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IMPACTO POTENCIAL DESTA PESQUISA

Esta tese contribui para a bioeconomia circular ao demonstrar uma rota biotecnolégica
para converter acido ferulico de biomassa lignoceluldsica em 4-vinilguaiacol, ampliando
o uso de residuos agroindustriais e revelando uma possivel via enzimatica ndo canbnica

em Micrococcus luteus TG3.30.

POTENTIAL IMPACT OF THIS RESEARCH

This thesis contributes to the circular bioeconomy by demonstrating a biotechnological
route to convert lignocellulosic ferulic acid into 4-vinylguaiacol, expanding agro-
industrial waste valorization and revealing a potential non-canonical enzymatic pathway

in Micrococcus luteus TG3.30.
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RESUMO

Avalorizagao de compostos fendlicos derivados da biomassa lignocelulédsica representa
uma estratégia relevante para o desenvolvimento de processos sustentaveis associados
a bioeconomia circular. Entre esses compostos, o acido ferulico destaca-se como
precursor renovavel para a produgao de 4-vinilguaiacol (4VG), molécula aromatica de
interesse para as industrias de alimentos, fragrancias, cosméticos e quimica fina. Esta
tese investigou a capacidade de Micrococcus luteus TG3.30 em converter acido ferulico
em 4VG, integrando caracterizagdo bioquimica, aplicagdo em hidrolisado fungico,
analise genbmica, protedbmica e modelagem in silico. Inicialmente, foi realizada uma
revisdo critica sobre compostos fendlicos derivados da lignina e suas aplicagdes
tecnolégicas. Em seguida, extratos enzimaticos de M. luteus TG3.30 foram obtidos e
avaliados quanto a atividade descarboxilante sobre &acido ferulico comercial,
considerando diferentes fracdes celulares, tempos de reacdo e pH. A atividade foi
predominantemente associada ao extrato intracelular, sendo 60 min e pH 6,5 definidos
como condi¢gdes adequadas para os ensaios. Posteriormente, hidrolisados fungicos
obtidos porfermentacdo em estado solido de bagaco de cana-de-agucar e farelo de trigo
com Myceliophthora heterothallica e Myceliophthora thermophila foram utilizados como
substratos para a conversao enzimatica. Ambos os hidrolisados de 8 dias permitiram a
formac&o de 4VG pelo extrato intracelular de M. luteus TG3.30, atingindo 49,67 mg L™
para M. heterothallica e 51,91 mg L™" para M. thermophila. O sequenciamento completo
do genoma de M. luteus TG3.30 revelou um genoma de 2,58 Mb, com 72,92% de
conteudo GC, mas nao identificou genes codificantes para ferulato descarboxilases
canfOnicas. Diante disso, foram investigadas enzimas alternativas com atividade
descarboxilase anotada ou dominios relacionados, incluindo hemQ, sucA, pyrF e panD.
Analises protebmicas por LC-MS/MS e modelagem molecular indicaram a coproheme
descarboxilase, codificada por hemQ, como candidata prioritaria para a atividade
observada. As predi¢des in silicoindicaram afinidade da enzima pelo acido trans-ferulico
e sugeriram a participagcao de residuos como His163, Tyr140, Trp188 e Phe142 na
estabilizacdo do substrato. Em conjunto, os resultados demonstram que M. luteus
TG3.30 é capaz de converter acido ferdlico em 4VG por um sistema enzimatico
intracelular, possivelmente associado a uma rota ndo candnica de descarboxilagéo.
Esta tese contribui para ampliar o conhecimento sobre a biotransformacéo de acidos
fendlicos por actinobactérias ambientais e propde uma abordagem integrada para
valorizacdo de residuos lignocelulésicos e produgao sustentavel de compostos
aromaticos de maior valor agregado.

Palavras-chave: Micrococcus luteus TG3.30; acido ferulico; 4-vinilguaiacol; biomassa
lignoceluldsica; coproheme descarboxilase; biotransformacéao.



ABSTRACT

The valorization of phenolic compounds derived from lighocellulosic biomass represents
an important strategy for the development of sustainable processes aligned with the
circular bioeconomy. Among these compounds, ferulic acid stands out as a renewable
precursor to produce 4-vinylguaiacol (4VG), an aromatic molecule of interest to the food,
fragrance, cosmetic, and fine chemical industries. This thesis investigated the ability of
Micrococcus luteus TG3.30 to convert ferulic acid into 4VG by integrating biochemical
characterization, application in fungal hydrolysates, genomic analysis, proteomics, and
silico modeling. Initially, a critical review was conducted on lignin-derived phenolic
compounds and their technological applications. Subsequently, enzymatic extracts from
M. luteus TG3.30 were obtained and evaluated for decarboxylating activity against
commercial ferulic acid, considering different cellular fractions, reaction times, and pH
conditions. The activity was mainly associated with the intracellular extract, and 60 min
at pH 6.5 were selected as suitable conditions for the assays. Fungal hydrolysates
obtained by solid-state fermentation of sugarcane bagasse and wheat bran with
Myceliophthora heterothallica and Myceliophthora thermophila were then used as
substrates for enzymatic conversion. Both 8-day hydrolysates supported 4VG formation
by the intracellular extract of M. luteus TG3.30, reaching 49.67 mg L' for M.
heterothallica and 51.91 mg L™ for M. thermophila. Whole-genome sequencing of M.
luteus TG3.30 revealed a 2.58 Mb genome with 72.92% GC content, but no genes
encoding canonical ferulic acid decarboxylases were identified. Therefore, alternative
enzymes annotated as decarboxylases or containing related domains were investigated,
including hemQ, sucA, pyrF, and panD. LC-MS/MS-based proteomic analysis and
molecular modeling indicated coproheme decarboxylase, encoded by hemQ, as the
main candidate associated with the observed activity. In silico predictions suggested
affinity between this enzyme and trans-ferulic acid and indicated the possible
involvement of residues such as His163, Tyr140, Trp188, and Phe142 in substrate
stabilization. Overall, the results demonstrate that M. luteus TG3.30 can convert ferulic
acid into 4VG through an intracellular enzymatic system, possibly associated with a non-
canonical decarboxylation route. This thesis expands the understanding of phenolic acid
biotransformation by environmental actinobacteria and proposes an integrated
approach for lighocellulosic waste valorization and sustainable production of high-value
aromatic compounds.

Keywords: Micrococcus luteus TG3.30; ferulic acid; 4-vinylguaiacol; lignocellulosic
biomass; coproheme decarboxylase; biotransformation.
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1. INTRODUGAO E JUSTIFICATIVA CIENTIFICA

Diversos microrganismos apresentam capacidade de transformar compostos
fendlicos derivados da lignina. Entre esses compostos, os acidos hidroxicindmicos
apresentam grande relevancia biotecnoldgica. O acido ferulico, o 4cido p-cumarico e o
acido cafeico sdo encontrados em diferentes biomassas vegetais, geralmente
associados a hemicelulose e a lignina por ligacoes éster. O Aacido ferdlico,
especialmente abundante em gramineas e residuos agricolas, tem recebido destaque
por, além das diversas aplicagbes em sua forma nativa, poder ser precursor de
moléculas aromaticas de alto valor agregado. Sua liberagcdo a partir de residuos
lignoceluldsicos cria oportunidades para a obtencao de matéria prima abundante e de
baixo custo na produgdo de biocompostos aplicaveis aos setores de alimentos,
fragrancias, cosméticos, polimeros e quimica fina(BASAFA; HAWBOLDT, 2023; DE LA
ROSA et al., 2018; SALTVEIT, 2018; SUN et al., 2021).

Bactérias, leveduras e fungos podem atuar na liberagcdo desses compostos a
partir da biomassa lignocelulésica, na sua modificagcdo ou conversdo a derivados
importantes por meio de sistemas enzimaticos especificos (DE CARVALHO et al., 2025;
SANTOS, 2023). Entre as enzimas envolvidas nesse tipo de metabolismo, destacam-se
descarboxilases de acidos fenolicos, ferulato descarboxilases, oxidases, redutases,
esterases e monooxigenases. A eficiéncia dessas rotas depende de fatores como origem
do microrganismo, disponibilidade do substrato, tolerancia aos compostos fendlicos,
localizagao celular da atividade enzimatica e condicoes fisico-quimicas da reacgao.

A conversdo do acido ferulico em 4-vinilguaiacol (4VG) representa uma rota de
interesse dentro desse contexto. O 4VG é um fenol volatil caracterizado por aroma
semelhante ao cravo, com aplicagcées como flavorizante e intermediario quimico (LUO
et al., 2021). Essa molécula pode ser obtida por descarboxilacdo do acido fertlico,
reacdo na qual ocorre remogao do grupo carboxila da cadeia lateral do &acido
hidroxicindmico e formagao do derivado vinilico correspondente (VILELA et al., 2025). A
realizacdo dessa transformacdo por microrganismos ou enzimas oferece uma
alternativa mais seletiva e potencialmente mais sustentavel em comparagao a

processos quimicos convencionais, além da certificagcdo como produto natural.



Apesar do avanco no estudo de descarboxilases capazes de converter acido
ferulico em 4VG, ainda ha limitacdes importantes para aplicagdo desses sistemas em
bioprocessos. Muitos estudos utilizam acido ferulico comercial como substrato modelo,
condigao util para caracterizagao inicial, mas com custo elevado. A alternativa do uso
desses compostos oriundas da biomassa lignoceluldsica encontra obstaculo na
complexidade dos hidrolisados derivados da biomassa. Estes hidrolisados
lignocelulésicos podem conter residuos de acuUcares e proteinas e varios tipos
compostos fenédlicos derivados da lignina que podem interferir na atividade microbiana
do de suas enzimas. Dessa forma, avaliar a conversao de acido ferulico em matrizes
complexas é essencial para aproximar a reagao de uma aplicagao biotecnolégicareal, a
partir de matéria prima renovavel e de baixo custo.

Além dessas questdes, a compreensdo dos mecanismos genéticos e
moleculares envolvidos na biotransformag¢édo de compostos fendlicos é fundamental
para o desenvolvimento de novas ferramentas biotecnolégicas. A integracao entre
sequenciamento gendmico, prospecg¢ao génica, analise protebmica e modelagem in
silico permite investigar enzimas candidatas, avaliar possiveis rotas metabdlicas e
propor hipoteses para reacdes de interesse. Essa abordagem é especialmente relevante
quando uma atividade enzimatica observada ndo pode ser imediatamente atribuida a
enzimas canénicas ja descritas na literatura.

Nesse cenario, linhagens bacterianas nativas associadas a ambientes com
presenca de residuos de material vegetal constituem fontes promissoras para esses
estudos. Esses ambientes s&o ricos em matéria organica vegetal e submetem os
microrganismos a uma ampla diversidade de compostos aromaticos derivados da
decomposicdo da biomassa. Assim, bactérias isoladas desses sistemas podem
apresentar repertérios metabdlicos adaptados a transformacdo de compostos
fendlicos, incluindo vias ainda pouco exploradas para valorizacdo de acidos
hidroxicindmicos.

Dessa forma, esta tese se justifica pela necessidade de investigar sistemas
microbianos capazes de converter acido ferdlico em 4-vinilguaiacol e de compreender
0S mecanismos bioquimicos, genéticos e estruturais associados a essa
biotransformagdo. A abordagem proposta integra a caracterizagao enzimatica de

Micrococcus luteus TG3.30, a aplicacao da atividade em hidrolisados fungicos derivados
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de biomassa lignoceluldsica e a analise molecular de possiveis enzimas envolvidas.
Com isso, busca-se contribuir para o desenvolvimento de rotas sustentaveis de
valorizacdo de residuos agroindustriais e para a ampliacdo do repertério de

biocatalisadores aplicaveis a producao de compostos aromaticos renovaveis.
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8. CONCLUSOES GERAIS E PERSPECTIVAS FUTURAS

Esta tese demonstrou a viabilidade de uma abordagem integrada para a
valorizacao biotecnolégica do acido ferulico, conectando a obtencdo de compostos
fendlicos a partir da biomassa lignocelulésica a sua conversdo enzimatica em 4-
vinilguaiacol (4VG). Os resultados indicam que Micrococcus luteus TG3.30 apresenta
atividade descarboxilante intracelular capaz de converter acido ferulico em 4VG, tanto
em condicdo modelo, utilizando substrato comercial, quanto em matriz complexa
derivada de hidrolisado fungico.

O Capitulo | estabeleceu a base conceitual do trabalho ao discutir os compostos
fendlicos derivados da lignina e do metabolismo vegetal, destacando seu potencial
como matérias-primas renovaveis para obtencao de moléculas de maior valor agregado.
Essa revisao sustentou a escolha do acido ferulico como substrato-alvo, considerando
sua ocorréncia em biomassas lignoceluldsicas e sua possibilidade de conversao em
4VG, composto de interesse para as industrias de alimentos, fragrdncias, cosmeéticos e
quimica fina.

No Capitulo Il, foi comprovada a capacidade de M. luteus TG3.30 em converter
acido ferulico comercial em 4VG por meio de um sistema enzimatico
predominantemente intracelular. A fragcao intracelular apresentou melhor desempenho
em comparacao as fracoes extracelular e de parede celular, e as condi¢cdes de 60 min
de reacao e pH 6,5 foram definidas como adequadas para avaliagao da atividade. Esses
resultados estabeleceram a base bioquimica da tese e demonstraram o fendtipo de
descarboxilacdo da linhagem.

O Capitulo Il ampliou essa abordagem para uma matriz real derivada de
biomassa. Os fungos termofilicos Myceliophthora heterothallica e Myceliophthora
thermophila foram capazes de crescer em fermentagcdo em estado sélido utilizando
bagaco de cana-de-acucar e farelo de trigo, promovendo consumo da biomassa e
liberacao de acucares, proteinas e compostos fendlicos totais. Os hidrolisados fungicos
de 8 dias, quando incubados com o extrato intracelular de M. luteus TG3.30, resultaram

na formacao de 4VG, atingindo 51,91 mg L™ para M. thermophila e 49,67 mgL™" para M.
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heterothallica. Esse resultado demonstrou que a atividade observada em substrato puro
também ocorre em matriz lignocelulésica complexa.

No Capitulo IV, o sequenciamento e a anotagao do genoma de M. luteus TG3.30
permitiram investigar a base genética associada a atividade observada. O genoma
apresentou 2,58 Mb, elevado conteudo GC e alta completude. No entanto, ndo foram
identificados genes codificantes para ferulato descarboxilases candnicas,
estabelecendo um contraste entre o fenétipo experimental e o genétipo esperado. Essa
auséncia direcionou a investigagdo para enzimas alternativas anotadas como
descarboxilases ou contendo dominios relacionados a reagdes de descarboxilagéo.

O Capitulo V integrou os dados bioquimicos, gendmicos, protedmicos € in silico
para propor uma hipdtese para a conversao atipica do acido ferulico em 4VG. Entre as
enzimas candidatas, a coproheme descarboxilase, codificada por hemQ, destacou-se
como a hipotese mais consistente. Essa enzima possui fungao primaria relacionada a
biossintese de heme, catalisando a formacgao de grupos vinil a partir de cadeias laterais
carboxiladas. As analises de modelagem molecular indicaram afinidade da enzima pelo
acido trans-ferulico e sugeriram a participacao de residuos como His163, Tyr140, Trp188
e Phe142 na estabilizagao do substrato.

De forma integrada, os resultados indicam que a conversdo de acido ferulico em
4V G por M. luteus TG3.30 provavelmente nao ocorre por uma rota classica mediada por
ferulato descarboxilases canénicas da familia UbiD. Em vez disso, os dados apontam
para uma possivel rota alternativa, baseada em uma enzima intracelular com funcao
primaria distinta e potencial atividade secundaria sobre o acido ferulico. Essa hipotese
amplia o entendimento sobre a diversidade de mecanismos enzimaticos envolvidos na
descarboxilagao de acidos fenodlicos em actinobactérias ambientais.

Assim, a principal contribuicao desta tese foi demonstrar que M. luteus TG3.30 é
uma linhagem promissora para a produgao biotecnoldgica de 4VG a partir de acido
ferulico e que essa atividade pode estar associada a uma via nao candnica. Além disso,
a integracao entre hidrdlise flngica da biomassa, conversao bacteriana, genémica,
protedmica e modelagem molecular apresentou uma rota sistémica para valorizacao de
residuos lignoceluldsicos.

Como perspectivas futuras, recomenda-se a validacado experimental da enzima

candidata por clonagem e expressao heterdloga de hemQ, purificagcdo da proteina
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recombinante e ensaios cinéticos com acido ferulico. Também sera importante avaliar
mutacdes nos residuosindicados pelas analises in silico, especialmente His163, Tyr140,
Trp188 e Phe142, afim de confirmar sua participagédo no reconhecimento e na conversao
do substrato. Essas etapas serdo essenciais para confirmar a fungdo proposta da
coproheme descarboxilase e consolidar a existéncia de uma rota alternativa de

producao de 4VG em M. luteus TG3.30.
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