSS2
Rv-sgRNA-UTSS2
Fw-sgRNA-UTESI
Rv-sgRNA-UTESI
Fw-sgRNA-UTES2

Rv-sgRNA-UTES2

Fw-UTSS GAGCCATTGACGTTCTTTCTAATTTGG Verificagdo da excisao
do gene URA3
Tm (°C): 60,2 - 57,1
Rv-UTES CTGTACCCAGCATCTCCGTATCG Amplicon: 1221 pb

2A nomenclatura em parénteses dos plasmideos refere-se ao numero de depésito no laboratorio BIMLip.
PAs letras em negrito representam as sequéncias dos sgRNAs, de 20 nucleotideos. As saliéncias de 4
nucleotideos para a montagem dos vetores por Golden Gate Assembly estdo sublinhadas e a regido do
tRNA estd em italico.

O estoque das culturas foi realizado em solugao de glicerol 20% (m/v) a —80 °C at¢ a

realizacdo dos ensaios.

3.4.3. MEIOS DE CULTIVO E REAGENTES

Os meios de cultivo utilizados neste estudo foram o LB, o YPD ¢ o YNB, conforme
composi¢do descrita no item 2.4.3. O meio YPD foi suplementado com 500 ug.mL"' de
nourseotricina (YPD-Nat) (Werner BioAgents), 300 ug.mL™! de higromicina B (YPD-Hig)
(Corning) ou ambos os antibioticos (YPD-Nat-Hig) para selecdo de co-transformantes e cepas
curadas. O meio YNB foi acrescido de 0,1 g.L! de uracila (YNB-Ura) (Sigma-Aldrich) para o
crescimento dos mutantes auxotréficos URA3". Alternativamente, a glicose do meio YPD foi

substituida por glicerol puro (2%; m/v), no meio YPG.

A producdo de B-caroteno pelas cepas recombinantes foi avaliada em diferentes meios
contendo glicerol ou glicerina como substrato, como disposto na Tabela 3.6. O glicerol puro
foi adquirido pela empresa Labsynth e a glicerina loira foi gentilmente fornecida pelo
CENPES, Petrobras. Esta foi proveniente de uma planta piloto de producdo de biodiesel
através da reacdo de transesterificacdo do 6leo de soja com o metanol, via catalise basica por

KOH, contendo aproximadamente 83% de pureza, segundo as informagdes dos fornecedores.

129



B-CAROTENO

Tabela 3.6. Meios empregados no estudo sobre a avaliagdo da producdo de carotenoides por Yarrowia
lipolytica IMUFRIJ 50682 geneticamente modificada.

COMPONENTES MEIOS*
(g.L") MGP55 MGL35 MGL55 MGLS85 MM10 MM20 MM30
Glicerol Puro 55,00 - - - - - -
Glicerina Loira - 42,17 66,27 102,41 42,17 42,17 42,17
(NH4)2804 3,06 3,06 3,06 3,06 - - -
KH,PO4 1,00 1,00 1,00 1,00 - - -
K,HPO4 0,16 0,16 0,16 0,16 - - -
MgS04.7H,0 0,70 0,70 0,70 0,70 - - -
Ca(NO3)2.4H,0 0,40 0,40 0,40 0,40 - - -
NaCl 0,50 0,50 0,50 0,50 - - -
Milhocina - - - - 10 20 30
Razdo C/N® 35 23 37 57 55 30 22

Adaptado de KOVALCHUK (2005).
2A nomenclatura dos meios foi baseada na concentracao inicial de glicerol dos meios.
A razdo C/N foi calculada em molC.moIN-!.

As caracteristicas da glicerina loira foram definidas por analises no TOC-L Total
Organic Carbon Analyzer (Shimazdu) e no 930 Compact IC Flex (Metrohm), cordialmente
realizadas no Laboratério de Tratamento de Aguas e Reuso de Efluentes da EQ/ UFRIJ, e
estdo detalhadas na Tabela 3.7. As propriedades e composi¢do da milhocina foram
determinadas pelo Laboratorio Agrondmico S/C Ltda e estdo descritas na Tabela 3.8. O pH

dos meios de producdo foi ajustado para 6,75 com NaOH 10M (Vetec).

Tabela 3.7. Composi¢do da glicerina loira empregada com

substrato alternativo nos meios de produgdo.
COMPOSTOS CONCENTRACOES"

Carbono Total 342,8 mg.L"!
Carbono Orgéanico Total 342,2 mg.L"!
Cloreto 33,273 ppm

Nitrato 0,194 ppm

Fosfato 0,362 ppm

Sulfato 0,364 ppm

Sodio 20,315 ppm

Célcio 0,224 ppm

*QOs valores sdo referentes a solu¢do de 1 g.L! de glicerina loira.
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Tabela 3.8. Especificagdo da milhocina utilizada nos meios de producdo, de acordo com analise realizada
pelo Laboratorio Agrondmico S/C Ltda.

COMPOSICAO
PROPRIEDADES ¢
Minerais Vitaminas
Carbono Nitrogénio 3,41% Biotina 0,30 mg kg
Organico 16,72% Fosforo 1,12% Cholina 3500,00 mg.kg™!
Total Potassio 2,90% Inositol 6000,00 mg.kg™
. Calcio 2,00% Niacina 80,00 mg.kg!
Coﬁggféjade mézrzn ., Magnésio 0,95% Piroxidina 9,00 mg.kg’!
' Enxofre 0,25% Riboflavina 6,00 mg. kg’
Densidad 1,15 Boro 0,08% Tiamina 3,00 mg.kg™!
ensidade
g.cm’! Sédio 0,08% Acido )
N . 15,00 mg kg
Relaciio C/N 4.90 Ferro 647,5 mg kg Pantoténico
¢ ’ Manganés 7,50 mg.kg!
Cobre 2,50 mg kg!
pH 4,00 .
Zinco 152,20 mg.kg!

Adaptado de LIBERATO, 2017.

Os reagentes usados para biologia molecular foram listados no item 2.4.3. Os demais
reagentes utilizados nos ensaios de extragdo e quantificagdo dos carotenoides possuiam

elevado grau de pureza (> 99%) e serdo indicados mais adiante.

3.4.4. CONSTRUCAO DOS MUTANTES AUXOTROFICOS POR CRISPR/CAS9
3.4.4.1. Design dos sgRNAs

Os sgRNAs foram preditos pela ferramenta online CRISPOR (http://crispor.tefor.net/)
(HAEUSSLER et al., 2016). O locus URA3 da linhagem W29 (N°de Acesso: AJ306421.1) foi
empregado como sequéncia de entrada, a estirpe CLIB122 (CR382127 Genolevures 2008) foi
selecionada como o genoma de interesse € a sequéncia PAM definida foi a 20bp-NGG-Sp
Cas9. As sequéncias de 20 nt orientadas para as regides promotoras e terminadoras do gene
URA3 com maiores scores de eficiéncia e especificidade, com baixo numero de predi¢des off-
target e auséncia do PAM foram selecionadas. Estas foram desenhadas como oligos
complementares, contendo em suas extremidades as saliéncias para a constru¢ao dos vetores
CRISPR/Cas9 por GGA (Tabela 3.5). A verificacdo da formacdo de estrutura secundéria foi
realizada nas plataformas online, como RNA Structure e RNAfold WEB SERVER.
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3.4.4.2. Montagem dos Vetores CRISPR/Cas9

Os vetores CRISPR/Cas9 foram montados pelo sistema GGA, segundo Larroude et al.
(2020). Os oligos complementares foram diluidos a concentragao final de 100 uM e 1 pL foi
adicionado a microtubos contendo 1 puL de 74 quinase, 1 uL do tampao da 74 ligase ¢ 6 uL
de 4gua livre de nucleases. A reagdo foi conduzida & 37 °C por 1 h, 95 °C por 10 min e
resfriamento até 25 °C, com diminui¢io de 5 °C.min"!. Os sgRNAs fosforilados e anelados
foram diluidos (1: 200) e 2 uL foram misturados com 100 ng dos vetores de destino, 10 U de
BsmBI, 3000 U de T7 DNA ligase, 2 nLL de tampao da enzima e agua livre de nucleases para
volume final de at¢ 20 pL. Os sgRNA-UTSS1 e sgRNA-UTSS2 foram adicionados
separadamente as reagdes contendo o GGA NATex CrisprCas9-yl RFP, enquanto que os
sgRNA-UTES1 e sgRNA-UTES2 foram adicionados na mistura com o
GGA_HPHex CrisprCas9-yl RFP. A reagdo foi submetida ao seguinte ciclo térmico: [55 °C
por 5 min, 16 °C por 5 min] x 30, 50 °C por 5 min, 80 °C por 5 min, 15 °C o. Ao fim, a
mistura reacional foi usada para transformacao de células de E. coli quimiocompetentes e as
colonias resistentes a ampicilina com coloragdo branca foram rastreadas para verificagao da

montagem correta dos plasmideos por digestdo com a enzima Bgl/l.

3.4.4.3. Co-Transformagao de Yarrowia lipolytica IMUFRJ 50682

Os vetores CRISPR/Cas9 replicativos corretamente montados foram submetidos ao
processo de co-transformacdo de Y. lipolytica, conforme o item 2.4.4.3. Aproximadamente
300 a 500 ng de cada um dos plasmideos CC_sgRNA-UTSS e CC sgRNA-UTES foram
combinados na mesma reagdo. As células co-transformadas foram selecionadas em meio

YPD-Nat-Hig solido, apds incubacao a 28 °C por 2 a 4 dias.

3.4.4.4. Avaliagdo Fenotipica e Verificagdo Genotipica dos Co-Transformantes

Os co-transformantes foram cultivados nos meios YNB, YNB-Ura e/ou YPD a 28 °C
por até 48 h. As células crescidas apenas nos meios YNB-Ura e/ou YPD foram selecionadas
para verificagdo da excisdo do gene URA3 por PCR da coldnia (item 2.3.4.3) usando os oligos
Fw-UTSS/Rv-UTES (Tabela 3.5). Os fragmentos amplificados foram purificados e
sequenciados. O alinhamento multiplo das sequéncias foi realizado pelo algoritmo MAFFT

(https://maftt.cbrc.jp/alignment/server) (KATOH; ROZEWICKI; YAMADA, 2019).
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3.4.4.5. Cura Plasmidial dos Mutantes Auxotroficos

Os mutantes auxotroficos (AM - Auxotrophic Mutants) foram cultivados
sequencialmente em meio YNB-Ura liquido a 28 °C, 160 rpm por 24 h. Em seguida, as cepas
foram repicadas em microplacas de 96 pogos contendo os meios YPD-Nat, YPD-Hig e YPD,
e incubadas a 28 °C, 180 rpm por 24 h para a verificagdo da perda da resisténcia aos

antibioticos.

3.4.4.6. Determinagdo da Eficiéncia de Clonagem

As estirpes curadas foram transformadas com o plasmideo GGVA_ RedStarll
linearizado com a enzima Notl (item 2.4.4.3). As coldnias crescidas no meio seletivo YNB
foram cultivadas em microplacas de 96 pogos contendo meio YPD, a 28 °C sob agita¢do
constante por 24 h. Ao final do periodo de incubagdo, a fluorescéncia da RFP produzida pelos
clones foi medida no comprimento de onda de excitagdo de 485 nm e emissao de 528 nm
(Synergy MX, Biotek). A eficiéncia de clonagem foi determinada como o numero de colonias

cujo o fenotipo fluorescente foi observado pelo total de colonias testadas.

3.4.5. CLONAGEM DOS GENES DE INTERESSE EM Yarrowia lipolytica

As linhagens IMUFRJ 50682 auxotroficas foram transformadas com o plasmideo
GGVA_Carotenoid, previamente linearizado com a enzima Sfil (item 2.4.4.3). Os
transformantes crescidos no meio YNB com intensa coloracao alaranjada foram selecionados

para a avaliagdo da capacidade de producdo de carotenoides a partir de diferentes substratos.

3.4.6. CULTIVOS PARA A PRODUCAO DE B-CAROTENO

Os recombinantes produtores de carotenoides (CRP - Carotenoid Recombinant
Producers) foram propagados em meio YPD liquido a 28 °C e 200 rpm overnight. Para a
determinagdo do perfil de crescimento celular, as culturas foram lavadas, ajustadas para
DO750nm inicial de 0,2 e crescidas em microplacas de 96 pogos contendo 100 puL. dos meios
YPD e YNB a 28 °C e 500 rpm, durante aproximadamente 10 h (Incubator LS122, Labstac),

em ftriplicata. A medida da absorbancia foi realizada a cada 30 min no equipamento
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SpectraMax M2e (Molecular Devices). Para a avaliagdo da producdo de -caroteno a partir de
glicose como substrato, as culturas foram inoculadas na DO750mm inicial de 0,1 em 10 mL dos
meios YPD e YNB em erlenmeyers de 50 mL, e incubados a 28 °C, 200 rpm por 96 h (Innova
42, Eppendorf New Brunswick). Ao final do periodo de incubagdo, as amostras foram
centrifugadas a 5.000 xg, 4 °C por 10 min (Sorvall Legend RT Plus, Thermo Scientific) para a

dosagem da biomassa e [3-caroteno.

Para producao de carotenoides a partir de glicerol ou glicerina como substrato, as
células foram propagadas em meio YPG a 28 °C e 160 rpm por 24 a 72 h, e inoculadas na
DO750nm inicial de 0,1 nos meios. As fermentagdes foram realizadas em 25 mL do meio
MGP55 em erlenmeyer de 125 mL, a 28 °C, 200 rpm e 120 h, para a triagem dos
recombinantes produtores; em 50 mL dos meios MGP55, MGL35, MGL55 ¢ MGL85 em
erlenmeyer de 250 mL, e em 10 mL dos meios MM 10, MM20 e MM30 em erlenmeyer de 50
mL, durante 96 h, para a investigagdo do impacto dos subprodutos no bioprocessos.
Amostragens foram retiradas a cada 24 h para a quantificagdo da biomassa, glicerol residual,

eritritol, manitol e carotenoides totais. Todos os cultivos foram realizados em duplicata.

3.4.7. METODOS ANALITICOS
3.4.7.1. Dosagem da Biomassa, Glicerol, Eritritol e Manitol

A quantificagdo da biomassa foi realizada conforme descrito no item 2.4.6.1. A
concentragdo de glicerol, eritritol e manitol foi determinada a partir do sobrenadante livre de

células, de acordo com o item 2.4.6.2.

3.4.7.2. Extragdo e Quantifica¢do de Carotenoides

A extracdo do B-caroteno e dos demais carotenoides foi realizada segundo Larroude et
al. (2018a), com algumas modificagdes. Aliquotas de 500 puL de células previamente lavadas
foram adicionadas a microtubos de 2 mL com aproximadamente 500 pL de pérolas de vidro e
1 mL da solugdo de extracdo, composta por acetato de etila e 0,01% butil hidroxitolueno
(BHT - Butylated Hydroxytoluene) (ambos Sigma-Aldrich). Os microtubos foram protegidos
da luz e submetidos a ciclos de 60 s a 4.000 rpm no disruptor de células (BeadBug
Homogenizer, Benchmark), ¢ banho de gelo por 120 s até que suspensao celular estivesse

totalmente descorada. O extrato de carotenoides foi recuperado a 5.000 xg por 3 min e a
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absorbancia foi analisada no espectrofotometro a 455 nm (Thermo Scientific Genesys 10S). Os
valores de absorbancia obtidos foram convertidos em mg.L!, de acordo com a curva analitica
previamente realizada com solu¢des de P-caroteno (Sigma-Aldrich) em concentragdes

conhecidas.

3.4.7.3. Analise da Pureza de [-Caroteno

O PB-caroteno extraido foi analisado quanto a sua pureza no HPLC equipado com o
Detector de Arranjo Diodos (DAD) (Shimadzu) e coluna C-18 Nova-Pak 604, 4pm e 3,9 x
150 mm (Waters). As analises foram realizadas a 455 nm e no modo isocratico, com a fase
movel consistindo de acetonitrila 70% e acetato de etila 30% (v/v) (ambos Scielab), em fluxo
constante de 0,5 mL.min!. A temperatura do forno foi mantida a 30 °C e o volume de injecio

foi fixado em 10 pL.

3.4.7.4. Determinacdo dos Parametros do Cultivo

A velocidade maxima especifica de crescimento microbiano (pmax), 0s coeficientes de
rendimento de substrato em biomassa (Yxis) e produto (Yrs), bem como a produtividade

volumétrica do produto (Qp) foram calculados pelas Equagdes 3.1, 3.2, 3.3 e 3.4,

respectivamente.
iy = % y d_)t( 3.1)
Fss = o (62)
Fors = s (3.3)
0, = ccll_l;’ (3.4)

3.4.8. ANALISES ESTATISTICAS

As andlises estatisticas foram realizadas no software GraphPad Prism 8.4.3, com

significancia para valores de p < 0,05.
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3.5. RESULTADOS E DISCUSSAO

3.5.1. CONSTRUCAO DE MUTANTES AUXOTROFICOS DE Yarrowia lipolytica

IMUFRIJ 50682 PELA ESTRATEGIA COMBINATORIA DE CLIVAGEM DUPLA

BASEADA NO SISTEMA CRISPR/CAS9

A tecnologia CRISPR/Cas9 ¢ uma ferramenta poderosa de edi¢do de genomas e varias
técnicas baseados no sistema tipo II foram desenvolvidos recentemente (DARVISHI et al.,
2018). A estratégia de clivagem dupla consiste do emprego de dois sgRNAs independentes
combinados com a nuclease Cas9 para induzir DSBs em diferentes regides do DNA
gendmico, que podem ser reparadas em conjunto pela via NHEJ, levando a perda completa de
qualquer sequéncia localizada entre os sitios alvos (ADIKUSUMA; PFITZNER; THOMAS,
2017). Em vista disso, foi investigado a eficiéncia desse método na delecdo de toda a
sequéncia codificante do gene URA3 da linhagem selvagem IMUFRJ 50682, cuja informagao
gendmica nao estd disponivel, para a constru¢do de mutantes auxotroéficos ndo-reversivos, a

fim de expandir o seu potencial biotecnolégico.

O gene URA3 codifica a orotidina-5'-fosfato descarboxilase, uma enzima que catalisa a
conversao da orotidina 5'-monofosfato (OMP - orotidine 5’-monophosphate) em uridina 5'-
monofosfato (UMP - uridine 5°-monophosphate), a ultima etapa na biossintese da pirimidina
(ALANI; CAO; KLECKNER, 1987). A delecao do URA3 impede que a levedura cres¢a em
meios deficientes de uracila em sua composi¢do. Este fenotipo de auxotrofia ainda permanece
a melhor escolha como marcador seletivo em cepas hospedeiras de Y. lipolytica (MADZAK;
GAILLARDIN; BECKERICH, 2004; LARROUDE et al., 2018b). Isso porque, as linhagens
dessa espécie sdo naturalmente resistentes a maioria dos antibidticos e frequentemente geram
resisténcia espontanea, o que limita a escolha de tais marcadores dominantes (BARTH;

GAILLARDIN, 1997).

Para nocautear o gene URA3 da estirpe IMUFRJ 50682, dois pares de sequéncias alvos
de 20 nt localizadas nos sitios de iniciacdo da transcricao (sgRNA UTSS1: -79 a -59 pb;
sgRNA UTSS2: -139 a -119 pb) e regides de terminacdo (sgRNA UTES1: +888 a + 908 pb;
sgRNA UTES2: +1002 a +1022 pb) foram preditos com base no genoma da linhagem W29, e
usados na montagem dos vetores replicativos, os quais foram combinados e empregados em
quatro diferentes reagdes. A combinacdo A foi realizada com os sgRNAs UTSS1 e UTES1
para excisao de 973 pb, a combinacdo B com os sgRNAs UTSS1 e UTES2 para delegdo de
1.073 pb, a combinagdo C com os sgRNAs UTSS2 e UTES] para perda de 1.052 pb, e a
combinac¢do D com os sgRNAs UTSS2 e UTES2 para remogado de 1.152 pb (Figura 3.7A).
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A.
Combinacéo B (-1073 bp)
’ Combinacéo A (-973 bp) \
Fw-UTSSy | !
-139 -119 -79 -59 +888 +908 +1002 +1022 F
L ] L ] L | L | Rv-UTES
SgRNA SgRNA SgRNA SgRNA
uTSss2 UTSS1 UTES1 UTES2
| Combinacéo C (-1052 bp) ]
\ Combinagéo D (-1152 bp) }
B.
Sequéncia de 20 pb: Sequéncia de 20 pb:
Regido Promotora (UTSS) Regido Terminadora (UTES)
— —
— —
BsmBI ‘ BsmBI BsmBI ‘ BsmBI
PBUASTEF PSCR1-tRNA i pSUASTEF pPSCR1'-tRNA i

Cas9

GGA_NATex_CrisprCas9-yl_RFP

j ] B :
GGA_HPHex_CrisprCas9-yl_RFP
11579 pb 12056 pb

ColEl/AmpR =" y|ARS =

Figura 3.7. Dele¢do do gene URA3 de Yarrowia lipolytica IMUFRJ 50682 por estratégia de clivagem
dupla baseada no sistema CRISPR/Cas9 para a construcdo de mutantes auxotréficos. (A) Sitios dos
sgRNAs (single guide RNASs) upstream e downstream ao gene URA3 e as combinagdes realizadas entre os
sgRNAs UTSS (URA3 Transcription Start Site) e sgRNA UTES (URA3 Transcription End Site). Os
numeros entre parénteses mostram o tamanho do fragmento a ser perdido por meio da dupla quebra da fita
dupla. A posicdo +1 indica start codon (ATG) e as localizagdes dos sgRNAs sdo apresentadas por sua
distancia da sequéncia da sequéncia codificante (em pares de bases). (B) Vetores CRISPR/Cas9 construidos
pelo sistema Golden Gate Assembly. GGA_NATex CrisprCas9-yl RFP ¢ GGA_HPHex CrisprCas9-
yl_RFP: vetores de destino pré-montados. pSUASTEF': promotor composto por oito copias do UASIB e
pTEF. Cas9: gene que codifica a nuclease Cas9 de Streptococcus pyogenes com os codons otimizados para
Y. lipolytica e fusionados ao sinal SV40. pSCRI -tRNA: promotor da RNA polimerase III combinado com
tRNA glicina. RFP: gene que codifica uma proteina fluorescente de coloragdo vermelha, flanqueado por
sitios de restricdo BsmBI. NatR: cassete que confere resisténcia a noursetricina (levedura). HygR: cassete
que confere resisténcia a higromicina B (levedura). y/ARS: sequéncias de replicacdo autdonoma.
ColE1/AmpR: origem de replicag@o e marca de selegdo de resisténcia ao antibiotico ampicilina (bactéria).

Os sgRNAs UTSS e UTES foram inseridos nos vetores de destino
GGA_NATex CrisprCas9-yl RFP e GGA HPHex CrisprCas9-yl RFP, respectivamente
(Figura 3.7B). Ambos plasmideos apresentavam a mesma construg¢do para niveis de expressao
similares, diferindo apenas nas sequéncias alvos e nas marcas de selecdo, a fim de permitir a
identificacdao das regides mais favoraveis para a excisdo do gene URA3, uma vez que a DSB
dupla mediada por CRISPR/Cas9 requer a clivagem sincronizada de ambos os sitios durante o

mesmo ciclo celular (GAO et al., 2018).

Os vetores de destino previamente construidos por Larroude et al. (2020) continham: o
cassete de expressdao do sgRNA dirigido pelo promotor sintético pSCRI1'-tRNA e uma
sequéncia poliT para terminagdo; o gene Cas9 expresso pelo promotor hibrido constitutivo

p8UASTEEF e terminador CYC-t, conforme descrito por Schwartz et al. (2016); as sequéncias
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de replicacdo autonoma isoladas dos cromossomos de Y. lipolytica (yIARS - Autonomously
Replicating Sequences), nas quais as fungdes centroméricas e replicativas estdo co-
localizadas; os genes nat (GGA NATex Crispr Cas9-yl RFP) e hph (GGA HPHex
CrisprCas9-yl RFP) como marcas de selegdo para conferir resisténcia aos antibidticos
nourseotricina e higromicina-B, respectivamente; bem como a maquinaria para propagagao
em E. coli. Adicionalmente, os cassetes de expressdo dos sgRNAs possuiam o gene RFP
flanqueado por sitios de restricio da enzima BsmBI para facilitar a triagem dos clones
bacterianos positivos abrigando as construgdes de interesse, uma vez que a clivagem com

BsmBI libera o RFP e permite a insercao das sequéncias de 20 nt desejadas (Figura 3.7B).

Assim, os vetores CRISPR/Cas9 corretamente montados foram rastreados a partir de

coldnias brancas crescidas em meio seletivo contendo ampicilina, através da digestdo com a

enzima BglII., conforme pode ser verificado na Figura 3.8.

Figura 3.8. Eletroforese em gel de agarose a 0,8% (m/v) dos vetores CRISPR/Cas9 construidos por Golden
Gate e digeridos pela enzima Bgl/Il para a confirmagdo da montagem correta. (A) Vetor CC_sgRNA-
UTSSI. 1: Padrao de massa molecular GeneRuler 1 kb plus (ThermoFisher). 2: GGA_NATex_CrisprCas9-
yl_RFP (controle negativo). 3 a 5: plasmideos rastreados pela inser¢do do sgRNA UTSS1. (B) Vetores
CC _sgRNA-UTSS2, CC_sgRNA-UTES1 e CC_sgRNA-UTES2. 1: Padrio de massa molecular GeneRuler
1 kb plus (ThermoFisher). 2: GGA NATex_ CrisprCas9-yl RFP (controle negativo). 3 a 5: plasmideos
rastreados pela presenga do sgRNA UTSS2. 6: GGA HPHex_ CrisprCas9-yl RFP (controle negativo). 7 a
9: plasmideos rastreados pela presenca do sgRNAs UTES1. 10 a 12: plasmideos rastreados pela presenca
do sgRNA UTES2. As setas em vermelho indicam o tamanho esperado dos fragmentos apos a digestao.
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A andlise eletroforética em gel de agarose a 0,8% (m/v) confirmou a insercdo dos
sgRNAs UTSS e UTES nos vetores de destino, pelo aparecimento de quatro bandas nos
tamanhos aproximados de 4.200, 3.000, 1.800 e¢ 1.500 pb e 4.600, 3.000, 1.800 ¢ 1.400 pb,
respectivamente (Figura 3.8). Os vetores desenvolvidos foram nomeados de CC sgRNA-
UTSS1, CC sgRNA-UTSS2, CC sgRNA-UTES1 e CC sgRNA-UTES2, e utilizados no
processo de co-transformacao da cepa IMUFRJ 50682.

Ap6s 4 dias de incubagdo, um total de 101 coldnias resistentes aos antibidticos
higromicina-B e nourseotricina de todas as combinagdes foram observadas no meio seletivo:
A (46 colonias), B (31 colonias), C (2 coldnias) e D (22 colonias). O fendtipo auxotrofico
para uracila dos co-transformantes foi analisado nos meios YNB, YNB-Ura ¢ YPD (Figura
3.9A). Para a combinagdo A, 25 coldnias foram semeadas nestes meios e 40% (10/25) foram
incapazes de crescer em YNB. Para a combinacdo B, 20 colonias foram testadas e apenas 5%
(1/20) ndo cresceram no meio seletivo. Para as combinagdes C e D, todos os co-
transformantes foram cultivados em YNB, ¢ se mostraram capazes de crescer na auséncia e

presenca de uracila, indicando que o nocaute do gene URA3 ndo ocorreu.

Figura 3.9. Verifica¢do fenotipica e genotipica dos co-transformantes. (A) Triagem
dos mutantes auxotroficos nos meios YNB, YNB-Ura e YPD. As setas vermelhas
indicam a presenca de colonias. (B) Eletroforese em gel de agarose a 0,8% (m/v) da
PCR de colonia dos candidatos incapazes de crescer em meio YNB. 1: Padrido de
massa molecular GeneRuler 1 kb plus (New England Biolabs). 2: IMUFRJ 50682. 3:
CO1. 4: C02. 5: C07. 6: C08. 7: C09. 8: C10. 9: C13. 10: C23. 11: C59. 12: C60. 13:
C62. Fragmentos com < 500 bp mostram excisdo de URA3.
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Cada candidato das combinag¢des A (10 colonias - CO1, C02, C07, C08, C09, C10,
C13, C59, C60 e C62) e B (1 colonia - C23) foram avaliados genotipicamente por PCR de
colonia e sequenciamento de DNA com os oligos Fw-UTSS/Rv-UTES. Nenhuma sequéncia
foi amplificada de CO1, C09 e C62 e os outros oito candidatos (C02, C07, C08, C10, C13,
C23, C59, C60) apresentaram fragmentos de tamanhos < 500 pb, confirmando a dele¢do do
URA3, visto que a sequéncia amplificada da cepa selvagem IMUFRJ 50682 com os mesmos
oligos tinha comprimento de 1.221 pb, como pode ser observado na Figura 3.9B. Portanto, de
todas as combinagdes de sgRNAs, apenas nas combinacgdes A (UTSS1 e UTES1) e B (UTSS1
e UTES2) foram identificados mutantes auxotréficos ura3A com eficiéncia de delecao de

28% (7/25) e 5% (1/20), respectivamente (Tabela 3.9).

Tabela 3.9. Eficiéncia da dele¢do do gene URA3 de Yarrowia lipolytica IMUFRIJ 50682 pela estratégia
combinatoéria de clivagem dupla baseada na tecnologia CRISPR/Cas9.

Combinagoes Total de Fendtipo de Confirmacao  Eficiéncia de
dos sgRNAs Colonias Auxotrofia Genotipica Delecao (%)*
A (UTSS1 + UTES]) 46 10 (25) 7 (10) 28
B (UTSS1 + UTES2) 31 1 (20) 1(1) 5
C (UTSS2 + UTES1) 2 0(2) - -
D (UTSS2 + UTES2) 22 0(22) - -

* Os niimeros entre parénteses representam colonias selecionadas de duplicatas biologicas. A eficiéncia de
delegdo ¢é apresentada como a porcentagem de colonias positivas na confirmagdo genotipica pelo total de
colonias que apresentaram fenétipo de auxotrofia para uracila.

A escolha de sequéncias alvos mais proximas a regido codificante do gene URA3 na
cepa IMUFRJ 50682 mostrou-se mais favoravel para a clivagem do DNA gendmico, uma vez
que as combinacdes A e B levaram a excisdo de todo o gene. Embora os sgRNAs tenham sido
desenhados com base no genoma da cepa W29, todos corresponderam perfeitamente ao sitio
de reconhecimento na cepa IMUFRJ 50682 (Apéndice 7), mesmo sem nenhum mutante

auxotrofico ter sido gerado a partir das combinagdes C e D.

O alinhamento multiplo entre o locus URA3 nativo e as sequéncias amplificadas dos
mutantes auxotréficos, agora denominados AM07, AM10, AM13 e AMS59, revelou que o
reparo via NHEJ foi preciso em AMS59, com a perda de 973 pb. Entretanto, este mecanismo ¢
frequentemente sujeito a erros associados a pequenas insercdes € delecdes no local DSBs
(GARNEAU et al., 2010). Nos sitios do UTSS1 de AM07, AM10 e AM13 foram observados
tais indels: AMO7 apresentou dele¢do de 2 pb, AM10 recebeu adi¢dao de 1 pb e AM13 perdeu
4 pb; totalizando uma perda total de 975, 972 e 977 pb, respectivamente (Figura 3.10).
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Sitio de Clivagem Sitio de Clivagem
(-62) (-911)
UTSS1 \ A PAM UTES1 VY PAM
WT ATATACTTCACTGCCCCAGATAAGG. . (950pb) . . ATATAGAGAGCGTGCAAGTATGGAGCGCTTGTTCAGCTTG
AMO07 ATATACTTCACTGCCCC-—--=========— == === ————————————————— GTATGGAGCGCTTGTTCAGCTTG (-975 pb)
AM10 ATATACTTCACTGCCCCAGA-———==— === === === ————————————————— GTATGGAGCGCTTGTTCAGCTTG (-972 pb)
AM13 ATATACTTCACTGCC-=—————==———— e mmm——mm— GTATGGAGCGCTTGTTCAGCTTG (-977 pb)
AM59 ATATACTTCACTGCCCCAG-—---—————=————————————————————————— GTATGGAGCGCTTGTTCAGCTTG (-973 pb)

Figura 3.10. Alinhamento multiplo entre sequéncias amplificadas do gene URA3 nativo e alguns mutantes
auxotroficos. As letras em azul representam os sgRNAs UTSS1 e UTESI, as letras em verde mostram a
sequéncia PAM (Protospacer Adjacent Motif), as setas vermelhas mostram o local de clivagem previsto e
os indels estao sublinhados.

De acordo com Graf et al. (2019), a especificidade de um sgRNA depende da
sequéncia alvo, e o local de reconhecimento com o conteudo de GC > 80% ou < 35% tem se
mostrado pouco eficaz. Alguns sgRNAs ndo sdo funcionais, apesar de apresentarem elevados
scores em algoritmos de predicdo e atenderem a todos os critérios (SCHWARTZ;
WHEELDON, 2018). Além disso, a nuclease Cas9 tem demonstrado ligacao preferencial em
sgRNAs com G nas quatro bases diretamente upstream a sequéncia PAM, enquanto T ¢ C

parecem ser desfavoraveis (WANG et al., 2012; GRAF et al., 2019).

As baixas frequéncias de delecdo do URA3 no presente trabalho podem ser devido a
presenca de tais bases adversas na extremidade 3' das sequéncias alvos dos sgRNAs, uma vez
que o conteudo GC foi de aproximadamente 45%. Os sgRNAs UTSS2 e UTES2 sdo reversos
e possuem as sequéncias 5'-CTAT-3' e 5'-CCAT-3', respectivamente, as quais sao ricas em
bases TC. Por outro lado, os sgRNAs UTSS1 e UTES1 possuem as sequéncias 5'-GATA-3' e
5'-AGTA-3', respectivamente, com apenas uma T e nenhum de C, sugerindo correlacdo entre
a presenca de bases pirimidicas proximas a sequéncia PAM e baixo desempenho de nuclease

Cas9 (Figura 3.11).

UTSS1 _ ~ PAM

5’ CCGATAGCCGTATAGTCCAGTCTA. . (38pb) . . TATACTTCACTGCCCCAGATARGGT 3
3’ GGTATJGGCATATCAGGTCAGAT. . (38pb) . . ATATGAAGTGACGGGGTCTATTCCA 5’

PAM ~  UTSS2

UTES1 ~ PAM
5’ TATATAGAGAGCGTGCARGTATGGA. . (86pb) . . TCCAATGGGGCATGTTGTTGTGTT 3
3’ ATATATCTCTCGCACGTTCATACCT. . (86pb) . . AGGTTACJCCGTACAACAACACAA 5’
PAM —~  UTES2

Figura 3.11. Bases PAM-proximais localizadas nos sgRNAs UTSS e UTES. As letras em
verde representam a sequéncia PAM (Protospacer Adjacent Motif), as letras em azul indicam
as sequéncias alvos de 20 nucleotideos dos sgRNAs, as setas azuis mostram a dire¢do de
sgRNAs e as letras em vermelho destacam as bases desfavoraveis para a clivagem de Cas9.
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O insucesso das combinagdes C e D pode estar relacionado exclusivamente com as
propriedades do sgRNA UTSS2. Isso porque, analises da sequéncia alvo de 20 nt dos sgRNAs
pelas plataformas RNA Structure e RNAfold WEB SERVER indicou a possibilidade de
formacgao de estrutura secundaria em UTSS2, o que impediria o reconhecimento do DNA alvo
e, consequentemente, sua clivagem. Ademais, segundo Yarrington et al. (2018), uma varia¢ao
substancial na eficiéncia das DSBs, de acordo com diferentes alvos gendmicos, pode estar
relacionada ndo apenas a qualidade inerente da interagdao entre o sgRNA e a regido alvo de

reconhecimento, mas também a acessibilidade geral da cromatina pela nuclease Cas9.

Similarmente, Gao et al. (2018) realizaram o nocaute de seis genes da linhagem Polf
através da clivagem dupla mediada por CRISPR/Cas9, e também obtiveram baixas eficiéncias
de excisdo de toda a sequéncia codificante, variando de 14,3-32,6%. Os autores relataram que
o reparo via NHEJ ocorreu com precisdo na maioria dos casos e a formacao de indels foi a
principal concorréncia para a excisdo do gene, pois a clivagem nao sincronizada do DNA pode

levar a tais indels em um unico local, evitando futuros cortes e eventos de delecdo de genes.

Ainda cabe ressaltar, que a verificacdo de fragmento com tamanho de
aproximadamente 500 pb na PCR de col6nia de um mutante auxotréfico (AM60), apontam
para efeitos off-targets, que sdo bastante relatados no sistema CRISPR/Cas9 (JIANG;
DOUDNA, 2017; WONG et al., 2017; CAIL;, GAO; ZHOU, 2019). De acordo com Ma et al.
(2020), a ocorréncia de tal evento em Y. lipolytica se deve ao elevado contetido GC em seu

DNA, podendo predispor a Cas9 errar os alvos gendmicos devido a sequéncia PAM rica em G.

Os mutantes wura3A IMUFRJ 50682 foram crescidos no meio YNB-Ura
sequencialmente por trés rodadas para a cura dos plasmideos. Em seguida, foram purificados
em YPD solido e posteriormente, cultivados em YPD-Hig e YPD-Nat. As células incapazes
de crescer na presenca dos antibidticos confirmaram a perda dos vetores CRISPR/Cas9
(Figura 3.12), e entdo foram submetidas a clonagem da proteina fluorescente vermelha

RedStarll para verificacdo de sua eficiéncia.
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O vetor integrativo GGVA-RedStarll possuia o cassete de expressdo da proteina
fluorescente dirigida pelo pTEF e tLip2, URA3 como marcador de selecdo, e regides zeta
como sitio de insercao (PARK et al., 2019). Mesmo sem a informagao genomica da linhagem
IMUFRJ 50682, os sitios zeta permitiriam a clonagem do gene de interesse, pelo fato de tais
sequéncias apresentarem a propriedade de induzir eventos de integracdo no DNA sem a
presenca de homologia, em cepas da espécie Y. lipolytica desprovidas do retrotransposon Yltl
(NICAUD et al.,, 2000), fornecendo um processo para transformacdo nao-homologa.
Entretanto, tais eventos aleatorios podem levar a inser¢des dos cassetes de expressdo em
regides inadequadas, promovendo efeitos metabolicos negativos e morte celular (MADZAK;
BECKERICH, 2013). Apos 2 dias, todas as colonias crescidas foram analisadas quanto ao
fenotipo de fluorescéncia. Embora a eficiéncia de transformacao tenha sido baixa (< 100
transformantes/pug de DNA plasmidial), as taxas de clonagem foram satisfatorias, de 82,6
(19/23), 91,6 (33/36), 100,0 (11/11), 80,0 (4/5) e 89,5% (17/19) para as cepas AM07, AM10,
AMI13, AM23 e AMS59, respectivamente, sugerindo o adequado emprego dos sitios zeta para
a clonagem de genes de interesse na linhagem IMUFRJ 50682.

3.5.2. AVALIACAO DA PRODUCAO DE B-CAROTENO POR Yarrowia lipolytica
IMUFR]J 50682

A fim de verificar a aplicabilidade dos mutantes auxotréficos IMUFRJ 50682 como
plataforma alternativa de produgao de -caroteno, foi realizada a clonagem dos genes carB e
carRP de M. circinelloides, bem como do gene nativo GGSI. Os cassetes de expressao foram
inseridos no genoma das cepas AM07, AM10, AM13, AM23 e AMS59 a partir de um unico
fragmento, contendo o gene URA3 como marca de selecdo, regides zeta como sitios de
insercao, € o pTEF para expressao constitutiva dos trés genes, visto que este promotor levou a

maiores rendimentos de producdo de B-caroteno em estudos anteriores (LARROUDE et al.,

2018a).

Ao total, 22 coldnias foram observadas apos o processo de transformacdo, com o vetor
desenvolvido previamente por Celinska et al. (2017). Porém, apenas sete destas apresentaram
o fenotipo esperado: AMO7 (1/6), AM10 (1/2), AM13 (1/9), AM23 (2/2), AMS59 (2/3); e 3
com intensa pigmentagdo alaranjada foram selecionadas para os ensaios de producao de [3-
caroteno. As cepas produtoras de carotenoides foram nomeadas de CRP13, CRP23 e CRP59,

conforme o mutante auxotréfico de origem (cepa parental) (Figura 3.13).
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Figura 3.13. Cepas IMUFRJ 50682 produtoras de carotenoides em meio YNB.

As cepas recombinantes e a linhagem WT foram cultivadas em meio rico (YPD) e
meio minimo (YNB) para a verificagdo do perfil e taxas especificas de crescimento celular.
Ao longo do cultivo em meio YPD, a linhagem WT e os clones CRP13, CRP23 ¢ CRP59
exibiram crescimento muito semelhante, e a analise estatistica ndo indicou diferengas
significativas no valor da velocidade méxima especifica de crescimento, pmax (p > 0,05). A
cepa WT atingiu pmax de 0,38 h™!, enquanto os clones CRP13, CRP23 e CRP59 alcancaram
0,34, 0,34 ¢ 0,33 h™!, respectivamente (Figura 3.14A). Em meio YNB, houve uma diminuicio
no Umax de todas as cepas, em comparagdo com o meio YPD. A cepa WT e os clones CRP13,
CRP23 e CRP59 obtiveram pmax de 0,22, 0,24, 0,11 e 0,22 h™!, respectivamente, e apenas
CRP23 diferiu significativamente dos demais (p < 0,05) (Figura 3.14B). Tais diferencas
podem estar relacionadas com a disponibilidade de nutrientes nos meios, conforme

anteriormente observado por Hackenschmidt et al. (2019).
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Figura 3.14. Cinética de crescimento celular da linhagem selvagem IMUFRJ 50682 e os recombinantes
construidos, durante o cultivo em microplaca a 28 °C, 500 rpm por 10 h. (A) Meio YPD. (B) Meio
YNB. *Indica diferenga estatistica (p < 0,05) para o mesmo intervalo de tempo analisado.
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O aumento da carga metabolica pela clonagem dos genes heter6logos ndo reduziu a
capacidade de crescimento das cepas recombinantes, indicando que a introdug¢do de uma nova
rota biossintética foi eficientemente adaptada. Embora o clone CRP23 tenha apresentado um
crescimento mais lento em microplacas durante o periodo analisado, ¢ possivel observar que
em 8 h a sua DO7s50nm foi pouco inferior a das demais. Desse modo, as cepas recombinantes

CRPs foram submetidas a ensaios de producao de 3-caroteno em frascos agitados.

Em 96 h de cultivo, a cepa CRP23 foi capaz de sintetizar 32,4 + 2,3 mg.L! (4,7 £ 0,3
mg.g cel!) e 50,1 2,5 mg.L"! (4,8 + 0,3 mg.g cel!) de B-caroteno nos meios YPD e YNB,
respectivamente. Por outro lado, as cepas CRP13 e CRP59 produziram 30,5 + 1,5 mg.L"! (3,8
+0,0mg.gcel)e 18,5+ 1,6 mg.L"! (2,4 +0,3 mg.g cel'!) no meio YPD; e 41,6 + 4,8 mg.L!
(3,8 £ 0,5 mg.g cel!) e 36,7 £ 89 mgL! (3,3 + 0,8 mg.g cel') no meio YNB,
respectivamente. Em rela¢do ao contetdo intracelular de B-caroteno, foi verificada diferenga
significativa entre todas as cepas cultivadas em meio YPD, e sobre a producao volumétrica,
somente o clone CRP59 diferiu estatisticamente dos demais (p > 0,05). Porém, o mesmo nao
foi observado nos cultivos em meio YNB (p < 0,05), embora a concentragdo intracelular tenha
sido bastante similar ao do meio YPD (Figura 3.15). As divergéncias na produgdo
volumétrica se deveram ao menor crescimento observado em YPD no cultivo em frascos
agitados por 96 h, de cerca de 7-8 g.L'!, contra 10-11 g.L"! no YNB. Curiosamente, estes
resultados de crescimento celular estdo em desacordo com os obtidos em microplacas, o que

pode estar relacionado com os diferentes sistemas empregados.
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Figura 3.15. Concentracdo e rendimento de B-caroteno obtido pelas cepas recombinantes CRP13, CRP23
e CRP59 durante cultivo em frascos agitados a 28 °C e 200 rpm por 96 h. (A) Meio YPD. (B) Meio YNB.
* Indica diferenca estatistica entre os conjuntos de dados para cada meio - One-Way ANOVA (p < 0,05).
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Sendo assim, as cepas IMUFRJ 50682 carotenogénicas (CRP13 e CRP23)
apresentaram resultados promissores, quando comparados com alguns dados da literatura de
outras linhagens de Y. [lipolytica com modificagdes genéticas similares, como a
superexpressao do gene GGSI e expressao heterologa dos genes carB e carRP, ¢ em
condi¢cdes de cultivos correlatas, como o uso do meio YPD, temperatura de 28 ou 30 °C, e 96
h de produgio. Gao et al. (2014) alcangaram uma produg¢io de B-caroteno de 2,2 mg.g cel’!
com a cepa CIBTS1176, desenvolvida a partir da linhagem parental ATCC 201249. Larroude
et al. (2018a) construiram um cassete de expressdao onde GGSI, carB e carRP eram
controlados pelos promotores pPGM, pGAPDH e pTEF1, respectivamente, e clonaram nas
cepas Pold e IM3501. A integracdo monocopia no genoma da Pold levou a uma sintese de
3,4 mg.g cel! e 18,4 mg.L"!, enquanto que a JM3501 alcangou 8,9 mg.g cel! e 35,7 mg.LL.
Zhang et al. (2020) desenvolveram a cepa XK3 a partir da Polf, com os genes expressos pelo
promotor pSUASTEF e obtiveram 5,4 mg.g cel! e 40,4 mg.L™! de B-caroteno. Esses dados
revelam o potencial da cepa IMUFRJ 50682 a ser explorado.

A expectativa em torno da linhagem IMUFRJ 50682 se deve as suas propriedades
industrialmente relevantes, principalmente nas areas de biocatalise, bioconversio e
biorremediacdo. Estudos anteriores do grupo de Engenharia em Sistemas Bioldgicos (BIOSE
— EQ/UFRJ) demonstraram que esta cepa exibe metabolismo robusto e ¢ capaz de degradar
substratos alternativos, como glicerina loira, milhocina, pristano, naftalenos, fenantrenos,
terpenos triciclicos e compostos da cadeia de produgdo de politereftalato de etileno, além de
converter alguns deles em produtos de valor agregado, com beneficios adicionais de
sustentabilidade e economia dos processos biotecnologicos (DA SILVA et al., 2012;
FERREIRA; COELHO; DA ROCHA-LEAO, 2012; MARTINS et al., 2012; SILVA et al.,
2019; DA COSTA et al., 2020). Em vista disso, as cepas recombinantes desenvolvidas foram
inicialmente cultivadas no meio minimo definido, nomeado de MGP55, até a fase de declinio
do crescimento celular, para a avaliagdo da capacidade de producdo de B-caroteno em glicerol
puro como Unica fonte de carbono, e a triagem do melhor recombinante carotenogénico para

as analises posteriores.

Em 120 h, os cultivos das cepas CRP13 e CRP23 exibiram forte pigmentacio
alaranjada, quando comparados com o da cepa CRP59, como pode ser observado na Figura
3.16A. Consequentemente, os recombinantes CRP13 e CRP23 apresentaram maior
crescimento celular, bem como producao especifica e concentragdo intracelular de 3-caroteno,

de 31,1 £ 0,7 mg.L! (2,3 £ 0,1 mg.g cel!) e 37,5 £ 2,8 mgL! (2,6 + 0,2 mg.g cel),
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respectivamente, enquanto que o clone CRP59 sintetizou somente 10,0 + 0,9 mg.L! (1,6 +

0,1 mg.g cel) de B-caroteno, divergindo estatisticamente dos demais (Figura 3.16B).
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Figura 3.16. Triagem dos recombinantes carotenogénicos em meio contendo
glicerol como substrato. (A) Aliquotas retiradas ao final do cultivo. (B) Consumo
de glicerol e produgdo de biomassa e 3-caroteno pelas cepas recombinantes CRP13,
CRP23 e CRP59, durante cultivo em frascos agitados a 28 °C e 200 rpm por 120 h.
* Indica diferenca estatisticamente significativa - One-Way ANOVA (p < 0,05).

O emprego do meio MGP55 levou a uma redugdo no actimulo intracelular de [3-
caroteno, de uma maneira geral, em comparagdo com os meios YPD e YNB. Isso pode estar
relacionado ndo apenas com a fonte de carbono em si e a sua concentragdo, uma vez que o
meio MGP55 continha 5,5% de glicerol puro e os meios YPD e YNB possuiam 2,0% de
glicose, mas também as suas formulacdes, as quais diferem consideravelmente em termos de
fonte de nitrogénio, sais e outros nutrientes para suprir as demandas da carotenogénese.
Mesmo assim, no meio MGP55, as cepas CRP13 e CRP23 apresentaram um crescimento
celular consideravel (=13 g.L!) e concentracdes de B-caroteno levemente superiores aquelas

obtidas no meio YPD no mesmo tempo de cultivo. A cepa recombinante CRP23 apresentou
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os melhores resultados de producdo de biomassa celular e B-caroteno em todos os meios e
condi¢des avaliados, e por isso foi selecionada para os cultivos empregando diferentes

residuos industriais.

3.5.3. USO DE RESIDUOS INDUSTRIAIS COMO SUBSTRATO PARA A PRODUCAO
DE CAROTENOIDES POR Yarrowia lipolytica IMUFRJ 50682

O aspecto econdmico ¢ geralmente o primeiro parametro a ser avaliado na industria
biotecnoldgica. Por isso, o desenvolvimento de bioprocessos sustentaveis a partir do uso de
residuos orgénicos ou subprodutos industriais de baixo custo como matéria-prima para apoiar
a produ¢do de compostos de valor agregado, ¢ uma abordagem crucial nos dias de hoje (DO;
THERON; FICKERS, 2019). As leveduras nao-convencionais tém demonstrado ser
produtoras de carotenoides relevantes para fermentagdes em larga escala, apresentando
capacidade de crescimento em glicerol e diversos residuos agroindustriais, pelo fato destes
fornecerem as fontes de carbono e nitrogénio necessarias, além de outros elementos para o
metabolismo microbiano (MA et al., 2019; OTERO et al., 2019). Entretanto, esta abordagem
ainda ¢ pouco explorada em fermentacdes empregando linhagens de Y. lipolytica

geneticamente modificada (WORLAND et al., 2020b).

Desse modo, a cepa recombinante IMUFRJ 50682 CRP23 foi cultivada no meio
MGLSS5 para investigar a habilidade de producdo de carotenoides a partir de glicerina loira
como substrato alternativo de baixo custo, em comparagao com o meio MGP55, cuja fonte de
carbono ¢ o glicerol puro. O meio MGLS5S5 foi formulado para possuir a mesma concentraciao
inicial de glicerol do MGP55 e, portanto, razdo C/N semelhante (MGP55 = 35; MGLS55 = 37),
devido a presen¢a de outros compostos contendo carbono em baixas concentragdes na

glicerina loira.

Ao longo de 96 h, a cepa recombinante IMUFRJ 50682 CRP23 mostrou o mesmo
perfil metabdlico em ambos os meios empregados (Figura 3.17). No meio MGP5S5, a cepa
CRP23 atingiu 15,6 + 2,2 g.L"! de biomassa celular e produziu 53,6 + 9,9 mg.L"! (3,4 + 0,2
mg.g cel’!) de carotenos totais, consumindo aproximadamente 40% do glicerol disponivel
(Figura 3.1A); enquanto que no meio MGLS55, o acimulo de biomassa da cepa CRP23 foi de
17,5 + 0,5 gL' e a sintese de carotenos alcangou 50,6 + 1,2 mg.L™! (2,9 + 0,2 mg.g cel™),

com o consumo de cerca de 50% do glicerol presente na glicerina loira (Figura 3.17B).
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Figura 3.17. Produgdo de carotenos por Yarrowia lipolytica IMUFRJ 50682 CRP23 a 28 °C e 200 rpm
durante 96 h. (A) Meio MGP55. (B) Meio MGLS55. Biomassa (A). Glicerol (m). Carotenoides (e).

Os parametros dos cultivos nos meios MGP55 e MGLS55 estao apresentados na Tabela
3.10, e ndo apontaram diferencgas estatisticamente significativas para produgdo volumétrica e
especifica de carotenos, Yxis, Yrps € Op, embora os valores tenham sido ligeiramente
superiores em MGP55, sugerindo a viabilidade do emprego da glicerina loira na biossintese

de carotenos pela cepa IMUFRJ 50682 CRP23.

Tabela 3.10. Parametros dos cultivos de Yarrowia lipolytica IMUFRJ 50682
CRP23 em meio definido MGP55 e MGL5S.

Meios de Producao

Parametros
MGP55 MGLS55
Carotenos Totais

Concentrag¢do (mg.L™) 53,61 +£9,92 50,58 £ 1,22
Produgio especifica (mg.g cel ™) 3,43+0,16 2,90 £ 0,15
Yus (g.g") 0,68 + 0,02 0,64 + 0,07

Yris (mg.g™!) 2,36+ 0,19 1,89 £ 0,30

Op (mg.L1h™) 0,55+0,10 0,52 0,01

pH final 1,78 £ 0,06 1,68 £ 0,01

* Indica diferenca estatistica significativa - T-test (p < 0,05).

O pH final de ambas as fermenta¢des mostraram valores baixos (< 2) (Tabela 3.10),
em comparacdo com o valor inicial (& 6,75), o que pode estar relacionado com o consumo
dos sais do meio e alteracdo do equilibrio i16nico, uma vez que a producdo de acidos
organicos, como o 4cido citrico, foi inferior a 1,5 g.L! nos diferentes ensaios. De acordo com

Valduga et al. (2009), a biossintese de carotenoides por microrganismos ocasiona mudangas
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no pH como consequéncia do crescimento celular, decrescendo nas primeiras horas de
producdo e aumentando durante a fase intensa de carotenogénese. Entretanto, tal fato ndo foi

observado para Y. lipolytica IMUFRJ 50682 CRP23.

A variacdo do pH tem influéncia decisiva no padrao metabolico da levedura Y.
lipolytica durante processos de bioconversio (TOMASZEWSKA; RYWINSKA;
GLADKOWSKI, 2012). Em estudo prévio, Egermeier et al. (2017) identificaram acidificagao
intensa (pH 1,8 - 2,2) ao final dos cultivos de diferentes linhagens selvagens de Y. lipolytica,
incluindo H222, W29 e CBS6124, em meio definido contendo 5,0% de glicerol puro e pH
inicial de 5,5. Os autores detectaram polids em baixo pH, com uma maior producio de
manitol seguido de eritritol, em resposta as condigdes adversas. Estes dados corroboram com
os resultados encontrados no presente trabalho, visto que a cepa IMUFRJ 50682 CRP23
sintetizou 4,5+0,8 ¢ 2,9+ 0,3 g.L'! de manitol e eritritol no meio MGP535, respectivamente;

enquanto que no meio MGLS55, secretou 6,6 0,3 g.L"! de manitol e 3,0 £ 0,4 g.L"! de eritritol.

Workman, Holt e Thykaer (2013) também observaram a sintese de poliol e apenas
vestigios de 4acido citrico em fermentacdes de Y. lipolytica IBT 446 utilizando diferentes
concentragdes iniciais de glicerol (20 e 45 gL') em meio minimo. Nesse estudo, os
resultados demonstraram que a formagdo de poliol foi iniciada como consequéncia da
limitacdo de oxigénio. De acordo com os autores, o raciocinio para a produgdo de poliol
durante esta limitacdo ¢ que o excesso do cofator NADH que ndo pode ser oxidado por meio
da fosforilagdo oxidativa, ¢ usado para a biossintese de manitol para recuperar o NAD+
(WORKMAN; HOLT; THYKAER, 2013), enquanto que o favorecimento da via das PPP
pode levar ao aumento dos substratos para a sintese de eritritol (TOMASZEWSKA et al., 2014)

Multiplas estratégias moleculares com o intuito de melhorar a produgdo de 3-caroteno
e licopeno em Y. lipolytica foram descritas na literatura, as quais baseiam-se em aumentar a
concentragdo de acetil-CoA citosdlico e o seu direcionamento para a sintese constitutiva dos
precursores limitantes, principalmente HMG-CoA e GGPP, bem como a formagdo e acimulo
de lipidios (MATTHAUS et al., 2014; GAO et al., 2017; ZHAO et al., 2017; QIANG et al.,
2020). Isso porque, maiores quantidades de lipidios estocados em corplisculos poderiam ser
importantes para a solubilizagdo de carotenoides, reduzindo a formagdo de cristais e
problemas de toxicidade que prejudicam a homeostase celular (LARROUDE et al., 2018a;
LIU et al., 2020). Desse modo, tem sido proposto que as condigdes que favorecem o
desenvolvimento destes compartimentos, também beneficiam os rendimentos de producao de

carotenoides (MILLER; ALPER, 2019).
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Em leveduras oleaginosas, a limitagdo de nitrogénio e elevada concentracdo de
carbono ¢ comumente usada para induzir o acimulo de lipidios intracelulares. Contudo, o
excesso de carbono pode levar a sintese de outros metabolitos, como o acido citrico,
dependendo do pH (BEOPOULOS et al., 2009). Por isso, alguns estudos tem investigado a
razdo C/N ideal para atender as necessidades lipidicas durante o processo de producao de
carotenoides por Y. lipolytica geneticamente modificada (GAO et al., 2017; LARROUDE et
al., 2018a; JACOBSEN; LEDESMA-AMARO; MARTINEZ, 2020).

Assim, a fim de analisar o efeito da razdo C/N do meio de cultivo na producao de
carotenos pela cepa IMUFRJ 50682 CRP23, foram empregados os meios MGL35 e MGLSS5,
cuja unica alteragdo em relagdo ao meio MGLSS5 foi a quantidade de glicerina loira. Os meios
MGL35 e MGLS85 foram formulados com cerca de 4,2 e 10,2% deste subproduto para as
concentragdes iniciais de glicerol de 3,5 e 8,5% e proporgoes C/N de 23 e 57,
respectivamente, visto que em estudo anterior, Das et al. (2017) observaram que a razdo C/N
de aproximadamente 60, levou ao aumento do acumulo de lipidios na cepa selvagem IMUFRJ

50682, sem manipulagdes genéticas.

No geral, ambos os meios permitiram um crescimento celular satisfatério, entretanto, a
biossintese de carotenos foi favorecida na menor concentracdo inicial de glicerina loira e
razdo C/N (Figura 3.18). Em 96 h de cultivo no meio MGL35, a cepa IMUFRJ 50682 CRP23
consumiu cerca de 90% do glicerol disponivel, obtendo uma produ¢do maxima de 19,9 + 0,3
g.L! de biomassa celular e 54,4 + 3,4 mg.L"' (2,73 + 3,4 mg.g cel!) de carotenos totais
(Figura 3.18A). Por outro lado, embora a concentragdo de glicerol consumida nio tenha
divergido significativamente no meio MGLS8S5, apenas 30% foi assimilado, o que refletiu em
uma menor concentracdo de biomassa, de 16,4 + 0,7 mg.L™!, e uma dréstica reducio da sintese

de carotenos, de 25,6 + 1,8 mg.L"! (1,56 + 0,1 mg.g cel!) (Figura 3.18B).

A comparacdo dos resultados dos cultivos obtidos para os trés meios contendo
glicerina loira como substrato estdo apresentados na Tabela 3.11, e sugere uma correlagao
entre a razdo C/N e a producdo de carotenos por Y. /ipolytica IMUFRJ 50682 CRP23. Nos
meios com as menores razdes C/N (MGL35 = 23 e MGLS55 = 37), a concentragdo, producao
especifica, Yps e produtividade volumétrica de carotenos foram aproximadamente 2 vezes
superiores do que no meio MGL85 (C/N = 57), discordando da hipodtese inicial. Tal fato
provavelmente esta relacionado com a concorréncia de diferentes vias pelo mesmo precursor,
o acetil-CoA, que tem seu fluxo aumentado em situacdes distintas. No meio MGLSS5, a alta

concentracdo de carbono e a diminui¢do da concentragdo de nitrogénio durante a proliferagao
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celular pode ter direcionado o acetil-CoA gerado para a via de sintese de novo de lipidios,

enquanto que as vias de biossintese de componentes celulares, como a do ergosterol (um

importante contribuinte para a integridade da membrana celular, cujo precursor ¢ o FPP)

foram minimizadas, prejudicando a sintese de carotenos e seu acumulo intracelular.
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Figura 3.18. Produc¢éo de carotenos por Yarrowia lipolytica IMUFRJ 50682 CRP23 a 28 °C e 200 rpm
durante 96 h. (A) Meio MGL35. (B) Meio MGL8S5. Biomassa (A ). Glicerol (m). Carotenoides (o).

Tabela 3.11. Pardmetros dos cultivos de Yarrowia lipolytica IMUFRJ 50682 CRP23 nos meios definidos
MGL35, MGL55 e MGLSS a partir do uso da glicerina loira como matéria-prima de baixo custo.

Meios de Producao*

Parametros
MGL35 MGLS55 MGLS85
Glicerol Consumido (g.L™") 30,72+ 0,16* 26,70 £ 3,62° 27,25 £3,12*
Biomassa Celular (g.L") 19,91 + 0,322 17,47 + 0,49° 16,40 + 0,69°
Carotenos Totais
Concentrag¢do (mg.L™) 54,43 £ 3,37* 50,58 £ 1,22* 25,64 +1,84°
Produgdo Especifica (mg.g cel™) 2,73 +£0,132 2,90+0,152 1,56 +0,05°
Yys (g.g") 0,63 +£0,01° 0,64 + 0,07 0,58 +£0,02°
Yrss (mg.g™h) 1,75 +0,12° 1,89 +0,30° 0,92 +0,17°
Op (mg.L'1h) 0,56 + 0,04* 0,52 +0,01° 0,26 +0,02°
pH final 1,80 + 0,02? 1,68 £0,01° 1,76 £ 0,012
Co-produtos
Eritritol (g.L") 1,27 £0,012 3,03 £0,36" 3,90 £0,15°¢
Manitol (g.L") 5,49 £0,022 6,64 0,28 4,27+0,01°

* Letras diferentes indicam diferenca estatistica significativa - One-Way ANOVA (p < 0,05).
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Além disso, o fornecimento do cofator NADPH ¢ critico para a biossintese tanto de
carotenoides quanto de lipidios. Isso porque, uma molécula de B-caroteno ¢ produzida a partir
de seis IPPs e dois DMAPPs, e a sintese de apenas um IPP ou DMAPP através da via do
MVA requer dois NADPHs (LI; SWOFFORD; SINSKEY, 2020). Por outro lado, a formacao
de cadeias acil-CoAs também necessitam de dois NADPHs a cada etapa de alongamento a
partir do malonil-CoA (BEOPOULOS et al., 2009). Portanto, o possivel direcionamento para
a sintese de novo de lipidios no meio MGLS8S5 pode ter levado ao suprimento insuficiente de

acetil-CoA e NAPDH durante a carotenogénese na cepa IMUFRJ 50682 CRP23.

Jacobsen, Ledesma-Amaro e Martinez (2020) verificaram que razdes C/N ainda mais
baixas (< 10) foram favordveis para a producdo de [-caroteno por Y. lipolytica ob-
CHC™FC™F em meios minimos variando a concentracio de glicerol puro como fonte de
carbono. Similarmente, Somashekar e Joseph (2000) observaram que a produgdo de
carotenoide pela levedura naturalmente produtora R. gracilis CRF-1AU foi cerca de 15 vezes
maior na menor razdo C/N testada (= 10). O aumento da concentra¢do de nitrato de amonio
para uma razdo C/N de 160 favoreceu a sintese de lipidios, apontando correlagdo negativa
entre tais eventos. Entretanto, alguns estudos indicando uma correlacdo positiva entre altas
razdes C/N (50-170) e rendimentos de producdo de carotenoides por R. glutinis também sdo

descritos na literatura (SAENGE et al. 2011; BRAUNWALD et al., 2013).

Assim como visto anteriormente, o pH ao final dos cultivos em MGL35 ¢ MGLS85
apresentou valores baixos (< 2), embora a concentragdo de acido citrico tenha sido inferior a
0,5 gL' nas fermentagdes. Ademais, também foi observada a presenca dos co-produtos
manitol e eritritol ao final das 96 h. Curiosamente, a propor¢do manitol/eritritol encontrada no
meio extracelular diminuiu com o aumento da concentracdo inicial de glicerina loira nos
meios MGL35, MGL55 e MGLS8S5 (Tabela 3.11). Isso pode ser referente a presenca de sais
residuais nesse substrato, principalmente NaCl. Consequentemente, na maior concentragao de
glicerina loira, a maior disponibilidade de NaCl favoreceu a produgdo de eritritol em relagao

ao manitol, conforme relatado por Yang et al. (2014).

O uso da glicerina loira a 4,2% no meio definido contendo apenas sais (MGL35),
levou a producdo de carotenos em concentragdes ligeiramente superiores aquelas encontradas
nos ensaios prévios utilizando substratos purificados. Desse modo, a fim de identificar se o
emprego desse subproduto industrial levou a diminui¢ao da conversdao de algum intermediario
tetraterpeno a 3-caroteno pela acao das enzimas fitoeno desidrogenase e fitoeno sintase/licopeno

ciclase, foram realizadas andlises cromatograficas dos compostos extraidos (Apéndice 8).
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Como pode ser observado na Figura 3.19, o conteudo de [-caroteno acumulado pela
cepa IMUFRIJ 50682 CRP23 cultivada nos meios MGL35, MGL55 e MGLS8S5 apresentou 91,4
+ 0,2, 82,1 £ 14,2 e 84,2 + 1,1% de pureza, respectivamente, sugerindo que a presenca de
contaminantes presentes na glicerina loira interferiu na formagdo de B-caroteno. Contudo, a
presenca de outros carotenos enriquece as propriedades bioativas do produto gerado. Por
exemplo, o licopeno possui propriedades comerciais relevantes, como a atividade

antioxidante, a qual ¢ descrita como sendo superior a do 3-caroteno (BRITTON, 1995).
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Figura 3.19. Pureza do B-caroteno extraido durante o
cultivo nos meios MGP55, MGL35, MGL55 e MGLSS.

Além da glicerina loira, outro residuo de interesse para a biotecnologia ¢ a milhocina,
devido a sua riqueza nutricional para processos fermentativos. Em estudos anteriores do grupo
BIOSE - EQ/UFRJ com a linhagem selvagem IMUFRIJ 50682, este subproduto agroindustrial
foi eficientemente utilizado como fonte de nitrogénio para bioconversdao em biossurfactantes
(SANTOS et al., 2018) e em eritritol (SILVA et al., 2019). Por essa razao, a milhocina foi

utilizada no presente trabalho para a avaliacao do seu efeito na producao de carotenoides.

Uma vez que entre os meios empregados, o meio MGL35 apresentou os maiores
valores de produ¢do volumétrica e produtividade de carotenos pela cepa IMUFRJ 50682
CRP23 (54,4 + 3.4 mgL! e 0,56 = 0,04 mg.L'h'!, respectivamente) com maior taxa de
conversao dos intermediarios em [-caroteno (91,4 £ 0,2%), a concentracdo inicial de glicerina
loira foi mantida em 4,2% (3,5% de glicerol) e diferentes concentracdes de milhocina foram
utilizadas em substituicdo aos demais componentes do meio. O meio MM 10, MM20 e MM30

foram formulados apenas com glicerina loira e 1%, 2% e 3% de milhocina.
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Apo6s 96 h de cultivo, a cepa IMUFRJ 50682 CRP23 foi capaz de crescer nos meios
MMI10, MM20 e MM30 e os cultivos apresentaram forte pigmentagdo alaranjada (Figura
3.20A). O glicerol disponivel nos trés meios foi totalmente consumido, embora a produgao de
biomassa tenha divergido significativamente. A maior concentracdo de milhocina favoreceu o
crescimento celular e a produgiio volumétrica de carotenos, atingindo 20,4 + 3,4 g.L"! e 154,7
+ 3,9 mg.L!, respectivamente, no meio MM30. Consequentemente, a producio especifica de
carotenoides foi menor, de 7,6 + 0,11 mg.g cel”!, em compara¢io com os outros meios, € ndo
diferiu estatisticamente para o meio MM20. No meio MMI10, o acimulo intracelular de
carotenoides foi significativamente maior em relagio ao demais, de 11,6 + 0,7 mg.g cel ™!, por

efeito da menor produgdo de biomassa celular, devido a baixa concentracdo de milhocina

(Figura 3.20B).

A MM10 MM20 MM30
B.
B Glicerol Consumido (g.L™1)
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Figura 3.20. Produ¢do de carotenos por Yarrowia lipolytica IMUFRJ 50682 CRP23 a
partir de 3,5% de glicerina loira e diferentes concentragdes de milhocina (MM10 = 1%,
MM20 = 2%, MM30 = 3%), durante cultivo em frascos agitados a 28 °C, 200 rpm ¢ 96 h.

* Indica diferenca estatistica entre os dados - One-Way ANOVA (p < 0,05).
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Assim, os resultados demonstram que a concentragdo inicial de carbono nos meios
empregados teve efeito inverso entre a produgdo volumétrica e especifica de carotenos
(Tabela 3.12), corroborando com os dados de Larroude et al. (2018a). Os autores observaram
que ha uma compensacao entre produgao volumétrica e especifica de B-caroteno, pois a maior
concentracdo (1,50 g.L'") foi obtida no meio YPD60 (6% de glicose), enquanto que o maior
acamulo (0,05 g.g’!) foi notado no meio YPD10 (1% de glicose), em cultivos com a cepa

superprodutora Y. lipolytica ob-CHCT™EFCTEF (LARROUDE et al., 2018a).

Tabela 3.12. ParAmetros dos cultivos de Yarrowia lipolytica IMUFRJ 50682 CRP23 nos meios
contendo apenas residuos industriais MM10, MM20 e MM30.

Meios de Producao

Parametros
MM10 MM20 MM30
Biomassa Celular (g.L"") 10,97 + 0,00° 16,98 + 0,26 20,40 + 0,80°
Carotenos Totais

Concentrag¢do (mg.L™) 127,25 £ 7,84° 129,10 £ 9.47* 154,73 £ 3,92°

Produgdo Especifica (mg.g cel’) 11,60 +0,72° 7,61 £0,67° 7,59 +0,11°

Yys (mg.g!) 0,30 + 0,00 0,49 +0,01° 0,61 +0,03¢

Yps (mg.L1) 3,78 £0,23? 3,89 £ 0,290 4,80 +0,12°

Op (mg.L1h™) 1,32 £ 0,08 1,34 +0,10° 1,61 £0,04*

pH final 3,06 £ 0,07 4,87 +0,16° 8,54 + 0,00°

* Letras diferentes indicam diferenca estatistica significativa - One-Way ANOVA (p < 0,05).

Ao final dos cultivos, o pH variou de acordo com a concentracdo de milhocina. Em
MM10 e MM20, o pH do se tornou 4cido (< 5) e foi observado a produgio de 2,6 + 0,2 g.L"!
de manitol e 3,0 + 0,4 g.L"! de 4cido citrico, enquanto que em MM20 foi verificada apenas a
producdo de 1,2 + 0,1 g.L! de 4cido citrico. Contrariamente, em MM30, o pH se tornou
basico (> 8) e nenhum co-produto foi identificado nos sobrenadantes, conforme observado
nos cultivos da cepa IMUFRJ 50682 CRP23 em MGL35, MGL55 e MGLSS5, o que pode estar
relacionado ao re-consumo dos compostos gerados apos o esgotamento do glicerol dos meios
(EGERMEIER et al., 2017). Silva et al. (2012) e Otero et al. (2019) verificaram
comportamento semelhante em outras espécies naturalmente carotenogénicas, como S.
pararoseus, R. mucilaginosa, Pichia ferments e Phaffia rhodozyma, onde durante a
biossintese de carotenoides as oscilagdes no pH do meio de cultura ocorreram como
consequéncia da proliferagdo celular, liberagdo de compostos na fase de adaptacdo e re-

assimilacdo dos metabolitos sintetizados.
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A substituicdo dos sais por milhocina nos meios MM10, MM20 e MM30 elevaram a
concentragdo final de carotenos em mais de 2,3 vezes, em compara¢gdo com o meio definido
MGL35 (54,4 + 3,4 mg.L"), ao passo que a producdo especifica (2,73 + 3.4 mg.g"!) foi
melhorada em 4,3 vezes durante o cultivo em MM10, e 2,8 vezes em MM20 e MM30. Isso
pode estar relacionado com a composicao da milhocina, a qual ¢ rica em diversos minerais e
vitaminas, incluindo biotina, riboflavina, acido pantoténico e tiamina, que sdo importantes
para o metabolismo celular, especialmente para a biossintese de acidos graxos, precursor de
cofatores e proteinas envolvidas no transporte de elétrons, precursor da coenzima A e reagdes

de a-descarboxilagao, respectivamente (MANDIGAN; MARTINO; PARKER, 2010).

De acordo com Machado e Burket (2015), a pratica de substituir total ou parcialmente
um meio comercial complexo por subprodutos ¢ interessante, uma vez que a presenga de
microelementos pode potencializar a bioprodugdo desejada. Ao comparar os resultados dos
meios contendo apenas os residuos industriais com os obtidos para os meios YPD ¢ YNB, a
producao volumétrica de carotenos foi aumentada em mais de 3,9 e 2,5 vezes,
respectivamente, enquanto que a produgdo especifica foi 2,5 vezes maior no meio MM10, e
1,6 vezes superior nos demais (MM20 e MM30), evidenciando a aplicabilidade concomitante
da glicerina loira e milhocina como substrato alternativo. Paralelamente ao desenvolvimento
do presente estudo, Tomaszewska-Hetman, Rymowicz e Rywinska (2020) otimizaram as
concentragdes destes residuos industriais para producgdo de eritritol por Y. lipolytica A-6 em
biorreatores de bancada. Em meio contendo exclusivamente milhocina (40 g.L') e glicerol
bruto derivado da producio de biodiesel (220 g.L'!), a cepa A-6 foi capaz de secretar altas
concentragdes de eritritol (> 100 g.L'"), o que segundo os autores comprova que a milhocina
pode substituir com sucesso fontes tradicionais de nitrogénio e outros nutrientes sem

comprometer as atividades enzimaticas necessarias para a sintese do composto de interesse.

A glicerina bruta, milhocina e outros residuos industriais tém sido extensivamente
explorados em bioprocessos de producdo de carotenoides por leveduras naturalmente
carotenogénicas (MATA-GOMEZ et al., 2014). Urnau et a. (2019) analisaram a produgdo de
tais compostos a partir da levedura P. rhodozyma Y-17268 em fermentagdes em biorreator,
utilizando glicerina bruta (100 g.L"), milhocina (100 g.L!) e 4guas residudrias do processo de
parboilizacdo do arroz (20 g.L!) como substrato. A recuperagio total de carotenoides foi 2,4
mg.L! (0,6 mg.g cel!) apos 60 h, onde 95% dos carotenoides foi identificado como B-
caroteno. Rodrigues et al. (2019) avaliaram a produc¢do de carotenoides pela cepa R.

mucilaginosa CCT 768 em fermentagdes em batelada alimentada, usando melaco (30 g.L ') e
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milhocina (6,5 g.L!) como matéria-prima de baixo custo. A producgdo de carotenoides totais
alcancou 3,7 mg.L!, com um aumento de aproximadamente 400% em comparagio com o
processo em batelada. Da Silva et al. (2020) investigaram o uso da glicerina loira (30 g.L'') na
producao de carotenoides por R. minuta URM669. A produgdo volumétrica maxima foi de
17,2 mg.L! as 48 h, e a cepa produziu 1,02 mg.L"! de B-caroteno. Estes estudos revelam o

potencial da cepa IMUFRJ 50682 CRP23 para a produgdo de carotenoides a ser explorado.

A Tabela 3.13 reune alguns trabalhos recentes da literatura, onde linhagens da espécie
Y. lipolytica foram engenheiradas para a sintese de carotenoides, em especial o [3-caroteno,
destacando as modificagdes genéticas empregadas, produ¢do volumétrica, produtividade e

substratos utilizados, para comparacao com os resultados obtidos no presente estudo.

Tabela 3.13. Estratégia génica, producdo volumétrica, produtividade e substrato empregado para produgéo

de carotenos por Yarrowia lipolytica recombinante em cultivo em frascos agitados.

Linhagem? E(:;S;;Z:?f;ba C(?;gfl_ll())s (n?gc.f.;?[;)c Substrato Referéncia
H\S/I(}él;lz{] carB(1), carRP(1), 1547+ 3.9 16 Glicerina loira (3,5%) Este
CRP23 GGSI(1) o ’ e milhocina (3%) trabalho
Aku70, carB(1), Glicose (2%) Gao et al
CIBTS 1626  carRP(2), TGGSI(1), 137,0 14,0 1,4 Peptona (2%) 2017)
TtHMGR(3), EL (1%)
DGA2(1);
7GPDI(1), APOXI- Glicose (1%) Larroude et
ob-CHC 6, ATGL4, carB(2), 175,6 1,8 Peptona (1%) L. (20183)
carRP(2), 1GGS1(2), EL (1%) :
TtHMGI(1)
carB(1), carRP(1), Glicose (2%) Bruder et al.
594026 GGSI(1) 68,8 £10.8 0.7 YNB (0,17%) (2020)
carB(1), carRP(1),
TACAT(1), NphT7(1) .
’ Y leo de Canola (2%)
™™MPD(1), TMK(1), Tt 0 Worland et
> B + 0
CLIB138 HMG(1), THMGS(1), 121,0 + 13,0 1,7 Pe%tim(?(%/o) al. (2020)

7 PMK(1), IPI(1),
TFPPS(1), TGGS1(1)
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Continuacio
carB(2), carRP(3), .
Glicose (2%)
7GGSI(1), THMG(I), . Zhang et al.
XK7 POX2-35, MFEA, 128,1 +2,6 1,3 Pe]é‘fli)rza{ o(/f)/c') (2020)

APXA

2CIBTS 1626, ob-CHC e XK7 sdo cepas intermediarias e sofreram modificagdes genéticas adicionais para
os rendimentos finais descritos nos respectivos estudos.

®Os genes utilizados nas estratégias codificam para as enzimas: carB-fitoeno desidrogenase (M.
circinelloides); carRP-fitoeno sintase/licopeno ciclase (M. circinelloides); GGS1-geranilgeranil difosfato
sintase; () HMG-HGM-CoA redutase (t=truncada para segmentagdo citosolica); HMGS-HGM-CoA sintase;
FPPS-farnesil pirofosfato sintase; ACAT-acetil-CoA tiolase; ERGI0-acetoacetil-CoA tiolase; MK-
mevalonato quinase; PMK-fosfomevalonato quinase; MPD-mevalonato pirofosfato descarboxilase quinase;
DGAZ2-aciltransferase; GPDI-glycerol-3-fosfato desidrogenase; TGL4-lipase intracelular; POXI-6-acil-
CoA oxidases 1-6; ku70-helicase dependente de ATP; IPI-IPP isomerase (Haemotoccus pluvialis), NphT7-
acetoacetil-CoA (Streptomyces sp.). Os numeros entre parénteses indicam a quantidade de copias de cada
gene, T assinala os genes homologos superexpressos e A aponta os genes nocauteados.

¢ Valores calculados de acordo com as informagdes fornecidas nos trabalhos. EL. extrato de levedura.

Embora a linhagem brasileira IMUFRJ 50682 tenha sido engenheirada para a
biossintese de [-caroteno através da clonagem de apenas dois genes heterdlogos (carB e
carRP) e superexpressio de um gene homologo (GGSI), a produgdo volumétrica ¢ a
produtividade do bioprocesso em meio simples composto somente de glicerina loira e
milhocina, foi bastante similar aos valores observados em alguns estudos prévios com cepas
de Y. lipolytica contendo uma série de modificacdes genéticas, na maioria dos casos, tais
como: multiplas copias dos genes que codificam as enzimas chave para a carotenogénese e
para o aumento do fluxo dos intermedidrios (principalmente, HMG-CoA, IPPs, DMAPPs e
GGPP); bem como o nocaute de genes enddgenos para evitar o consumo excessivo dos
precursores em vias concorrentes € favorecer o acimulo de lipidios em corptsculos para o
estoque de carotenoides sem efeitos citotoxicos. Além disso, os resultados descritos para as
cepas CIBTS 1626, ob-CHC, S94026, CLIB138 ¢ XK7 sdo relativos a cultivos em meios

dispendiosos, pouco atrativos para o escalonamento industrial (Tabela 3.13).

Assim, a cepa IMUFRJ 50682 CRP23 se mostrou promissora para a producdo de
carotenoides a partir de residuos industriais. Contudo, ainda existem grandes desafios no uso
de leveduras ndo-convencionais para a biossintese de -caroteno. A compreensao metabolica
detalhada ¢ necessaria para realizar a engenharia racional de linhagens, mas lacunas de
conhecimento ainda existem no que tange o metabolismo de Y. /ipolytica carotenogénica,

principalmente em rela¢do ao uso de subprodutos industriais.
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CONCLUSAO

Os resultados deste estudo permitiram concluir que:

A estratégia combinatoria de clivagem dupla empregando a tecnologia
CRISPR/Cas9 levou a excisao de toda sequéncia codificante do gene do URA3 da
cepa selvagem brasileira Y. [lipolytica IMUFRJ 50682, mesmo sem sua

informacao genética, com eficiéncia de 5 - 28%;

As caracteristicas dos sgRNAs relacionadas com bases proximais ao PAM ricas
em pirimidinas e possibilidades de formacdo de estruturas secundérias podem

afetar o reconhecimento do DNA alvo e atividade nucledsica da proteina Cas9;

Os mutantes ura3A IMUFRJ 50682 foram transformados a partir de cassetes de
expressdao contendo sitios de insercdo zeta, com eficiéncia de clonagem do gene
RedSTarll de 80 — 100%. Entretanto, a clonagem de fragmentos maiores contendo
trés cassetes de expressdo dos genes carB, carRP e GGSI, para a sintese de [3-

caroteno, levou a um menor nimero de clones positivos;

As cepas recombinantes IMUFRJ 50682 CRP foram capazes de sintetizar de 18,5
a 50,1 mg.L! de B-caroteno, com a producdo especifica variando de 2,4 a 4,8

mg.g cel”! em meio rico e minimo, contendo glicose como fonte de carbono;

O emprego da glicerina loira em meio definido permitiu a sintese de 50,6 mg.L!
(2,9 mg.g cel!) de carotenos pela cepa recombinante IMUFRJ 50682 CRP23, e a
redugdo da razio C/N levou a produgdo de 54,4 mg.L"' (2,7 mg.g cel'), com

contetido de 91% de B-caroteno;

A substitui¢do dos componentes do meio por milhocina teve efeito positivo na
sintese de carotenoides pela cepa IMUFRJ 50682 CRP23. Em meio composto de
4,2% de glicerina loira e 1% de milhocina, a producao de carotenos atingiu 127,2
mg. L' (11,6 mg.g cel') e produtividade de 4,8 mg.L'.h"'. O aumento da
concentracdo de milhocina para 3% levou a uma producio de 154,7 mg.L! (7,6
mg.g cel™!) e produtividade de 4,8 mg.L"L.h"!, revelando o potencial dessa cepa a

ser explorado.
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CONCLUSAO GERAL

O presente trabalho explorou o potencial biotecnologico da levedura ndo-convencional
Y. lipolytica para a producao de diferentes metabolitos de interesse industrial utilizando
substratos alternativos. De maneira geral, foram empregadas diversas técnicas de biologia
sintética eficientemente, visando o desenvolvimento de cepas recombinantes capazes de
produzir MEL e [-caroteno. Enquanto que a constru¢do de uma plataforma alternativa para a
producdo de MEL empregou cepas laboratoriais derivadas da linhagem W29, com as
caracteristicas genéticas e metabolicas bem estabelecidas, a produgdo de P-caroteno foi
alcangada pela cepa selvagem brasileira IMUFRJ 50682 que, embora venha sendo
extensivamente estudada para um maior conhecimento sobre o seu potencial fisiologico
intrinseco, pouco se sabe sobre suas peculiaridades genéticas. Contudo, a recente tecnologia
CRISPR/Cas9 permitiu a edi¢do do genoma da cepa selvagem IMUFRJ 50682 para a
construcdo de mutantes auxotroficos pacificos de outras modificagdes genéticas por
ferramentas mais extensivamente empregadas, configurando, desse modo, o inicio de uma

ampla gama de possibilidades.
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PERSPECTIVAS FUTURAS

As principais perspectivas futuras do trabalho envolvem:

e Avaliagdo da atividade das enzimas Macl e Mac2 com segmentagdo citosélica e
peroxissomal pelo fornecimento de 4cidos graxos nos meios de cultivo. Portanto
serdo necessarios a construcao de novos vetores para a reinser¢do do PTSI1 nas

aciltransferases e desenvolvimento de novos recombinantes a partir da cepa JME™;

e Estabelecimento de um método de detecgdo e quantificagdo direta de MELs do
sobrenadante, mesmo em baixas concentragdes, a partir de substratos de natureza

hidrofilica e hidrofobica;

e Investigacdo de matérias-primas alternativas para emprego como fonte de carbono

e energia de baixo custo para as cepas produtoras de MELs;

e Superexpressao de genes da via do MVA para aumentar o aporte de precursores
de isoprenos na cepa IMUFRJ 50682 CRP23, a fim de aumentar o rendimento de

produgdo de B-caroteno;

e Otimizagdo da producao de B-caroteno em biorreatores de bancada a partir dos

residuos industriais glicerina loira e milhocina como meio de fermentacao.

e Verificacdo da atividade catalitica do peptideo F2A em Y. lipolytica utilizando os

genes carB, carRP, GGS1 e/ou tHGM.
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APENDICES

Apéndice 1 — Sequéncias sintetizadas com os cédons otimizados pela empresa GenScript. (A)
Inserto emt1-F2A-maclPTSIA-F2A-mac2PTSIA. As letras em rosa representam o gene emtl,
em verde o peptideo autocatalitico F2A, em azul o gene maclPTSIA, em roxo o gene
mac2PTSIA. Em destaque sublinhado e italico estdo os sitios de restricdo para Xbal e Mfel,
respectivamente. (B) Gene mmf1.

A.

ATGAAGGTGGCCCTGCTGGCTAACCCTGCCCGAGGCGAGATTAACGTGCTGCTGGCTACCGCTTACGAGCTGATC
CGACTGGGACATGACGTCACCTTCCTGACCGGTTCCTCTTTCGCCAACGCTATCGCCGAGTTCCGATCCGAGCAG
AACGACCCCATTCTCGCCGCTCGAATCCACTTCTCTGACCTGGGAAACGCTCGAGCCGTGGAGGACTTCACCCGA
GGCATGCAGTCCCACCTCAAGGGTCTGCGAAAGCCTCCCGGAGACTACTCCTCTATGGAGATCTGCCAGATTGTC
GCCCTGGTGACCGAGCAGGAGTTCCGAGACGCCGCTACCATGGTCCGAGATCGACTGCTCGAGATTGAGCCCGAC
ATGATCGCCGTCGACGCTCTCTCTCCCAACCTGGTGACCGGTTGCCGAATGACCGGACTGCCCTGGATGTTCACC
GTGCCCTGTTCTCCTTCCCTCACCGCTACCCGAAAGTCTCTCTTCGACCCCCACCCTATGGGACGACGACGACAG
CGAACCCTCATGTCTGCCCTGGAGAACCTGAAGCTCACCTTCATCGAGACTTACCGAAACGCTACCAAGAAGGAC
CTCTACGCCCGACGAGCTCTGCTCAAGAACGAGTTCGGTCTGAACTCTATGGGATTCAACGGCGACTCTGCCATC
GTCCCTCCCCTGTGGAAGGACCGAAACTGCGTGGGCGGTATCCACTTCAACACCCCCGGACTGACCGACTCCATT
CGACAGCCCCACCAGATCCACTTCGTCGGTGCCGGAGTGACCTCTGACCCCGAGAACCACGACACCCCCGTICTTC
GAGGCCGCTTCTTTCCTCAAGCAGCTGTCCCCCTCCTCTTCCACCACCTTCAAGCCCCTCTTCCCTCCCCTGTCC
AAGACCGGTCGAGATCTGGACGTCGAGTGGATGGACGAGGCTTACGCTGCTGGACAGCTCGTCGTGTACCTGAAC
ATGGGTTCCATGTTCCTGTGGACCGACGCCGAGGTGCGATCTTGTCTCCGAGCTTTCGAGCGACTGTACGAGCAG
TCTGGAGGCAAGATTAAGCTGCTCTTCAAGCTGAACAAGCCCAAGCGAACCCCCAACAACACCGGTGCTTCTACC
CCTACCGCTCCTATCTCTTCCCCTGACTTCGAGGAGAAGCAGCGAACCGTCATGGGCTCTGCTCGACCCGTCGGT
GCCTCTAACCTCGTGTCCGAGAAGCTGGCTGACGCCATCAAGAACGTGACCCCTCGACGAAAGACCGACGCCGAC
AAGGGTTACTCCCAGTTCACCCTCTCTGAGTTCGAGGGACTGGAGTACGTCCGATTCACCCGATGGGTGCACGAC
CAGCGATCCATCTACAAGCACCCTGCTCTGCGAGTCGTGATCCACCACGGTGGAGGCAACTCCTTCAACGAGGCT
GTCCACTACGCCCTCCCCCAGATGATTCTGTCTCAGTGGTTCGACACCCACGAGTACGCCATTCTCGCTGAGCGA
TTCGGCATCGGTCTGCGATCTAAGCACGCCCCCAAGATCGACGAGAACGACCTGGTCAACACCATGACCCGACTG
CTCCAGGGTCCCGAGGCTGAGAAGATTCGACGAAACGCCAAGGTCTGGTCTATCCGATCCCGAAACGCCGGTGGA
GCTCCTGCTGCTGCTCGACTCATTGAGGCTCAGGCCATGCTGTTCAACCAGCAGAAGCAGCTGGAGCTCGCTGCC
TCTGAGGTCCGAGCTGCTGTGGACACCCTCTCCGGAAAGTCTTCCGTCGCTGACCTGGAGTCTGAGACTGCCTTC
ACCCCCAACATGCTGTCTGGAGCTGCTTCCACCGTGGGATCTGACGAGGCTCGACACAAGCAGAAGATCGTCGCT
CCCGTGAAGCAGACCCTCAACTTCGACCTGCTCAAGCTCGCTGGCGACGTGGAGTCCAACCCTGGTCCCTCTAGA
ATGATTAACAACGCCCTCCGAACCCTGATCTCTTCCGCTACCGAGCAGTCCCTCGACGACGTCCTGGAGCACGAG
TTCCGAACCGCCGTGCAGCTGCAGCAGATGGACCAGTTCGAGTGGCACCAGGTCGAGGCTGACCTCTGGAAGCGA
ACCTGCCTGGGACACGAGGCTTCTGCCTCCTTCAACCAGAACATCGCCCACGGCCACACCGAGCTGTCCCTCATG
ACCTCTTGGCGAGTGCACCAGCCCTCTTCCTCTCGAATTACCGGATCTGAGCTCGAGCTGGACCAGCTGGTGGCC
CGAGTGCGACAGGCTTGGATTCAGGCTCGATACCTCCGACCCGAAGTGGGTGTGGAGCTCGACACCCACACCGACL
CCTACCGTGGCTCAGACCATGTGCTACCGACTGCTCCGAGACGAGGAGTCCATCCAGGAGTGGCTCGACGAGACT
TTCGTCGTGAAGCGACTGGGTGACCCCGGAGTGGCTACCCCCGCTGAGCTCTGTGCCTACACCTACAACCGALCCC
CTGGCTACCAAGGGCAAGAAGTCCATGCTGTACCTCATTCTGCCTCGACTGGACGACGAGCAGCGAACCGCCTAC
ACCATCTGGAACGTCTCTCACGCTGTGACCGACGGCGGTTCCCTCGCTGAGGTCTTCAACACCCTGTTCCAGTGT
GTGATTGACGCCACCCCCTCCGAGCCCTACGACTCTATCTACACCCCCTCCGCTTTCGAGCTCAACGTCCTGCCC
CGAATGCCCCGATCCGTCGTGATGGCCTACCGACAGCAGTACCAGCCCAAGCCCGAGGAGATTGCTAAGGCCCAC
AAGGTCGCCGAGGTGAACATGCGAATGATCACCGAGAAGATGGGAGAGTCTCTCGCTCTGATGCCCTCTACCTCC
TGGCCCGAGCGAAAGCACGAGACTGTGTGCCTCTGTCGAGAGCTGGAGGCCAACGAGGTCCGAGAGCTGCTCAAG
TTCGCTAAGCAGGTGCACTCCGGCATTACCTACCTCGCCTCTGCTGCCACCATCCTGTCCGCTGCCGAGACTTTC
CCCGAGCGAAAGGCTTCCTCTAAGGGCGCCCTGGTCGGTATGGTGCGAAACGCTCGACGATGGATTTCTGCTACC
CCTCTGGACGCTTCCCTGGGTGCCTCTACCCCTCTGGGATCTGACGCCGTCTTCCTGTGGGTGCCCATCGACACC
CACAAGACCCTCGAGCCCTCTTTCTCCCGAATGCAGGAGCTGGTCACCACCGCCCGACACATTCGACACGAGCTC
GACAAGCACCTGACCACCCCTCACTGCATCTCCTCTTACCCCTACGTCGCTGAGTCCTCTATTCAGGGCCTGAAC
CAGCAGTGGTCCCAGATCAAGGCCGTGCAGTCCCCCTCCTCTTCCTCTTCCCAGAAGGAGATTGCTGGCATCATT
GGTGCTCAGGCCCCCGGCTTCTCTTCCGTCGGTATGATGCGAATCCGACCCCGATTCGAGCCCGTGTCTGCTAAC
GCCCGAGCTTCTGGCCTCTGGCTGGAGCGAACCGACTTCACCCACACCGGTCGACAGATTAACGCCTCCCCCTGG
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ATCTCTATGTTCAACGTCGACGGACGAATTAAGCTCCAGCTGGGCTTCGACACCAAGTTCCACGAGGTGGAGAAG
ATGAACCAGTGGCTCGACCGAACCGTCGTGTGGATGCGAATCTGTGCTGCCGCTGCCGCTACCACCTCTACCTCC
GTCTCTTCTACCTCTGTGGACGCTACCGCTCCTGTCTTCCAATTGGAGGCCCGACACAAGCAGAAGATTGTGGCC
CCTGTCAAGCAGACTCTGAACTTTGACCTGCTGAAGCTGGCCGGTGACGTCGAGTCTAACCCCGGACCCTCTAGA
ATGCAGGCTGACAAGCACGCCTGGAAGGAAGTCTCCCCTAACCTCGCTCAGCGACCCCTGGTGGGTGTGGAGAAG
CTGCTCAACTACGCTGAGTACTACCAGAACGGAAACTTCCAGCTGTCTGCCGCTATCCACCTGGAGACTAACCTG
ACCACCGAGAAGCTCCAGCAGCGATTCGGCCTGGCCGTCTGGAACGTGCGATGCCTGCTCCCCGAGATTGGCACC
TGGACCGTGGGAACCACCGGCGACGCTGCTGTGGACCTGGACAACGCTACCTTCACCGCCATCCAGACCGTGGAG
GAAGCCCAGAAGTGGATTGACGAGACTGCTGTCATCGTTCAGGACGGCACCACCGCTGAGGAGCTCACCATTCTG
ACCACCAACCACACCATCGAGCCCGCCGGAAAGCAGTTCCGAGTCTACCTGGTGACCAACGCTCGACAGGGCTCC
CCCGCTATCATTGTCAACGCCTCCCACGTCCTCTCTGGTCACCGAATTGCCGCTCAGCTGTGTACCATCGTCCAG
GCTCTCGTTGACGCTCGACTGGTGTCCCTGCTGCAGGCTGAGCCTGACCCCCGAGCCGCTCTCCGATCTATCTTC
GTGCCCGAGAACCTCGCCCGACTGATTGGCAAGCTGCCCATCTCCCTGAACACCGCTTACCACAAGCGATTCAAC
CCCACCGAGGGCGACCTGGAGAACGGCTTCGAGAAGCTCTCTGAGCGACTGGCCAACTCCGCTCTCCCCTCTATC
GGTATTCCTCGACTGTCTTCTCCCGCTACCAACCCTGAGTACTCCCTCGGAACCGTCAACGGCGAGGCTATGACC
ATTATGAACCTGCGACGAACCATCGGATCCAACGAGTACCGACTGCTCATTGACGCCCACAAGAAGCTGGGCATC
ACCGTCCCCTCTGTGATCTACGCTTGCATTGTGAACTCTATCGACCGACGATGCAAGTCCAACACCGCTCAGGAC
GCTGAGACTCCTGGTGCCAACCTCGCTTACTCTGCTCACGCTAAGCGATGGCTGCCTGACGAGACTTTCATGACC
CGATCTCCCGTCAACATGGCTATTGTGCTGGGTTCCGCCTACGTCTCTCCCGACGAGCTCCGATCTAAGCAGCAC
GGATGTGACCTGTCCATTGACGAGCTCATCGAGCTGGCCAAGACCATCCGAGCTAAGCAGGACGCCTACCTCGAC
ACCCCTCACATCATTTCCGCTATGGAGCAGGTCGGCGACGAGGTGTCTGCCATGATTGCTGACACCGCCATCAAG
CAGCGACAGGCTGGCACCGACCCTCACGTCGCTCTGTTCGAGAACTCCCCCGCTATTTGCCCTCCCACCCTCACC
TCTCAGGGCGACATCGCCTTCAAGCGACTGTACACCGCTCAGGGAGGCTCCTGGGACCCTGAGCCTGCTGTGGCT
GCTGGAGAGTACGTGTACATCGGTCACTCTTGGAACTCCGGACGAACCACCGACGCTTCTGTCTGTTTCGCCCTG
GTGGGTTTCTCCGGAGAGCTCCGACTGACCTCCTACTTCGACTCTCGATTCTTCGACGCCAAGCTCATCGAGTCT
ATTCTGGACGACGTCCTCTCTAACCTCCGAATGATTGCCACTACTGTTCCTGTTGACGCCCCTGAGCAATTGTAA

B.

ATGGCCGACGAGAAGCGAACCTCCATCGAGGAGCCCGGAACCCCCATGTCTTACTCTACCGCTGCTTCCCCTGAG
CTGCTCTCCTCTTCCAACAACGCCTCTGCTCTCCCCGCTTACCCCTCTTCCCAGACCAAGCAGGACAAGGAGTCT
CTGTCTCACGACCAGGCCGTCCGAGTGGAGCCTGAGTCTTCCACCCCTCTGACCGACTCTGTCGAGGACAACGAG
TCCGGCGCCAAGGTGAAGAAGGACCTGCACTTCTGGATCATTTTCTCCGCTCTGATGCTCATTGCCTTCGTCGCC
GCTCTGGACATGACCATGATTTCTACCGCTCTGCCTGCTATCACCGCTAACCTGCCTCCCTCTACCATCGCCGCT
AACTGGATTACCTCCGCTTTCCTGCTCCCCATGGTGGCCTCTCAGCCCATCTTCGGCGGTCTGTCTTGCTCCATC
GGACGAAAGTGGTCTATTAACTCCGCCCTGGTCATCTTCCTCGTGGGCTCCGTGGTGTGTGCTACCGCTAAGACC
TTCCTGGTCCTCGTGATCGGTCGAGGAATTCAGGGCCTGGGAGGCGGTGGAATTCACTCTATGTGCGAGATCATT
ATGTCTGACCTGACCACCCTCCGAGAGCGAGGCCTGTTCTTCGGTGTCATCGCTCTCGTCTTCGCCGTTGCTGGA
TTCGCTGCTCCTGTCCTGGGCGGTGTGTTCTCTGAGCACTCCTGGCCCTGGATCTTCTGGATTAACCTGCCCATC
GGTGCCATTTCTCTCGTCCTGCTCATCATTTTCCTGAACATCCGAGTGCCCCTGCTCACCGGAAAGGAGAAGTGG
CAGAAGCTGGACCTCGTCGGAAACGCTGTGCTCTTCGGCTCCGTCACCGCTATCCTGATTGCCGTGACCGAGGGA
GGCATTAAGTACCGATGGTCTGCCTGGCAGATTTGGGTCCCTCTGGTGGTGGGTCTGCTCGGAATTATGCTGTTC
CTCGTCATCGAGTGGGTGCCCAACCGAATTGCTCCTAAGCCTGTGTTCCCTCTGGACCTCTTCCGAAACCGAACC
GCTTCCGTCGCCTACGTGCAGACCTTCGTCCACGGCGTGATCTTCTACGGCGTCATCTACATGGTGCCCATCTAC
TTCCAGGCCATTAAGGACCGAACCCCTCTGCAGTCTGCTATCTGGTCCTTCCCTCTGTCTGCTCCCTCCTTCCCT
TTCGCTATGGGTGCTGGTGTCCTCATCTCTATTACCGGCAAGTACAAGCTGCTCATTTTCTGTGGTTGGATGCTG
ATGGCCGCTGGAATCGGCTGGATGACCCACTGGCACGTCGGTACCTCTAAGTTCGAGTGGGCTTTCTCCCAGGTC
ATCCTGGGCGCTGGACTCGGCATCATGTTCCCCATTACCCTGCCTCCCATCCAGGCTGCTCTGCCTGCTTCTCGA
CTCGAGTCCGCTACCGCCGCTTACGCCTTCACCCGAACCTTCGGAGCCGTGTGGGGCATTACCGCCGCTACCACC
ATCTTCTCTACCCAGGCCGCTAAGAACCTCCGACCCTACTACGACCAGCTGAACCCCCTGGGCCTCTCTGACTTC
ACCGTCGTGGCCTTCTCCGAGCAGCTGCGAAACCTCCCCCAGCCCATTCAGGGTGTCGTGAAGGGAGTCTACGCC
GACGCTATCTCTGACTCCTACTGGCTGTTCGTGCCCCTCGCTATCATTGGTTTCTTCACCACCTTCGGAATGAAG
GAGCTGCCCCTCCCCGACTTCATCAAGTCCGAGGCCAAGCTCGAGCAGAAGCAGGACGTCACCCCCGCTCTGAAG
TCTTCCGCCGCTCACGCCGTCGTGAACGTCAAGACCGAGGTGCCCTCTACCCTGCCCTAA
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Apéndice 2 — Cromatogramas dos padrdes submetidos a hidrélise com H>SO4 1M a 100 °C
durante 4 h, obtidos por High Performance Liquid Chromatography - Refractive Index
Detector. (A) Padrio de manose e eritritol (Sigma-Aldrich) (1 g.L'). (B) Padrio de
manosileritritol lipidios (Toyobo) (1 g.L!). As setas indicam os tempos de retengio para a
manose € o eritritol.
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Apéndice 3 — Espectro de massas do padrao de manosileritritol lipidios no modo full scan,
obtido por Electrospray lonization - Mass Spectrometry. Os pesos moleculares dos ions
[M+Na] mais intensos foram considerados para o calculo do fator de conversao de manose e
eritritol em MELs, apds a hidrolise acida.
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Apéndice 4 — Eletroforese em gel de agarose a 0,8% (m/v) dos plasmideos GGV-TOPO-emtl,
GGV-TOPO-macl e GGV-TOPO- mac2 para a montagem do vetor de expressdo por Golden
Gate Assembly: (A) Produtos da PCR com os oligonucleotideos inespecificos M13fw/M13rv
(fornecidos pela Invitrogen). (B) Produtos da PCR com os oligonucleotideos especificos (Fw-
emtl/Rv-emtl, Fw-macl/Rv-macl e Fw-mac2/Rv-mac2, respectivamente). (C) Reagdo de
digestao com a enzima Bsal.

A.
ZDDDI:lp_ --*--—-.
1500 b m=— ! J
)
emt1
2.114 pb mac1PTS1A ‘—rou—J
2.037 pb mac2PTS1A
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1000 bp —
FOObp  — e b = —
S00BP  m— — mac2PTS1A
mac1PTS1A 860 pb
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C.
3000 DY
2000 BY
1500 bp — — _—— yeam

-

emt1 = = )
1870pb  pact1PTSIA

1.793 pb mac2PTS1A
1.670 pb
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Apéndice 5 — Espectro de massas dos extratos brutos das fermentagdes em YNBE1%M1%(1)
e YNBEI1%M2%(2) no modo full scan, obtido por Electrospray lonization - Mass
Spectrometry. (A) EBcen (1). (B) EBen (2). (C) EBe+evum (1). (D) EBe+evv (2). (E) EBE-evm

(1). (F) EBe-emm (2). (G) EBe+emmm (1).

(H) EBe+emmum (2). (I) EBe-emmvm (1). (J) EBe-EMvmMm

(2). A imagem destacada pela linha pontilhada refere-se a ampliagdao do espectro. Os ions em
destaque mostram o [M+Na] dos MELs produzidos.

A.
JM(CN)(1)#1 RT- 001 AV-1 NL 4 77E6 TIMCHIT) #1 RT- 001 AV 1 WL 14364 :
T: FTMS + ¢ ESI Full ms [100.00-1000.00] i+ FTMS + ¢ ESIFull ms [100,00-1000,00F |
100 141.09 I1004 ' !
] ! ] 349,27 !
90 g o] :
- I = e 1
. | E 60 :
BU—_ : =2 ] 1
] L2 0] :
a 1= ] 1
® 704 45317 'E ] !
- [ T 1
I 7 20
LS 38130 b :
_§ ] ! 0 | : i
1 307 . 348,0 3492 349 4 |
> ] ! mez !
S404 | | | TTTTTTomomommoTooTmomoomooooooes
& 3 |13090 353.27 610 1 584.20
30
20_: 196.88 579.53
] 209.15 45417
103 /333 16710 906.26 988.38
¥ 21821 U g
L | L |
100 200 300 400 500 600 700 800 900 1000
miz
B.
JM(CN)(2)#1 RT- 001 AV- 1 NL 6 35E6 T o e T T LT .
T: FTMS + ¢ ESI Full ms [100.00-1000.00] e L Ful e (105001000 001 !
45317 . T 2483 i
100 | 100+ !
7 1
- 1 - I
90 L apd !
. 381.30 - :
703 . |
8 3 1= 40 i
T 503 L= ] '
£ 3 353.27 e |
] ! ]
< 507 ! . |
© ] ! 0 T e e i
= 404 i 3490 3432 3494 !
e 3 b . mE !
30 124.04 45417
203
3 (| 14902 34130 53477
103 185 01 45516 ‘ 81953 74457
] 20915 H o 75822 83924 907 25
04 ST f
100 200 300 400 500 600 700 800 900 1000

mfz



E+EMMIT)#1 RT: 0.01 AV: 1 NL: 1.18E7
T: FTMS +c ESI Full ms [100.00-1000.00]

APENDICES | 192

(EEMMITY#1 AT 0,07 A&7 1 WL BHIES

'F: FTMS + ¢ ES s [100,00-1000,00] |
100+ 45317 : 100 |349.11i !
- 1 - 1
- | _ 1
907 . ] :
: 43719 | 80] !
- = - 1
80 '] |
3 1 2 B0 !
1 'E n ]
Bt 381.30 "5 o !
5 603 ' LE 407 :
E o J141.09 - !
3 . P o] !
< °03 ! 1 349,31 :
- 1 =1 1
£ 407 A e e L SN
o 3 35327 | 340,0 3492 349 4 !
303 45417 mz .. !
203
] 13032[10-12 >38.24
10 45516
1 33034 | 61953 66345 79550 867.37
RV I.l II il I Al il Lo bt LWL g _206.26
0 1 | L B B T LIS N N B B B N N A A I I A | L T T T
100 200 300 400 500 600 700 800 900 1000
m/z
E+EMM(2)#1 RT- 0.12 AV- 1 MNL: 3.14E6 [E+EMN{Z)#1 AT 0,12 A1 NL 632E4 !
T: FTMS + ¢ ESI Full ms [100.00-1000.00] IF: l-‘H'*—cEﬁﬁs[wu 00-1000,00] :
381.30 ' 004 34911 i
1005 ! ] :
90E i . |
E 397.27 L g 807 |
80 £ 6o’ :
- = . i
703 '] !
8 ] :E 4Ut :
5 g0 L 349,31 :
ERRE 45317 re L ' :
£ 50 353.26 | ] !
@ 3 ! b 1
E 40 | R IMARAaaianianedy Moit s aans aenns ke '
= 40344109 L 3490 3492 3494 I
o 3 ' miz '
30 L e e e oo .
203
1 [142.95 154 15?,4'77 61952
105 19509 4130 l 4c5 15 _ 55345_?_3350
A A1 1V W 1 o 1 L“m. Lhol, [y 220 o780
100 200 300 400 500 600 700 800 900 1000

m/z



E-EMM{1)#1 RT: 0.00 AV:1 MNL: 6.73EG
T: FTMS + c ESI Full ms [100.00-1000.00]
145.05

Relative Abundance

E-EMM(2) #1

100

Pa (") F. 251 o — oo 1]
L) (] (] (] [ ] L] = =
gt veva v bvrva v by v bvwva b lras

-
]

L)

100

203.05
[20915
| o

381.30

415.21
45317

353.27

Ll.

66345 71157
L ull Ly 72061 sesas

APENDICES | 193

977.83

200

I.l.

300 400

RT: 0.00 AWV: 1 NL: 9.90EB

T: FTMS + ¢ ESI Full ms [100.00-1000.00]

Relative Abundance

1004

Pa [ i, 3] o - oo o
(] = — (] [ ] = L) (]
pvea v e bvrvsbvwrn bvvnn b bvvna brara bavey

-
L]

L)

145.05

381.30

397.27

36327
I 45317

400

500

597 27

miz

miz

(E-EMMZ)#1 AT 0,000 AV 1 NL 1MES

= 5 [100,00-1000,00]
348,11

'F: FTMS + cE

U

TUU

|.|.I
LI

800

900

1000

—
[
L=

R elative Abundance

600

=]
=]

[a]
=
TN T T A T T T T T N T O

.
[=]




E+EMMM{1)#1 RT: 0.00 AW:1 NL: 9.65E6
T: FTMS + ¢ ESI Full ms [100.00-1000.00]
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E-EMMM{1)#1 RT: 012 AV: 1 NL: 2.00E6
T: FTMS + ¢ ESI Full ms [100.00-1000.00]
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Apéndice 6 — Cromatogramas dos extratos brutos das fermentagdes em YNBE1%M1% apos a
hidrolise acida, obtidos por High Performance Liquid Chromatography - Refractive Index
Detector. (A) Extrato bruto JM-CN. (B) Extrato bruto JME'EMM. (C) Extrato bruto
JME'EMMM. (D) Extrato bruto JMEEMM. (E) Extrato bruto JME'EEMMM. As setas
indicam o tempo de retengao do eritritol.
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Apéndice 7 — Alinhamento das regides promotoras e terminadoras do gene URAJ3 das
linhagens de Yarrowia lipolytica IMUFRJ 50682 ¢ W29 (N° de Acesso: AJ306421.1). As
sequéncias destacadas em vermelho indicam os sitios de inicio (URA3 Transcription Start Site
- UTSS) e de terminagao da transcri¢ao (URA3 Transcription End Site - UTES).

URA3 Transcriptional Start Site
UTSS2 UTSS1

H29 |HTHGCCGTHTHGTCCHGTC1GTCTHTHHGTTCHHCTHHCTCGTHHCTH ----- TTHCCHTHHCHTHTHCTTCHCTGCCCCHGHTﬂ

THUFRJ |ATAGCCGTATAGTCCAGTCYATCTATAAGTTCAARCTAACTCGTAACTACAGTATTACCTTARCATATACTTCACTGCCCCAGAT

URA3 Transcriptional End Site
UTSE1 UTSE2

H29 [ATATAGAGAGCGTGCARGTANGGAGCGCTTGTTCAGCTTGTATGATGGTCAGACGACCTGTCTGATCGAGTATGTATGATACTGCACAACCTGTGT
IHUFRJ |ATATAGAGAGCGTGCARGTAITGGAGCGCTTGTTCAGCTTGTATGATGGTCAGACGACCTGTCTGATCGAGTATGTATGATACTGCACAACCTGTGT
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Apéndice 8 — Cromatogramas dos carotenos extraidos dos cultivos obtidos por High
Performance Liquid Chromatography - Diode Array Detector (HPLC-DAD). (A) Padrao de
B-caroteno (Sigma-Aldrich). (B) Extrato de carotenos da cepa cultivada no meio MGP55. (C)
Extrato de carotenos da cepa cultivada no meio MGLS5S5.
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ARTICLE INFO ABSTRACT

Yarrowia lipolytica IMUFRJ 50682 is a Brazilian wild-type strain with potential application in bioconversion
processes which can be improved through synthetic biology. In this study, we focused on a combinatorial dual
cleavage CRISPR/Cas9-mediated for construction of irreversible auxotrophic mutants IMUFRJ 50682, which
genomic information is not available, thought paired sgRNAs targeting upstream and downstream sites of URA3
gene. The disruption efficiency ranged from 5 to 28 % for sgRNAs combinations closer to URA3’s start and stop
codon and the auxotrophic mutants lost about 970 bp containing all coding sequence, validating this method for
genomic edition of wild-type strains. In addition, we introduced a fluorescent phenotype and achieved cloning
rates varying from 80 to 100 %. The ura3A strains IMUFRJ 50682 were also engineered for B-carotene synthesis
as proof of concept. Carotenoid-producing strains exhibited a similar growth profile compared to the wild-type
strain and were able to synthesized 30.54-50.06 mg/L (up to 4.8 mg/g DCW) of B-carotene in YPD and YNB flask
cultures, indicating a promisor future of the auxotrophic mutants IMUFRJ 50682 as a chassis for production of
novel value-added chemicals.

Keywords:
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1. Introduction

Yarrowia lipolytica is one of the most widely studied non-conven-
tional oleaginous yeasts due to its valuable and diverse biosynthetic
potential among different wild-type strains of industrial relevance [1].
It has emerged as an excellent cell factory for safe and high-level pro-
duction of enzymes [2], unusual fatty acids [3], organic acids [4],
polyalcohols [5], aromas [6], carotenoids [7] and bioemulsifiers [8]
from different sources. Over the years, this yeast became a model in
research on fungal dimorphic transition [9], recombinant protein se-
cretion [10], microbial oil accumulation [11] and hydrophobic sub-
strates degradation [12]. All these features have boosted the develop-
ment of novel and efficient synthetic biology tools such as modular
cloning systems [13,14] and CRISPR/Cas9 technology that facilitate the
manipulation of Y. lipolytica genome [15,16].

In the CRISPR/Cas9 method, a single-guide RNA (sgRNA) com-
plexed with a Cas9 nuclease can recognize a precise DNA sequence and
generate a double-strand break (DSB) which is repaired by homologous
recombination (HR) or non-homologous end-joining (NHEJ) me-
chanism [17]. The repair introduces small indels resulting in frameshift
mutations that can cause disturbance of gene function, incorporation of
an exogenous DNA or restoration of the original allele [18]. To date,
several strategies CRISPR/Cas9-based have been developed for genetic
improvement of microbial cell factories, since industrial biotechnology
needs to meet the growing demands and expand the diversity of mo-
lecules that can be produced by non-model microorganisms [19]. Some
wild-type strains with great advantage for specific bioproduction pro-
cesses, such as Ashbya gossypii [20], Kluyveromyces marxianus [21],
Aspergillus niger [22] and also Y. lipolytica have already been accurately
engineered through CRISPR/Cas9 systems without limitations related
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to selection markers [23].

Y. lipolytica IMUFRJ 50682 is a Brazilian wild-type strain isolated
from an estuary in Guanabara Bay of Rio de Janeiro [24] with notice-
able application in bioconversion and bioremediation [25]. This strain
displayed peculiar surface characteristics related to the hydrophobic
cell wall and high adhesion to non-polar solvents [26]. Y. lipolytica
IMUFRJ 50682 is also able to secrete a particular bioemulsifier, a li-
pid—carbohydrate-protein complex, in the presence of glucose, glycerol,
n-alkanes and oils [27,28]. Recently, IMUFRJ 50682 strain showed
ability to consume isoprenoids and aromatic hydrocarbons as the group
of naphthalenes and phenanthrene [29] and to be used as a low-cost
biocatalyst for esterification reactions of fatty acids present in acid raw
materials for biodiesel synthesis [30] and generation of commercial
esters [31]. Although the industrial value of the IMUFRJ 50682 strain is
remarkable, it has been little explored due to the lack of information
about its genome.

Hence, we employed a combinatorial CRISPR/Cas9-mediated clea-
vage strategy for construction of a non-inverting auxotrophic mutants
Y. lipolytica IMUFRJ 50682 through co-transformation of dual vectors
harboring Cas9 nuclease and distinct combinations of sgRNAs targeting
upstream and downstream sites of URA3 gene. Further, we determined
the cloning efficiency of the auxotrophic derivatives with a fluorescent
phenotype, introduced p-carotene biosynthetic pathway, compared the
growth profile of the carotenoid recombinant producers and wild-type
strain in both rich and synthetic media as well as quantified its pro-
duction. Future applications of the auxotrophic mutants IMUFRJ 50682
were also discussed.

2. Materials and methods
2.1. Microorganism and culture conditions

Y. lipolytica IMUFRJ 50862 was cultivated at 28°C in rich YPD
medium (1% yeast extract, 2% peptone, 2% glucose; w/v) for growth
and synthetic YNB medium (0.17 % yeast nitrogen base without amino
acids, 0.5 % NH4Cl, 2% glucose; w/v and 50 mM phosphate buffer pH
6.8) for screening of transformants. Alternatively, YPD medium was
supplemented with 300 pg.mL~! hygromycin B (YPD-Hyg) (Corning),
500 ug.mL’1 nourseothricin (YPD-Nat) (Werner BioAgents) or both
antibiotics (YPD-Hyg-Nat) for selection of co-transformants and cured
strains. Auxotrophic derivatives were tested in YNB medium added of
0.1 % uracil (w/v; YNB-Ura) (Sigma-Aldrich). Escherichia coli DH5a
were grown at 37 °C in LB medium (1% tryptone, 0.5 % yeast extract
and 1% NaCl; w/v) supplied with 100 pg.mL~! ampicillin (Sigma-
Aldrich) for cloning and propagation of recombinant plasmids. When
required, solid media were prepared by adding 1.5 % agar (w/v) to
liquid media. All cultures were maintained at — 80 °C in glycerol stock.

2.2. Assembly of CRISPR-Cas9 vectors

Target sequences for URA3 deletion were predicted by the CRISPOR
tool (http://crispor.tefor.net/) [32] based on Y. lipolytica W29 (Acces-
sion No. AJ306421.1). Two highest scoring 20 bp sequences targeting
URAS3transcriptional start site (UTSS) and transcriptional end site
(UTES) with low number of predicted off-target and without proto-
spacer adjacent motif (PAM) sequence were selected. sgRNAs were
designed as complementary oligonucleotides, flanked by overhangs for
plasmid assembly. All oligos were supplied by Eurofins Genomics and
were listed in Supplementary File (Table S1).

CRISPR-Cas9 vectors were constructed by Golden Gate Assembly
(GGA) [33]. The backbone plasmids were developed prior works [23].
Phosphorylated and annealed sgRNAs were diluted (ratio of 1:200) and
then 2uL was mixed in one-step reaction with 100ng of acceptor
plasmids, 10 U of BsmBI, 3000 U of T7 DNA ligase, 2 uL of DNA ligase
buffer and ddH,O up to 20 uL. sgRNA-UTSS1 and sgRNA-UTSS2 were
separately added to the GGA_NATex CrisprCas9-yl RFP reaction,
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whereas sgRNA-UTES]1 and sgRNA-UTES2 were added in the GGA_H-
PHex_CrisprCas9-yl_RFP mix. Thermal cycles were applied as follows:
[55 °C for 5min, 16 °C for 5min] x 30, 50 °C for 5 min, 80 °C for 5 min,
15°C <. The reaction mixture was used for chemically competent E.
coli cells transformation and some ampicillin-resistant white colonies
were screened for verification of assembled plasmids through BgIII di-
gestion. Restriction enzymes, ligases and kinases were obtained from
New England Biolabs and performed in accordance with manufacturer’s
instructions. All plasmids used or constructed in this study were listed
in Table S2.

2.3. Construction of Y. lipolytica strains

Correct CRISPR/Cas9 vectors were directly used to transform Y. li-
polytica IMUFRJ 50682 by adapted lithium acetate method [34].
Briefly, about 500 ng of each CRISPR-Cas9 vectors were cotransformed.
CC_sgRNA-UTSS and CC_sgRNA-UTES plasmids were combined in the
same transformation reaction for URA3 excision. The mixture was
plated and incubated for 2-4 days. All transformations were performed
in duplicate. Genotype verification of URA3 gene disruption were
performed by colony PCR (GoTaq® Master Mix, Promega) using Fw-
UTSS/Rv-UTES oligos (Table S1). PCR products were purified (Nu-
cleoSpin® PCR Clean-up kit, Macherey-Nagel) and then subjected to
sequencing (Eurofins Genomics). Multiple alignment of the nucleotide
sequences was performed by MAFFT online service (https://mafft.cbre.
jp/alignment/server/) [35].

Auxotrophic derivatives were transformed with Notl linearized
GGVA-RedStarll plasmid [36] and Sfil digested GGVA-Carotenoid
vector [33]. All colonies grown on YNB plate from the transformation
with GGVA-RedStarIl were cultivated in 96-well microplates containing
YPD medium for 24 h in constant shaking and fluorescence was mea-
sured with excitation at 485 nm and emission at 528 nm (BioTek Sy-
nergy™ Mx). The cloning efficiency was determined as the total colonies
in which a fluorescent phenotype was observed by all colonies grown
after transformation.

2.4. Determination of growth profile

Orange colonies from the transformation with GGVA-Carotenoid
were grown in YPD medium at 200 rpm overnight. Cultures were wa-
shed, adjusted to an initial OD;s59,, of 0.2 in 96-well microplates
containing fresh YPD and YNB medium and cultivated at 500 rpm in a
microplate shaker (Labstac LS122) for approximately 10 h. Growth was
measured as absorbance at 750 nm every 30 min (SpectraMax® M2e).
All cultivations were done in duplicate and the maximal specific growth
rate (llmax) Were analyzed with one-way ANOVA.

2.5. Extraction and quantification of f-carotene

Intracellular B-carotene produced by recombinant IMUFRJ 50682
strains was extracted and measured photometrically at 455 nm (Thermo
Scientific Genesys 10S) as published previously [7]. Then, cultures were
inoculated with OD,5p,, of 0.1 in 50 mL flasks containing 10 mL of YPD
and YNB media. After grown at 200 rpm for 96 h, 500 pL of cultures
were washed with ddH20 and 500 pL of glass beads and 1 mL of ex-
traction solution (ethyl acetate and 0.01 % butyl hydroxyl toluene)
were added. Cells were disrupted in a BeadBug cell homogenizer
(Benchmark Scientific) using a program consisting in 4 cycles of 60s at
4.000 rpm in the dark, altering with ice incubation until the mixture
were colorless. The extract was centrifuged, measured and then con-
verted into concentrations through a standard curve using p-carotene
(Sigma-Aldrich) as standard. For determination of dry cell weight
(DCW), cells from a known volume were washed and dried at 100 °C.
All cultures were performed in duplicate.
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3. Results and discussion

CRISPR/Cas9 technology is a powerful genome-editing tool and
several methods based on Type II System have been developed recently
[37]. In dual cleavage strategy, two independent sgRNAs, combined
with Cas9 nuclease, induce DNA DSB in different regions which are
repaired together by the NHEJ pathway, leading to complete loss of any
sequence between target sites [38]. Thus, the present work investigated
the efficiency of this strategy in removing all URA3 coding sequence in
a promising wild-type strain, Y. lipolytica IMUFRJ 50p@sswOrd

682, to construct auxotrophic derivatives. URA3 gene encodes or-
otidine 5’-phosphate decarboxylase, an enzyme that catalyzes the
conversion of orotidine 5’-monophosphate (OMP) to uridine 5’-mono-
phosphate (UMP), the last step in pyrimidine biosynthesis [39]. URA3
deletion prevents yeast cells from growing in the absence of uracil and
this auxotrophy phenotype still remains the best choice for a selective
marker in recipient Y. lipolytica strains used in synthetic biology
[40,41].

To knock out native URA3, two pairs of 20 bp target sequences
located in transcriptional initiation sites (sgRNA UTSS1: -79 to -59 bp;
sgRNA UTSS2: -139 to -119 bp) and termination regions (sgRNA UTSS1:
+888 to +908 bp; sgRNA UTSS2: +1002 to +1022 bp) were pre-
dicted (Fig. 1A). Each target sequence was used in the construction of
four CRISPR/Cas9 replicative vectors through GGA method. Acceptor
plasmids GGA_NATex CrisprCas9-yl RFP and GGA_HPHex_CrisprCas9-
y1_RFP owned same construction (Fig. S1) with differences only in the
target sequence and selection markers to allow us to identify which
regions are more favorable for URA3 gene editing in Y. lipolytica
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IMUFRJ 50682, since gene excision through dual DSB CRISPR/Cas9-
mediated requires synchronized cleavage of both sites during the same
cell cycle [42]. CC_sgRNA-UTSS and CC_sgRNA-UTES constructed
plasmids were mixed and co-transformed in IMUFRJ 50682 cells.
Combination A was done with CC_sgRNA-UTSS1 and CC_sgRNA-UTES1
for excision of 973 bp. Combination B was performed with CC_sgRNA-
UTSS1 and CC_sgRNA-UTES2 for deletion of 1.073 bp. Combination C
was between CC_sgRNA-UTSS2 and CC_sgRNA-UTES] for loss of 1.052
bp. Combination D was accomplished with CC_sgRNA-UTSS2 and
CC_sgRNA-UTES] for disruption of 1.152 bp (Fig. 1A).

After 4 days, a total of 101 hygromycin-B and nourseothricin-re-
sistant colonies were observed in all combinations from biological du-
plicate: A (46 colonies), B (31 colonies), C (2 colonies) and D (22 co-
lonies). Uracil auxotroph phenotype of the co-transformants was tested
in YNB, YNB-Ura and YPD media (Fig. 1B). For combination A, 25
colonies were streaked on these media and 40 % (10/25) was unable to
grow on YNB. For combination B, 20 colonies were tested and only 5%
(1/20) failed to grow in the selective medium. All co-transformants
from combinations C and D were cultivated in YNB and were able to
grow and, therefore, URA3 knock out did not occur. Each candidate
from combinations A (10 colonies — C01, C02, C07, C08, C09, C10, C13,
C59, C60 and C62) and B (1 colony — C23) was taken for verification by
colony PCR and confirmation via DNA sequencing. No sequence was
amplified from C01, C09 and C62 and the other eight candidates (C02,
C07, C08, C10, C13, C23, C59, C60) showed amplified sequence < 500
bp confirming URA3 deletion, since amplified sequence from wild-type
IMUFRJ 50682 had 1.221 bp length (Fig. 1C). From all sgRNA combi-
nations, only in combinations A (UTSS1 and UTES1) and B (UTSS1 and

A
Combination B (-1073 bp)
C ion A (-973 bp)
Fw-TSS | |
URA3
-139 -119 -79 -59 +888 +908 +1002 +1022 L
L 1 Rv-TES
SgRNA SgRNA SgRNA SgRNA
uTSS2 uUTSS1 UTES1 UTES2
L Combination C (-1052 bp) ]
Combination D (-1152 bp)
B
B 1221 bp
. { =]
D Cleavage Cleavage
Site Site
(-011)
UTSS1 w__PAM UTES1 PAM
WT CCTTAACATATACTTCACTGCCCCAGATAAGG. . . . .. (950 bp) .....ATATAGAGAGCGTGCAAGTATGGAGCGCTTGTTCAGCTTG
AMO7  ACCTTAACATATACTTCACTGCCCC==: STATGGAGCGCTTGTTCAGCTTG (- 975 bp)
AM10 ACCTTAACATATACTTCACTGCCCCAGA STATGGAGCGCTTGTTCAGCTTG (- 972 bp)
AM13 ACCTTAACATATACTTCACTGCC e — e ----GTATGGAGCGCTTGTTCAGCTTG (- 977 bp)
AMS9  ACCTTAACATATACTTCACTGCCCCAG————=== e - —----GTATGGAGCGCTTGTTCAGCTTG (- 973 bp)
E

UTSS1  ~ PAM __uTES1 _~ PAM
s’ CCGATAGCCGTATAGTCCAGICTA. (38bp) . TATACTTCACTGCCCCHGATAAGGT . (942bp) . TATATAGAGAGCGTGCARGTATGGA . (86bp) . TCCAATGGGGCATGTTGTTGTGTT 3*
3 GGAIATJGGCATATCAGGTCAGAT . (38bp) .ATATGAAGTGACGGGGTCTATTCCA. (942bp) . ATATATCTCTCGCACGTTCATACCT . (86bp) . AGGIACJCCGTACAACAACACAA s*
PAM —~  UTSS2 PAM ——  UTES2

Fig. 1. URA3 deletion of Yarrowia lipolytica IMUFRJ 50682 by dual cleavage strategy. (A) Schematic representation of paired sgRNA combinations. Numbers in
parentheses show fragment size to be lost through dual double-strand break. The position +1 indicate the start codon (ATG) and sgRNA locations are presented by
their distance of coding sequence (in base pairs). (B) Screening of auxotrophic mutants IMUFRJ 50682 in YNB, YNB-Ura and YPD plates. Red arrows indicate
presence of colonies. (C) Colony PCR of candidates unable to grow on synthetic YNB medium. Fragments with < 500bp indicate URA3 excision. (D) Multiple
alignment between amplified sequences (5’—3’) of native URA3 and some auxotrophic mutants from combination A showing gene deletion. Letters in blue represent
URA3 transcriptional start site 1 (UTSS1) and URA3 transcriptional end site 1 (UTES1), letters in green exhibit protospacer adjacent motif (PAM) sequence, red
arrowheads show predicted cleavage site and indels are underlined. WT: wild-type. C01-62: candidates 01-62. AMO07-59: auxotrophic mutants 07-59. (E) PAM-
proximal bases located in sgRNAs. Letters in green represent PAM sequence, letters in blue indicate sgRNAs sequence, blue arrowheads show sgRNAs direction and
letters in red highlight unfavorable bases for Cas9 cleavage (For interpretation of the references to colour in this figure legend, the reader is referred to the web
version of this article).
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Table 1

Efficiency of URA3 gene deletion by dual cleavage strategy using different
sgRNA combinations. Numbers in parentheses represent screened colonies from
biological duplicate. Deletion efficiency is presented as the percentage of po-
sitive colonies in genotypic confirmation by the total of uracil auxotrophy
phenotype colonies.

Combinations Total Phenotype of  Genotype Deletion

of sgRNAs colonies  auxotrophy confirmation efficiency (%)
A (UTSS1 + UTES1) 46 10 (25) 7 (10) 28

B (UTSS1 + UTES2) 31 1 (20) 1) 5

C (UTSS2 + UTES1) 2 0(2) -

D (UTSS2 + UTES2) 22 0(22) - -

UTES2) were identified ura3A mutants IMUFRJ 50682 with deletion
efficiency of 28 % (7/25) and 5% (1/20), respectively (Table 1). Mul-
tiple alignment between amplified sequences of native URA3 gene and
some auxotrophic mutants from combination A, now named AMO07,
AM10, AM13 and AM59, showed precise NHEJ repair only in AMS59.
NHEJ is an error-prone process often associated with small insertions
and deletions at the DSB site which regularly occurs 3-4 bp upstream of
the PAM sequence [43]. In the UTSS1 regions of AM07, AM10 and
AM13 sequences were observed indels: AMO7 had deletion of 2 bp,
AM10 received addition of 1 bp and AM13 lost 4 bp; totaling a loss of
975, 972 and 977 bp, respectively (Fig. 1D).

The choice of target sequences closer to URA3 start (-59 bp) and
stop (4888 bp) codon proved to be more favorable for DNA cutting in
IMUFRJ 50682 strain, since combinations A and B led to the excision of
all gene. Although sgRNAs were designed based on W29 strain, all of
them perfectly matched the recognition site in IMUFRJ 50682 strain
(Fig. S2), even no auxotrophic mutants have been generated from
combinations C and D. According to Graf and colleagues [44], the
specificity of a sgRNA depends on its target sequence and recognition
site with = 80 % or < 35 % of guanine-cytosine (GC) content has been
shown poorly effective. Overall, Cas9 nuclease has demonstrated pre-
ferential binding in sgRNAs with G in the 4 bp directly upstream to the
PAM sequence, while thymine (T) and C were unfavorable [45,46]. The
low URA3 deletion frequencies in our study may be due to the presence
of such adverse bases in short sequence motifs at the 3’ end of sgRNAs.
The UTSS2 and UTES2 are reverse sgRNAs and possess 5’-CTAT-3’ and
5’—CCAT-3’ sequences, respectively, which are rich in TC bases. The
UTSS1 and UTES1 sgRNAs have 5-GATA-3’ and 5-AGTA-3’ sequences,

respectively, with only one T, suggesting correlation between
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pyrimidine bases near the PAM sequence and Cas9 nuclease perfor-
mance (Fig. 1E). In addition, analysis in the sgRNA sequences by RNA
Structure and RNAfold WEB SERVER platforms indicated the possibility
of secondary structure formation in UTSS2, which would prevent the
recognition of the target DNA and its cleavage. A substantial variation
in the cleavage efficiency in accordance with different genomic targets
may be related not only to the inherent quality of the interaction be-
tween the sgRNA and the target sequence, but also to the general
chromatin accessibility by the Cas9 nuclease, even within the same cell
type [47]. The combinatorial CRISPR/Cas9-mediated cleavage strategy
has proven to be effective for engineering strains without genetic in-
formation.

The ura3A mutants IMUFRJ 50682 were sequentially cultivated in
YNB-Ura medium by three rounds for plasmid curing, purified in YPD
plates and verified in YPD-Hyg and YPD-Nat media. Then, AMO7,
AM10, AM13, AM23 and AM59 auxotrophic mutants were transformed
with GGVA-RedStarIl plasmid, which contains RedStarIl expression
cassette driven by pTEF and URA3 gene as selective marker [48], to
constitutively express the red fluorescent protein as a gene reporter for
verification of cloning efficiency. After 2 days, grown colonies were
analyzed by fluorescence phenotype. The cloning rates were satisfac-
tory of 82.6 (19/23), 91.6 (33/36), 100.0 (11/11), 80.0 (4/5) and 89.5
% (17/19) for AM07, AM10, AM13, AM23 and AM59 mutants, re-
spectively, and motivated us to investigate the biotechnological po-
tential of this strain.

In order to verify the applicability of ura3A mutants IMUFRJ 50,682
as a chassis for production of non-native value-added compounds,
auxotrophic mutants AM07, AM10, AM13, AM23 and AM59 were en-
gineered for fB-carotene synthesis. GGVA-Carotenoid plasmid contains
the heterologous genes carB and carRP from Mucor circinelloides and
native gene GGS1 under the control of constitutive promoter pTEF, for
expression of phytoene dehydrogenase, phytoene synthase and ger-
anylgeranyl diphosphate synthase, respectively, and URA3 gene as
auxotrophic marker [33]. Three carotenoid recombinant producers,
CRP13, CRP23 and CRP59, were selected according to intense orange
colour-associated phenotype (Fig. 2A) and growth profile and specific
growth rates of them were compared with Brazilian wild-type strain in
rich and synthetic media. Throughout cultivation in rich medium, wild-
type strain and CRP13, CRP23 and CRP59 recombinants displayed a
very similar growth pattern and statistical analysis indicated no sig-
nificant differences in the p,.c (p > 0.05). The IMUFRJ 50682 strain
was capable of growing with a p.c of 0.38h~!, whereas CRP13,
CRP23 and CRP59 recombinants achieved a 1,2 of 0.34, 0.34 and 0.33,

Fig. 2. Yarrowia lipolytica IMUFRJ 50682 en-
gineering for [-carotene synthesis. (A)
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respectively (Fig. 2B). In synthetic medium, the .« of wild-type strain
and CRP13, CRP23 and CRP59 recombinants decreased sightly to 0.22,
0.24, 0.11 and 0.22h™?, respectively, and differed significantly be-
tween CRP23 and the other strains (p < 0.05) (Fig. 2C). The increased
metabolic load by overexpression of GGSI gene and heterologous ex-
pression of carB and carRP genes did not reduced growth capacity of
CRP13 and CRP59 recombinants, indicating that the introduction of a
new metabolic pathway was efficiently adapted by mutants IMUFRJ
50682.

Interestingly, CRP23 strain was able to synthetized 32.4 (4.7 mg/g
DCW) and 50.1 mg/L (4.8 mg/ DCW) of B-carotene in YPD and YNB
shake-flask cultures, respectively, while the final B-carotene titer of the
CRP13 and CRP59 strains reached 30.5 and 41.6 mg/L (3.8 mg/g DCW)
and 18.5 (2.4mg/g DCW) and 36.8 mg/L (3.3mg/ g DCW) in both
media, respectively (Fig. 2D and E). The use of mutants IMUFRJ 50682
as a parental strain led to a higher B-carotene production than other
backgrounds, such as Pold (3.4mg/g DCW) [23] and CIBTS1176
(2.22mg/g DCW) [49] strains which were engineered with the same
genes and cultivated in similar conditions. These data reveal the me-
tabolic potential of IMUFRJ 50682 strain to be explored.

As Y. lipolytica displays heterogeneity inter wild-type strains related
to different genetics and metabolic patterns, the construction of auxo-
trophic derivatives from IMUFRJ 50682 will expand the range of ap-
plications for this promising strain. The expectation around Y. lipolytica
IMUFRJ 50682 is due to its industrially relevant potential in the fields
of biocatalysis, bioconversion and bioremediation. Previous studies
from our group have demonstrated that this strain exhibits robust
metabolism and it is able to degrade alternative substrates, such as
compounds from poly(ethylene terephthalate) (PET) production chain,
and convert some of them into value-added products with additional
sustainability benefits and biotechnological processes economics [50].
As soon, we developed for the first time non-reverting auxotrophic
mutants from Y. lipolytica IMUFRJ 50682 and evidenced their ability to
produce new compounds of biotechnological interest.

4. Conclusion

The combinatorial dual CRISPR/Cas9 cleavage strategy proved to be
useful and efficient for whole URA3 gene excision in wild-type strain Y.
lipolytica IMUFRJ 50682. Auxotrophic mutants demonstrated high
cloning frequency by introduction of fluorescent phenotype and were
able to synthesize [(-carotene efficiently through the expression of
homologous and heterologous genes with a similar growth profile
compared with the wild-type which motivates us to explore its genetic
and physiology in future research.
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