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RESUMO

A valorizagdo seletiva da lignina pode resultar na producdo de diversos
compostos quimicos de elevado valor comercial, entre eles os compostos 4-vinilicos.
Esse grupo quimico possui diversas aplicagbes, como aditivo para bebidas e
alimentos, na producéo de perfumes e cosméticos e como matéria-prima para outros
produtos biotecnoldgicos. A obtencdo desses compostos pode ser realizada por meio
da descarboxilagdo de acidos hidroxicinamicos derivados de fontes vegetais
renovaveis, entre elas a biomassa lignocelulésica. O presente trabalho teve como
objetivo o estudo da enzima acido fendlico descarboxilase (PAD), produzida por uma
linhagem nativa de Bacillus subtilis TG 3.48, isolada de solo de canavial, bem como a
expressao heterdloga dessa enzima em Escherichia coli BL21(DE3), utilizando o
plasmideo pET28a(+)-TEV contendo o gene PAD recombinante de B. subtilis TG 3.48.
Os resultados comparativos mostraram que as enzimas nativa e heterdloga
apresentaram o mesmo perfil de atividade frente as variagdes de pH e temperatura,
bem como a mesma preferéncia por substrato, seguindo a ordem: acido ferulico, acido
p-cumarico e acido cafeico. Estudos realizados com esses substratos sintéticos e com
aqueles obtidos por hidrdlise alcalina de bagag¢o de cana-de-agucar e palha de milho
confirmaram a capacidade da enzima de catalisar a conversdo dos acidos ferulico e
p-cumarico em 4-vinilguaiacol e 4-vinilfenol. Os resultados indicaram a viabilidade de
um processo bioldgico sustentavel para a produgaéo de compostos vinilicos a partir de

substratos renovaveis.

Palavras—chave: acidos fendlicos; bioprodutos; compostos aromaticos; estirenos;

residuos agroindustriais.



ABSTRACT

The selective valorization of lignin can lead to the production of several high-
value chemical compounds, including 4-vinyl compounds. This class of chemicals has
a wide range of applications, such as additives for food and beverages, ingredients in
the production of fragrances and cosmetics, and raw materials for the manufacture of
other biotechnological products. These compounds can be obtained through the
decarboxylation of hydroxycinnamic acids derived from renewable plant sources,
including lignocellulosic biomass. The present study aimed to investigate the enzyme
phenolic acid decarboxylase (PAD) produced by a native strain of Bacillus subtilis TG
3.48, isolated from sugarcane field soil, as well as the heterologous expression of this
enzyme in Escherichia coli BL21(DE3) using the pET28a(+)-TEV plasmid carrying the
recombinant PAD gene from B. subtilis TG 3.48. Comparative analyses demonstrated
that the native and heterologous enzymes exhibited the same activity profile under
different pH and temperature conditions, as well as the same substrate preference, in
the following order: ferulic acid, p-coumaric acid, and caffeic acid. Experiments
performed with these synthetic substrates and with substrates obtained by alkaline
hydrolysis of sugarcane bagasse and corn stover confirmed the enzyme's ability to
catalyze the conversion of ferulic acid and p-coumaric acid into 4-vinylguaiacol and 4-
vinylphenol, respectively. The results demonstrated the feasibility of a sustainable

biological process for the production of vinyl compounds from renewable feedstocks.

Keywords: phenolic acids; bioproducts; aromatic compounds; styrenes; agro-

industrial residues.
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1. INTRODUGAO

O agronegdcio € a principal atividade econémica do Brasil e gera, por meio da
agricultura e da agroindustria, grande quantidade de residuos e coprodutos passiveis
de aproveitamento em processos biotecnologicos sustentaveis. O bagaco e a palha
de cana-de-agucar, bem como o colmo, o sabugo e a palha de milho, sdo exemplos
desses materiais. Embora os residuos da cana-de-agucar sejam utilizados nas usinas
para geracao de energia, ainda existe um excedente que pode ser aproveitado em
bioprocessos. Por outro lado, os residuos provenientes da cultura do milho ainda

requerem alternativas de aproveitamento (CGEE, 2010).

O material lignoceluldsico tem sido amplamente estudado devido a sua fragao
glicidica, composta por celulose e hemicelulose, visando a obtengcdo de agucares
fermentesciveis. Entretanto, a lignina, por ser constituida por compostos aromaticos e
apresentar uma estrutura recalcitrante ao ataque bioldgico, ainda requer estudos para
o melhor entendimento das vias de desconstrugéo bioldgica desse polimero e para a

identificacdo de derivados com potencial de aplicagao.

Gramineas de clima quente, como a cana-de-acucar e o milho, apresentam
concentragcdes consideraveis de acido p-cumarico e acido ferulico na parede celular.
Esses compostos encontram-se ligados aos arabinoxilanos das paredes celulares
primaria e secundaria por ligagdes éster ou a lignina por ligacdes éter, formando uma

ponte estrutural entre os carboidratos e a lignina (Biancheti et al., 2026).

Durante os processos quimicos de desconstru¢ao da biomassa lignocelulésica
para obtencao de agucares fermentesciveis, os acidos fendlicos séo liberados
juntamente com a lignina, possibilitando uma aplicagdo diferenciada para o residuo
liquido gerado, muitas vezes considerado apenas um poluente. Esses acidos fendlicos
constituem importantes precursores para processos de bioconversdao por
microrganismos e/ou suas enzimas, possibilitando a produ¢cao de compostos de alto
valor agregado, como 4-vinilfenol e 4-vinilguaiacol, respectivamente (Santos et al.,
2021).
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Resultados preliminares obtidos pelo grupo de pesquisa do Laboratério de
Bioquimica e Microbiologia Aplicada demonstraram a capacidade da bactéria Bacillus
subtilis TG 3.48 de realizar a descarboxilagdo enzimatica do acido p-cumarico em 4-
vinilfenol. Dessa forma, o presente trabalho teve como objetivo a produgédo dessa
enzima, tanto em sua forma nativa quanto heterdloga, para aplicagdo na
descarboxilagao de acidos fendlicos, ampliando as possibilidades de aproveitamento

da biomassa vegetal.
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7. CONCLUSAO

Alinhagem de E. coli BL21(DE3) contendo o gene PAD heterdlogo de B. subtilis
apresentou tolerancia e capacidade de bioconverter os acidos hidroxicinamicos, acido
p-cumarico e acido ferulico, em seus respectivos derivados 4-vinilicos, em diferentes
hidrolisados alcalinos obtidos a partir de subprodutos de gramineas, como bagago de
cana-de-agucar e palha de milho. Essa capacidade foi observada tanto na auséncia
de indugdo quanto sob diferentes estratégias de indugdo da expressao da enzima
heterdloga, representando uma alternativa promissora para a valorizagao seletiva da
lignina proveniente de bioprocessos, como aqueles empregados na industria de etanol
celulésico. A produgao biotecnologica de derivados 4-vinilicos representa uma
alternativa sustentavel as rotas petroquimicas convencionais, estando alinhada ao
conceito de biorrefinaria baseada em biomassa vegetal, no qual, além do produto
principal, sdo obtidos coprodutos e compostos quimicos de elevado valor agregado a
partir do aproveitamento integral da matéria-prima. Um melhor entendimento das
condi¢des de cultivo de linhagens recombinantes contendo a enzima PAD heterdloga

podera viabilizar sua aplicagdo em processos biotecnolégicos em escala industrial.
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