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RESUMO
Derivados vinilicos comercialmente importantes podem ser obtidos em bioprocessos
por descarboxilacdo de acidos fendlicos, como o acido ferulico e o acido p-cumaérico,
por enzima como a acido ferdlico descarboxilase, resultando em compostos de valor
agregado como 4-vinilguaiacol e 4-vinilfenol, respectivamente. Neste estudo, o gene
que codifica a acido ferulico descarboxilase em Klebsiella pneumoniae TD 4.7 foi
isolado e identificado como um fragmento de 504 pb, que codifica um polipeptideo
de 167 residuos de aminoacidos. O gene foi expresso em Escherichia coli
BL21(DE3), e a enzima recombinante, purificada como uma proteina de 22 kDa,

com maior atividade em pH 55 e a 40°C. A &cido ferdlico descarboxilase

recombinante foi completamente inibida por Hg*?, Zn*?, Cu*? e Cd*? e apresentou

aumento de atividade na presenca de Co*? (aproximadamente +20%). Os valores de

Km € Vmax foram estimados para o substrato &cido ferdlico em 2,95 mM e 102,10
umol.mint.mg™®. A enzima acido ferllico descarboxilase teve seu modelo predito
gerado usando os programas de predicdo estrutural AlphaFold Multimer e
Swissmodel, com um RMSD de apenas 0,7 A, demonstrando a auséncia de cisteina
e pontes dissulfeto no homodimero, a presenca de grandes quantidades de lisina, e
os residuos envolvidos no ciclo catalitico Tyr27, Glul34 e Asn23. A enzima foi
testada para conversdo dos acidos ferulico e p-cumarico obtidos por hidrolise de
bagaco de cana de aclcar em método de extracdo solido-liquido alcalina
convencional. Nessa hidrélise, obteve-se 135,41 mg L* de &cido ferdlico e 948,82
mg L de acido p-cumarico, dos quais foram obtidos 53,58 mg L de 4-vinilguaiacol
e 437,89 mg L 4-vinilfenol, rendimentos de 43% e 55% respectivamente. Estes
resultados indicaram a viabilidade do uso destes compostos obtidos de fonte

renovavel, para a producéo de flavours naturais de valor comercial.

Palavras chave: Acido ferdlico. Acido p-cumarico. 4-vinilguaiacol. 4-vinilfenol.

Bagaco de cana de acgucar. Flavours naturais.



RESUMEN
Los derivados vinilicos comercialmente importantes se pueden obtener a través de
bioprocesos por descarboxilacion de sus acidos fendlicos precursores, como el acido
fertlico y el acido p-cumarico, que, mediante enzimas como la &acido ferulico
descarboxilasa, dan como resultado compuestos de valor afiadido como el 4-
vinilguayacol y el 4-vinilfenol, respectivamente. En este estudio, el gen que codifica
la acido ferulico descarboxilasa en Klebsiella pneumoniae TD 4.7 se aislo e identificd
como un fragmento de 504 pb, que codifica un polipéptido de 167 residuos de
aminoacidos. El gen se expres6 en Escherichia coli BL21(DE3), y la enzima
recombinante se purific6 como una proteina de 22 kDa, con mayor actividad a pH
55y a 40 °C. La &cido fertlico descarboxilasa recombinante fue completamente
inhibida por Hg*?, Zn*2, Cu*? y Cd*? y mostré una mayor actividad en presencia de
Co*? (con un incremento de actividad cercano al 20%). Los valores de Km Yy Vmax
encontrados para el sustrato acido feralico fueron 2.95 mM y 102.10 pmol.min-t.mg™,
respectivamente. La estructura del enzima recombinante acido ferdlico
descarboxilasa se regener6 usando los programas de prediccion estructural
AlphaFold Multimer y Swissmodel, con un RMSD de solo 0.7 A, demostrando la
ausencia de enlaces de cisteina y disulfuro en el homodimero, la presencia de
grandes cantidades de lisina, y residuos involucrados en el ciclo catalitico Tyr27,
Glul34 y Asn23. La enzima se probd para la conversién de &cidos ferulico y p-
cumarico obtenidos por hidrélisis de bagazo de cafia de azucar en un método de
extraccién solido-liquido alcalino convencional. En esta hidrélisis se obtuvieron
135,41 mg L de &cido ferulico y 948,82 mg L de acido p-cumarico, a partir de los
cuales, por accién del enzima recombinante, se obtuvieron 53,58 mg L' de 4-
vinilguayacol y 437,89 mg L de 4-vinilfenol, lo que representa rendimientos de
conversién del 43% y del 55% respectivamente. Estos resultados indicaron la
factibilidad de usar &acidos hidroxicinamicos obtenidos de fuentes renovables, para la

produccion de aromatizantes naturales comercialmente valiosos.

Palabras clave: Acido ferdlico. Acido p-cumarico. 4-vinilguayacol. 4-vinilfenol.

Bagazo de cafia de azucar. Sabores naturales.



ABSTRAT

Decarboxylation of phenolic acids in bioprocesses, like ferulic acid and p-coumaric
acid, can provide commercially profitable vinyl derivatives by using enzymes, such as
ferulic acid decarboxylase, which result in compounds with additional value like 4-
vinylguaiacol and 4-vinylphenol, respectively. In this study, the gene encoding ferulic
acid decarboxylase in Klebsiella pneumoniae TD 4.7 was isolated and identified as a
504 bp fragment, which encodes a polypeptide of 167 amino acid residues. The gene
was expressed in Escherichia coli BL21(DE3), and the recombinant enzyme was
purified as a 22 kDa protein with higher activity at pH 5.5 and 40°C. Hg*?, Zn*?, Cu*?,
and Cd*? completely inhibited recombinant ferulic acid decarboxylase, however Co*?
boosted activity (about +20%). The ferulic acid substrate's Km and Vmax values
were estimated to be 2.95 mM and 102.10 mol.min"t.mgt, respectively. The enzyme
ferulic acid decarboxylase had its predicted model generated using the structural
prediction programs AlphaFold Multimer and Swissmodel, with an RMSD of only 0.7
A, demonstrating the absence of cysteine and disulfide bonds in the homodimer, the
presence of large amounts of lysine, and residues involved in the catalytic cycle
Tyr27, Glul34, and Asn23. In a conventional alkaline solid-liquid extraction
approach, the enzyme was evaluated for the conversion of ferulic and p-coumaric
acids derived from the hydrolysis of sugarcane bagasse. This hydrolysis produced
135.41 mg L of ferulic acid and 948.82 mg L of p-coumaric acid, from which 53.58
mg L of 4-vinylguaiacol and 437.89 mg L"! of 4-vinylphenol were produced, yielding
43% and 55%, respectively. These findings revealed the feasibility of employing
these compounds derived from renewable sources to produce commercially valuable

natural flavors.

Keywords: Ferulic acid. P-coumaric acid. 4-vinylguaiacol. 4-vinylphenol. Sugar cane

bagasse. Natural flavors.
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INTRODUCAO

A utilizacdo de biomassa lignocelulésica como precursora de bioprodutos de
valor agregado e biocombustiveis, por meio de processos biolégicos fecha um ciclo
de processos ambientalmente seguros e sustentaveis. Corroborando ao modelo de
economia circular descrito por Ghisellini e colaboradores (2018), onde o
desenvolvimento econdmico promove 0 maximo aproveitamento,
reaproveitamento/reciclagem de materiais, bens e componentes de forma a diminuir
ao maximo a geracdo de residuos; inovando a cadeia de producdo, consumo,
distribuicdo e recuperacédo de materiais e energia (NADDEO; TAHERZADEH, 2021).

Biocompostos, definidos como compostos de origem unicamente bioldgica,
tém sido preferidos frente produtos de sintese quimica, dentro daquela perspectiva
de consumo e entre eles, estdo os aromatizantes para aplicacdo em alimentos e
cosmeética. Um desses aromatizantes de amplo uso € o 4-vinilguaiacol (2-metoxi-4-
vinilfenol), produto da bioconverséo do acido ferulico, com aroma de cravo e um alto
poder aromatizante, frequentemente aplicado em bebidas, alimentos e cosméticos
(BURANOV; MAZZA, 2009; LI; LONG; DING, 2020, SAUCEDO-CASTANEDA,2010).

O acido feralico € um composto encontrado na parede celular de células
vegetais fazendo a ligacdo entre residuos da lignina e a hemicelulose e liberado
durante os processos quimicos e/ou biolégicos de desconstrucdo da biomassa
lignocelulésica. O acido ferdlico, assim como varios outros derivados da quebra da
lignina, podem ser convertidos a outros compostos por atividade metabdlica
microbiana, garantindo caracteristica de origem biol6gica dos produtos (BILAL;
IQBAL, 2020).

Assim como o acido ferulico, o acido p-cumarico é um dos acidos fendlicos
encontrados em abundancia na matéria lignocelllosica, existindo de forma livre ou
ligada covalentemente a lignina (VIRKLUND et al., 2022; ZHAO et al., 2011).
Estudos demonstram que o acido p-cumarico apresenta valor em sua forma natural
e/ou biotransformado em produtos como 4-vinilfenol, entretanto a fonte que tem sido
explorada pela industria na geragédo das moléculas oriundas € sintética originada da
sintese quimica de derivados do petroleo (PAZ et al., 2019).

A utilizacdo de derivados dos residuos lignocelulosicos como substrato em
bioprocessos € uma alternativa altamente promissora, propiciando economia circular

e reducao de custos dos processos industriais. Nesse sentido, o presente trabalho



foi desenvolvido com o objetivo de obter um composto aromatizante, o 4-
vinilguaiacol, a partir de acido ferdlico obtido de hidrélise de bagaco de cana de
acucar como substrato, por catalise enzimatica utilizando a 4&cido ferulico
descarboxilase de Klebsiella pneumoniae TD 4.7 em sua forma nativa e
posteriormente clonada em Escherichia coli. Com o andamento das atividades
desenvolvidas neste estudo foi verificada a presenca de acido p-cumarico, o qual foi
convertido pela mesma via enzimatica em 4-vinilfenol.
O texto aqui apresentado, foi organizado em capitulos:

- Capitulo | corresponde a revisao bilbliografica referente ao tema em estudo.

- Capitulos Il e Ill contém os dados sobre a producdo e caracterizacédo
bioquimica da é&cido ferulico descarboxilase nativa de Klebsiella pneumoniae
TD 4.7, clonagem e expressdo da enzima em E. coli e caracterizacdo da

enzima recombinante.

- Capitulo IV adaptacdo de metodologias para fracionamento da lignina

proveniente de biomassa renovavel e obtencéo de acido ferdlico.

As pesquisas referentes aos capitulos 1l e Ill, bem como as conversdes
enzimaticas do capitulo IV, foram executadas no Laboratério de Bioquimica e
Microbiologia Aplicada, na Universidade Estadual Paulista (UNESP/IBILCE),

sob a orientacéo da Professora Eleni Gomes.

A parte de tratamento e extracdes da biomassa lignocelulésica, referente ao
capitulo 1V, foi executada na Faculdade de Ciencias y Tecnologias Quimicas,
Universidade Castilla-La Mancha (IRICA), durante o estagio de co-tutela, no
periodo de setembro/2021 a fevereiro 2022, sob a orientacdo do Professor

Sergio Gomez Alonso.



OBJETIVOS

Geral
Producdo da enzima acido ferdlico descarboxilase nativa de Klebsiela
pnemoniae TD 4.7, expressdo heterdloga em Escherichia coli, e aplicacdo da

enzima na bioconversao de acido ferulico.

Especifico
Capitulo II:
. Caracterizacdo bioquimica da enzima acido ferulico descarboxilase

nativa de K. pneumoniae TD 4.7 em sua forma bruta e corresponde a um artigo ja

publicado.
Capitulo IlI:

o Isolamento e identificagdo do gene codificador da enzima;

. Construcéo de sistema de expressao heterdloga para E. coli;

o Expressédo da enzima soltvel em E. coli;

o Purificacdo e caracterizacdo bioquimica da enzima recombinante.
Capitulo IV:

o Extracdo e fracionamento de lignina para obtencao dos &cidos ferulico

a partir de biomassa lignocelulésica de cana de acUcar e talos de uva;
o Aplicacao da enzima acido ferulico descarboxilase para producao de 4-
vinilguaiacol a partir de acido ferulico de biomassa lignocelulosica.
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REVISAO BIBLIOGRAFICA

Biomassa lignoceluldsica

Os residuos agricolas sdo materiais oriundos da atividade agricola e do
processamento de matérias agricolas crus. Com base na porcentagem de celulose,
esses compostos podem ser categorizados em lignocelulésicos (madeira, fibra de
coco, bagaco de cana, casca de graos, subprodutos de milho, arroz e café) e
residuos nao lignocelulésicos (residuos de frutas, hortalicas, sementes e derivados
amilaceos) (SHERWOOD, 2020).

O residuo lignocelulésico, ou biomassa lignocelulosica, € o material natural
mais abundante e amplamente distribuido em nosso planeta e também gerado em
grande quantidade nos diferentes setores de atividade humana. Composta
basicamente por celulose (13 — 50 %), hemicelulose (0,2 — 40%) e lignina (16 —
45%), em proporcdes variando de acordo com caracteristicas especificas e a fonte
desta biomassa, pode também conter pequenas fracdes de lipideos, proteinas e
agua (PEREIRA SCARPA et al., 2019). Seu armazenamento, utilizacdo ou descarte
sdo grandes desafios devido ao volume e a diversidade das fontes que atribuem
caracteristicas diferenciadas a cada residuo (BILAL; IQBAL, 2020).

A celulose é um polissacarideo linear ndo ramificado que consiste em varias
centenas a milhares de monémeros de glicose ligados por ligacdes glicosidicas B-1-
4. As cadeias de celulose estdo associadas formando fibrilas, que sdo fracamente
unidas por meio de forcas de van der Waals e ligacbes de hidrogénio. Essas se
agrupam em regides cristalinas mais organizadas e regibes amorfas, que se
apresentam menos organizadas. O entrelagamento das regibes amorfa e cristalina
resulta na formacao da estrutura da celulose (ALMEIDA; LADISCH, 2020).

A hemicelulose estd presente em todas as camadas da parede celular das
plantas, principalmente como agente ligante entre a celulose e a lignina. A
hemicelulose apresenta natureza heteropolissacaridica ramificada, formada por
principalmente pentoses (xilose, raminose e arabinose), hexoses (glicose, manose e
galactose) e acidos urbnicos (acidos 4-O-metilglucurdnico e galacturénico).

Considera-se a hemicelulose o maior polissacarideo estrutural de células vegetais,
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com caracteristicas que resultam em materiais flexiveis e baixa interacdo quimica
(ALMEIDA; LADISCH, 2020).

Celulose e hemicelulose sé@o os principais constituintes glicidicos estruturais
das paredes celulares das plantas e seus componentes se encontram arranjados de
modo que as cadeias de celulose e hemicelulose estao afixadas pela lignina, como
um meio de protecdo aos ataques externos de insetos e microrganismos. Essa
recalcitrancia é atribuida a cristalinidade da celulose, a hidrofobicidade da lignina e
aos arcaboucos formados de redes lignina-celulose (ALMEIDA; LADISCH, 2020).

A lignina € um polimero aromatico amorfo e tridimensional composto por
mondmeros de fenilpropano metoxilados, que se associa a hemicelulose por
ligagcBes covalentes e ndo covalentes. Esse polimero tem caracteristicas importantes
para a planta, uma vez que dificulta processos de infec¢cdes por microrganismos e
aumenta a resisténcia fisica do material lignocellulésico. Ademais, sua caracteristica
hidrofébica promove impermeabilidade dos vasos condutores do fluxo aquoso nas
plantas (ALMEIDA; LADISCH, 2020; CHIO; SAIN; QIN, 2019).

A quebra da lignina gera uma grande diversidade de fragcbes derivadas de
precursores de fenilpropano, que diferem entre si pelo grau de substituicdo de
metoxila no anel aromatico, conforme demonstrado na Figura 1. A propor¢do dos
trés tipos de mondémeros na lignina varia de acordo com a espécie da planta. De
maneira geral a lignina de madeira macia consiste essencialmente na unidade G, a
lignina de madeira dura é construida a partir de unidades G e S e a lignina graminea
€ composta por todas as trés unidades. Além das composicfes de unidades
variadas, a diversidade nas ligacdes entre as unidades aumenta ainda mais a
heterogeneidade estrutural da lignina. As ligacbes entre as unidades sao
principalmente ligacdo simples, ligacdes éter e C — C, e suas propor¢cdes também

variam de acordo com a espécie da planta (DEL RIO et al., 2009).



Figura 1 - Mondmeros precursores da lignina.
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Fonte: autor.
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A estrutura da lignina € formada principalmente por um processo de

polimerizacao radical de trés monoligndis que € iniciada por enzimas especificas,

cujo o acoplamento radical entre monémeros de lignina resulta na formagéo de uma

variedade substancial de ligacdes entre unidades. Essas ligacdes entre unidades

incluem principalmente ligacdes éter e C — C. A ligagao p — O — 4 entre o carbono 3

de uma unidade e a hidroxila fendlica da outra € a ligacdo éter mais abundante,

enquanto outros tipos de ligagbes éter, comoa — O —4 e 4 — O — 5 também estéo

presentes na estrutura. Ligacbes C — C, B — 1, B — 5 e B — B também séo

observadas, bem como estruturas mais complexas envolvendo trés subunidades

(dibenzodioxocina), como mostrado na Figura 2 (PANG et al., 2021).

Figura 2 - Estrutura da lignina e suas principais ligacées moleculares.

504

5-5'73-0-4'1a-O-4'

Fonte: adaptado de Pang e colaboradores (2021).
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Em sua composicdo, a lignina € um grande fornecedor de compostos
aromaticos naturais renovaveis, e muitos estudos tém sido direcionados ao
aproveitamento de suas fracdes afim de converté-las em produtos de maior valor
agregado (CAO et al., 2018; RAGAUSKAS et al., 2014; WANG et al., 2020). O
aumento gradual destes estudos esta principalmente relacionado a busca por um
processo racional e rentavel do uso de biomassa lignocelulésica, que podem ser
direcionados para a producdo de biocombustiveis a partir dos polimeros de agucar
ou de outros bioprodutos utilizando derivados aromaticos da lignina (NASEEM et al.,
2016; PANG et al., 2021). Atualmente, a lignina € utilizada como combustivel em
caldeiras de baixa combustdo, embora seus derivados aroméaticos sejam uma fonte
riquissima de bioprodutos de alto valor no mercado. Isso deve-se, principalmente, a
dificuldade de fracionamento e caracterizacdo dos derivados da lignina que sé&o
altamente heterogéneos.

Geralmente, a ligacdo éter € a ligacdo mais abundante na lignina,
compreendendo a 77-85% de todas as ligacdes na lignina de gramineas, 67-74% na
lignina de madeira dura e 49-57% na lignina de madeira macia (DEL RIO et al.,
2009; ZAKZESKI et al., 2010).

A variedade dos diferentes tipos de monbémeros e suas ligacdes sado
considerados fator determinante para a polidispersividade do peso molecular da
lignina. E conforme o processo de pré-tratamento e isolamento pode-se agravar
ainda mais esta heterogeneidade das fracdes da lignina, quando condicbes como
altas temperaturas e adicdo de produtos quimicos estdo envolvidos.

Como mencionado anteriormente, quando da observacdo de seu processo
constitutivo, a lignina tem sua estrutura primaria formada a partir da polimerizacéo
de radicais de mondmeros de fenilpropano e a variabilidade do grau de
polimerizacdo resulta em peso molecular polidisperso (BOERJAN; RALPH;
BAUCHER, 2003; VANHOLME et al., 2010). Essa polimeriza¢do ocorre através de
uma série de processos fisiologicos e bioquimicos desencadeados por peroxidases
e lacases, que por sua vez, ndo interferem na forma com que os monémeros serao
unidos, tornando o processo uma constante polimerizacédo aleatéria (ONNERUD et
al., 2002).

Os processos de tratamento e isolamento desta fracdo do material

lignocelulosico, gera uma ampla variedade de possibilidades de compostos os quais
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podem proporcionar aumento nas caracteristicas heterogéneas da lignina (PEREIRA
SCARPA et al., 2019).

As reacdes de desconstrucdo da lignina por reacdes acido/base sédo as
principais razfes para a geracdo de heterogeneidade na lignina extraida e em seus
derivados em relacdo ao peso molecular e tipo quimico. Os métodos industriais
principais que sdo aplicados atualmente para a separacdo da lignina sdo o sulfito,
acali, Kraft e Organosolv. Todos os métodos tém o mesmo propoésito, que é
degradar quimicamente a estrutura da lignina polimérica até que os fragmentos
resultantes se tornem sollveis na solucdo extratora (UPTON; KASKO, 2016). Estes
meétodos de desconstru¢cdo da biomassa lignoceluldsica apresentam efeitos fisicos
como a perturbacdo da estrutura magna, e quimicos como a solubilizacdo e
despolimerizacéo das fracdes com rompimento da reticulacdo entre macromoléculas
(BAJPAI, 2016).

A lignina degradada difere em niveis de peso molecular devido ao grau
variado de reacdes de despolimerizacdo durante o processo de isolamento, bem
como as reacdes de condensacédo de produtos despolimerizados. A polidispersao
causada pelo processo de isolamento depende em grande parte das conexdes
guimicas das unidades de lignina. Por exemplo, quando a lignina € extraida por
cozimento alcalino, as ligacbes de éter B-arilico sdo mais propensas a rompimento,
enquanto a ligagao simples C — C, assim como a ligagdo simples 3 — 5, sdo bastante
estaveis neste processo (PEREIRA SCARPA et al., 2019). Por outro lado, como a
macromolécula de lignina é polimerizada aleatoriamente e com diferentes conexoées,
ela tende a ser degradada em fragmentos com pesos moleculares diferentes mesmo
nas mesmas condi¢des de isolamento, resultando na alta polidisperséo da lignina
extraida. Além disso, estudos sugeriram que o0 aquecimento prolongado leva ao
aumento do peso molecular dos produtos de hidrdlise da lignina obtidos, o que é
uma consequéncia das reac¢fes de condensacdo progressivas que se dao neste
processo (ALEKHINA et al., 2015).

As técnicas de fracionamento de lignina tém sido classificadas em trés
categorias: precipitacdo acida gradiente, fracionamento por solvente em etapas e
separacdo por membrana com diferentes pontos de corte. Apos o fracionamento, as
fracOes de lignina obtidas exibem propriedades dependentes da massa molecular e,
portanto, usa-las como matérias-primas para aplicacbes subsequentes exige

separacao e identificacao (PANG et al., 2021).
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Extracdo e fracionamento da lignina

O tratamento alcalino é o método que leva & maior solubilizacdo da lignina
entre 0s processos de extracdo utilizados, pois as ligacbes éster entre a
hemicelulose com a lignina sdo mais facilmente quebradas nessas condi¢cdes e com
pouca degradacdo da hemicelulose e celulose. Varios reagentes podem ser
utilizados para este processo, como o hidroxido de sddio, hidréxido de potassio,
hidroxido de aménia e hidroxido de célcio. O hidroxido de sodio é o reagente mais
usado uma vez que promove a extracdo da lignina e boa eliminacdo da hemicelulose
(REN et al., 2016).

Os tratamentos de extracao da lignina causam efeitos fisicos e quimicos na
estrutura da biomassa lignocelulosica, sendo possiveis alteracdes como o aumento
da é&rea superficial e perturbacdo da estrutura magna, solubilizacdo e
despolimerizacdo. Durante a extracdo da lignina com tratamentos alcalinos, diversas
substancias fendlicas podem ser liberadas, as quais dependem da planta de origem
e da intensidade do processo (LARSSON et al., 1999). Em geral, a mistura
resultante € composta de aldeidos, cetonas fendlicas, acidos fendlicos e alcoois
fendlicos, tais como, o 5-(Hidroximetil)furfural, o &cido 2-furéico, o 4-
hidroxibenzaldeido, o &cido 4-hidroxibenzoéico, a vanilina, o &lcool coniferilico, o
siringaldeido, o acido siringico e o acido ferulico (SUN et al., 2016).

O fracionamento da lignina corresponde a sua subdivisdo em fracdes cuja
polidispersidade é diminuida em comparacdo com a lignina original e essas fracfes
exibem obviamente distribuicdes de peso molecular diferentes umas das outras. Foi
demonstrado que o peso molecular tem um impacto importante nas propriedades
fisico-quimicas da lignina (GIGLI; CRESTINI, 2020). Sob essa premissa, é viavel
subdividir a lignina parental com base no peso molecular para obter fracdes de
lignina com caracteristicas diferentes para posterior aplicacdo na producdo de
diferentes materiais, como demonstrado na Figura 3 (HUANG et al., 2017).
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Figura 3 - Possiveis aplicacdes da lignina de acordo com o peso molecular.
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Os métodos de fracionamento de lignina sé@o classificados em trés grandes
categorias: precipitacdo acida gradiente, fracionamento de solvente em etapas e
separacdo por membrana com diferentes pontos de corte. O fracionamento da
lignina tem duas finalidades: 1) analise da estrutura quimica da lignina; 2) obter
subdivisbes de lignina com propriedades melhoradas para promover a utilizacao
industrial da lignina. Para o primeiro propésito, o fracionamento por meio de extracao
por solvente por etapas € o método mais comumente usado devido as vantagens,
incluindo eficiéncia de fracionamento, facil operacéo e alta aplicabilidade a diferentes
fontes e tipos de lignina (GIGLI; CRESTINI, 2020; SADEGHIFAR et al., 2020). No
entanto, todos os trés métodos séo aplicados quando o fracionamento de lignina é
usado para melhorar as propriedades da lignina para valorizagdo do material.

O fracionamento da lignina pelo método de precipitacdo acida € favorecido
pelo fato da mesma, quando em solucao basica, apresentar estrutura coloide estavel
devido a carga negativa na superficie do coloide. Com a adicdo do acido, o H*
neutraliza a carga da superficie dos coloides promovendo a agregacdo dos mesmos
que culmina na precipitagdo da lignina. Sabe-se que os coloides formados por
lignina de baixo peso molecular contém mais carga negativa devido ao conteudo
muito maior de grupos como OH fendlico e COOH, o que lhes oferece maior
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estabilidade em relacéo a lignina de alto peso molecular. Sendo assim, quando do
processo de precipitacdo de lignina heterogénea, a lignina de alto peso molecular é
precipitada em valores de pH mais altos, enquanto que a lignina de baixo peso
molecular é precipitada em valores de pH mais baixos e com isso é possivel o
fracionamento da lignina utilizando valores de pH decrescentes em gradiente,
conforme demonstrado na Figura 4 (LOURENCON et al., 2015; WANG; CHEN,
2013).

Figura 4 - Esquema demonstrativo do fracionamento da lignina pelo método de
precipitagéo acida

Separagéo
Sélido-liquido

pH 4,00 p .éi,‘o
Fracao 3

(acido  soluvel)

Separacao
Sélido-liquido
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Fonte: autor, baseado nos dados de LOURENCON et al., 2015.

A precipitacdo acida gradiente, é principalmente usada para solucbes de
lignina obtidas a partir de processos de isolamento com solugdes basicas. O método
permite remover a grande maioria dos produtos quimicos alcalinos adicionados no
processo de isolamento da lignina e obter amostras sdlidas de lignina relativamente
pura com peso molecular diferente, o que € benéfico para a aplicacdo subsequente
de lignina como a extracdo de compostos fendlicos de utilidade para a geracéo de
bioprodutos (LOURENCON et al., 2015).
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Compostos Fendlicos

Os compostos fendlicos sdo compostos quimicos que possuem em sua
estrutura pelo menos um anel aromatico, contendo um ou mais grupos hidroxila
ligados. Atualmente, muitos compostos fendlicos foram isolados e classificados de
acordo com suas propriedades quimicas ou ocorréncia natural, uma vez que estao
distribuidos de forma variada na maioria dos tecidos vegetais, inclusive nos frutos
onde atuam como antioxidantes naturais em resposta ao estresse biético e abiotico
(VERMERRIS; NICHOLSON, 2007).

Os compostos fendlicos sdo necessarios nas plantas para uma variedade de
tarefas que compreendem pigmentacéo, crescimento, reproducédo e resisténcia a
patdgenos. Eles também sdo responsaveis pela protecdo contra luz ultravioleta,
servem como compostos sinalizadores e reguladores quimicos internos, e atuam
como defesa contra fungos patdégenos e insetos fitofagos (MURKOVIC, 2016).

Estes compostos sao sintetizados pelas plantas durante seu crescimento
como metabolitos secundarios por meio da via do fenilpropanol, de maneira
simplificada, o metabolismo das plantas pode ser dividido em primario e secundario,
0 primeiro esta envolvido na formacdo dos compostos essenciais encontrados em
todas as células caracterizados por vias estruturais e de producdo ou
armazenamento de energia, esse metabolismo é fundamental para manutencédo da
vida celular. Por outro lado, o metabolismo secundario esta envolvido com a
formacao dos compostos ndo vitais para célula, porém ndo menos importantes, por
serem compostos que auxiliam na adaptacdo dos organismos e sobrevivéncia em
condicBes variadas. Os metabdlitos secundarios apresentam uma gama de funcdes
e tém uma variabilidade quimica maior que a dos metabdlicos primarios,
desempenhando papeis relacionados ao desenvolvimento, defesa e crescimento das
plantas (HERRERO et al., 2012; VERMERRIS; NICHOLSON, 2007).

Os compostos fendlicos mais comumente encontrados na natureza sdo 0S
acidos hidroxibenzdicos, acidos hidroxicinamicos e flavonoides, os quais tem sido
amplamente estudado como combatentes de toxinas microbianas, antioxidantes em
cosmeéticos e alimentos, antimicrobianos e anticancerigenos, dentre outras
aplicagbes (ANDISHMAND et al., 2023; BONDAM et al., 2022; GIOXARI et al., 2016;
SARICAOGLU et al., 2023).
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Os acidos hidroxicinamicos/cinamicos sdo um grupo de moléculas que
possuem sua estrutura quimica formada por um esqueleto contendo um anel
benzénico (C6) e uma unidade fenilpropanoide (C3), possuindo ampla distribuicéo
no Reino Vegetal. Os derivados do &cido cinAmico s&o encontrados na forma de
ésteres do acido quinico, acido tartaro e outros acidos organicos ou a carboidratos e
derivados, raramente aparecendo na forma livre e frequentemente associados a
parede celular (CHANDRASEKARA, 2019; ESCOBAR-AVELLO et al., 2021).

Os acidos cinamicos séo produzidos na rota metabdlica de sintese da lignina,
na via fenilpropanoide que é responsavel pela formacao de varios outros compostos
polifendlicos como flavonoides, isoflavondides, cumarinas e taninos. A enzima
fenilalanina amonia-liase (PAL) catalisa a primeira etapa da via fenilpropanoide,
ligando-se a L-fenilalanina e removendo o grupo amino da molécula para produzir
acido cinamico, que é posteriormente biotransformado por outras enzimas gerando
com isso uma série de compostos derivados (VERMERRIS; NICHOLSON, 2007). Os
acidos hidroxicinAmicos estdo presentes em quase todas as plantas; como é o caso
dos acidos cafeico, p-cumérico, ferulico e sinapico, geralmente encontrados em
formas ligadas glicosiladas. E destes se encontra amplamente distribuidos dentre as
diferentes espécies de gramineas, como a cana de acucar, o acido ferulico e o acido
p-cumarico (MURKOVIC, 2016; SALGADO et al., 2012).

O conteudo e a composicdo dos acidos hidroxicinamicos dependem da
localizacdo morfoldgica e do estagio de diferenciacdo em que as células vegetais se
encontram. Foi relatado que o acido ferulico se deposita rapidamente nas paredes
celulares no estagio inicial da lignificacdo, subsequentemente, residuos de acido p-
cumarico depositam-se continuamente ao longo da lignificacdo e se tornam um
constituinte predominante dos acidos hidroxicinamicos (MORRISON et al., 1998).

Todas as paredes celulares da cana de acucar possuem de 5 a 15% de
acidos hidroxicinamicos. Antes da lignificacdo, durante o alongamento celular,
polissacarideos, proteinas e acidos hidroxicinamicos séao incorporados na lamela
média rica em pectina em desenvolvimento e na parede celular primaria. Como
moléculas bifuncionais com sitios de ligacdo carboxilicos e fendlicos, esses acidos
hidroxicindmicos podem estar envolvidos em ligagbes éster e éter (HE;
TERASHIMA, 1991).
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Acido ferulico

O &cido ferulico (Figura 5), nome IUPAC (E)-3-(4-hidroxi-3-metoxifenil)prop-2-
enoico e formula molecular CioH1004, pertence a familia dos acidos
hidroxicinamicos. Isolado pela primeira vez da planta Ferula foetida, o acido ferulico
apresenta uma cadeia lateral ndo saturada e aparece nas formas isomeéricas cis e

trans, devido a ligacdo dupla presente na cadeia lateral que € submetida a

M-

isomerizacdo cis-trans e 0 grupamento fenoxi estabilizado por ressonancia
responsavel por sua efetiva atividade antioxidante (GRAF, 1992; HLASIWETZ,
BARTH, 1866).

Figura 5 - Formula estrutural do acido ferdlico.
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Fonte: autor.

O acido ferdlico € um dos &cidos fendlicos mais abundantes na matéria
lignocelulosica, existindo de forma livre ou ligada covalentemente a lignina e a outros
polimeros da planta como a hemicelulose presente nos componentes da parede
celular. Confere rigidez a parede celular fazendo a reticulacdo entre polissacarideos
e lignina (MATHEW; ABRAHAM, 2006b).

A sintese de acido ferulico nas plantas ocorre posterior a via metabdlica do
acido chiquimico, que inicia com a producdo de aminoacidos arométicos L-
fenilalanina e L-tirosina. Inicialmente, a fenilalanina e a tirosina s&o convertidas em
acido cinamico e p-cumarico pelas enzimas fenilalanina amoénia-liase e tirosina
amonia-liase, respectivamente (GRAF, 1992). O acido p-cumarico € convertido a
acido ferulico por hidroxilacdo e reacdo de metilagdo. A oxidacdo e a metilagdo de
acido ferudlico e outros compostos aromaticos geram derivados de di e tri-hidroxi do
acido cinamico, que participam da formacao de lignina juntamente com acido ferulico
(GOWRI et al., 1991; KUMAR; PRUTHI, 2014).
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A extracdo de acido ferulico a partir de fontes naturais € um processo viavel
do ponto de vista ambiental e econbmico em funcdo de sua aplicabilidade em
bioprocessos podendo ser usado para sintese de outros produtos de valor agregado
ou composicao de muitas drogas, alimentos funcionais e nutracéuticos. Embora se
encontre amplamente presente na parede celular dos materiais lignocelulésicos, o
acido ferdlico ndo é diretamente disponivel para a bioconversao, pois esta ligado
covalentemente com uma variedade de carboidratos. Em funcdo disso, métodos
alcalinos, 4cidos e enziméticos para a extracdo de 4cido ferulico de diferentes fontes
de biomassa tém sido propostos (BURANOV; MAZZA, 2009; MATHEW; ABRAHAM,
2006a; TILAY et al., 2008).

Muitos mecanismos para a bioconversdo do acido ferdlico por acdo de
microrganismos ja foram demonstrados. Estas rotas metabdlicas estdo divididas de
acordo com a reacdo precursora da via, sendo: descarboxilacdo ndo oxidativa; -
oxidacdo; reducdo da cadeia lateral e desacetilacdo dependente ou ndo de
coenzima-A (HUANG; DOSTAL; ROSAZZA, 1993).

Durante a descarboxilacdo ndo oxidativa, ocorre em formacao de estirenos,
tais como o 4-vinilguaiacol, bem como compostos quinoides como metabdlitos
intermediarios. Esta rota foi observada em muitos microrganismos. Para rotas
dependentes ou ndo de coenzima A, sdo mais ocorrentes as reacfes que
necessitam da presenca desta molécula no meio reacional. Neste caso, a reacao
inicia com a transformacao do acido ferulico em feruloilCoA pela acdo da enzima
feruloil-CoA sintetase, sendo obrigatéria a presenca de coenzima A, adenosina
trifosfato e MgCl2 como cofatores nesta etapa. Em seguida, com a acdo de outra
enzima (4-hidroxicinamoil-CoA hidratase), um intermediario transiente é formado e
pode ser entdo convertido em vanilina e acetil-CoA, ao final da reacéo. Este tipo de
catabolismo do acido ferulico foi relatado primeiramente em Pseudomonas
fluorescens (CIVOLANI et al., 2000).

A B-oxidacédo, também dependente de coenzima A, inicia com a conversao do
acido ferulico em feruloil-CoA novamente pela acdo da enzima feruloil-CoA sintetase
e, a partir de reagfBes sequenciais, é transformada em &cido vanilico. Neste caso, a
presenca de cofatores ndo € requerida. O mecanismo envolvido nesta reacdo é
analogo ao envolvido no metabolismo de acidos graxos, envolvendo a formacéao de
um intermediario quinoide (HUANG; DOSTAL; ROSAZZA, 1993).
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Para algumas cepas bacterianas, como por exemplo K. pneumoniae, P.
fluorescens e Bacillus pumilus, o 4-vinilguaiacol foi o produto final da reacéo
(HUANG; DOSTAL; ROSAZZA, 1994; LEE; VOLM; ROSAZZA, 1998) ou um
intermediario do metabolismo para as cepas de Streptomyces setonii, B. coagulans
e Enterobacter sp. (SALGADO et al., 2012, 2014). Karmakar e colaboradores (2000),
propuseram que na rota metabdlica utilizada pela cepa de B. coagulans o acido
ferdlico foi descarboxilado a 4-vinilguaiacol, e convertido em vanilina e,
posteriormente oxidada a &cido vanilico, seguido da desmetilacdo a acido
protocatecoico e formacao de catecol. O 4-vinilguaiacol foi o principal produto.

Li e colaboradores (2008), relataram, em trabalho com uma cepa de
Enterobacter sp. Px6-4, a capacidade daquele microrganismo em formar
primeiramente 4-vinilguaiacol dentre os metabdlitos envolvidos na transformagéo de
acido ferdlico em vanilina. Hunter e colaboradores (2012), obtiveram a formacao de
4-vinilguaiacol como principal produto com pequenas quantidades de vanilina, alcool
vanilico e &cido vanilico por E. soli e E. aerogenes quando cultivados em meio com

o acido ferulico.

Acido p-cumaérico

O p-cumaérico (Figura 6), nome IUPAC (E)-3-(4-hidroxifenil)-2-propenoico e
formula molecular CoHsOs, pertence a familia dos &cidos hidroxicindmicos.
Apresenta uma cadeia lateral ndo saturada e aparece nas formas isoméricas cis e
trans e é relatado como um composto presente em altas concentracdes na biomassa
lignocelulésica de gramineas principalmente nas espécies de clima quente como a
cana de acucar e o milho (BURANOV; MAZZA, 2008; FAULDS; WILLIAMSON,
1999).
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Figura 6 - Formula estrutural do acido p-cumarico.

HO \ O
OH

Fonte: autor.

Assim como o &cido ferulico, o acido p-cumarico é um dos acidos fendlicos
mais abundantes na matéria lignocelllosica, existindo de forma livre ou ligada
covalentemente a lignina e a outros polimeros da planta como a hemicelulose
presente nos componentes da parede celular. Confere rigidez a parede celular
fazendo a reticulagdo entre polissacarideos e lignina (VIRKLUND et al., 2022; ZHAO
et al., 2011).

O acido p-cumarico € formado no metabolismo secundario das plantas na via
geral do fenilpropanoide, iniciando-se com a biotransformacédo do L-fenilalanina a
acido cinamico  catalisada pela enzima fenilalanina  amonia-liase.
Subsequentemente, o acido cinamico é hidroxilado mediante a catalise da enzima 4-
hidroxilase do &cido cinamico, resultando na formacdo do &acido p-cumarico
(FOSTON; RAGAUSKAS, 2012). Reacbes enzimaticas subsequentes séao
empregadas para a transformacao dele nos outros compostos derivados tais como o
acido ferdlico, citado anteriormente.

Embora seja menos presente na parede celular das plantas lenhosas e
herbaceas quando comparado as estruturas reprodutivas, o 4cido p-cumarico € um
dos principais componentes associados a parede celular covalentemente ligados
aos carboidratos e a lignina, unidos por ligactes éster e/ou éter (LOURENCON et
al., 2015; XU et al., 2005b).

Pesquisas tém mostrado que o &cido p-cumarico tem propriedades
quimioprotetoras e antioxidantes (KILIC; YESILOGLU, 2013), bem como
caracteristicas antimicrobianas uma vez que conjugado a membrana plasmatica
interfere na permeabilidade seletiva causando a morte por lise osmotica e ligando-se
diretamente ao anion fosfato na dupla hélice de DNA provocando mutacfes que

comprometem a replicacdo, transcricdo e expressao normal da célula procariotica
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(KILIC; YESILOGLU, 2013; LOU et al., 2012). O &cido p-cumarico apresenta valor
em sua forma natural e biotransformado, entretanto a fonte que tem sido explorada
pela industria na geracdo das moléculas oriundas é sintética originada da sintese
quimica de derivados do petroleo (PAZ et al., 2019).

Mecanismos para a bioconversdo do &cido p-cumarico por acdo de
microrganismos foram demonstrados para cepas fungicas e bacterianas, o
transformando em metabolitos intermediarios de interesse comercial (SARIASLANI,
2007). Os produtos da via sdo espécie especificos, variando em resposta ao
microrganismo empregado, entre 0s compostos gerados mais relatados na literatura
estdo o 4-vinilfenol reportado para cepas de Bacillus aryabhattai e Lactobacillus
plantarum (DEGRASSI; POLVERINO DE LAURETO; BRUSCHI, 1995; PAZ et al.,
2019), &cido cafeico produzido a partir de metabolismo de cepas de Escherichia coli
e Rhodotorula glutinis (LIN; YAN, 2012; LIU; XU; XU, 2022; RODRIGUES et al.,
2015), &cido p-hidroxibenzoico produzido com cepas de Streptomyces caeruleus
MTCC 6638 e Paecilomyces variotii (JAIN et al., 2015; JYOTHI; JIMCY; MANOHAR,
2018) e acido protocatecuico produzido com cepas de Azotobacter sp. SSB81,
Bacillus megaterium e Curvularia lunata (GAURI et al., 2012; TORRES Y TORRES;
ROSAZZA, 2001).

A producéo biolégica de metabdlitos tem intuito de substituir a sintese quimica
por meio de processos naturais economicamente viaveis, como exemplo das novas
aplicacbes comerciais pode-se citar a utilizacdo na composicdo de cosmeéticos,

farmacos e até de produtos tecnolégicos emergentes como o bioplastico.

Microrganismos e suas enzimas aplicados a bioprocessos

A ciéncia, mais especificamente a ciéncia de desenvolvimento biotecnoldgico
visa a aplicagdo de ferramentas relacionadas a quimica verde e a utlizacdo de
compostos renovaveis como matéria prima de producdo, ou mesmo a utilizacéo de
biocatalizadores que permitem alternativas aos processos atualmente usados. Se
destacam as biotransformacdes e bioconversdes, e isso se justifica por dois
principais motivos: 1) estas permitem a utilizacdo de catalizadores produzidos por
meio limpo e muitas vezes de baixo custo, e, 2) a matéria-prima utilizada nestes
processos é totalmente de fonte renovavel (KUNJAPUR; PRATHER, 2015).
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Entretanto, se observamos de maneira mais ampla a relacdo humana com o
uso de biotransformacdes, percebemos que ndo se trata de uma aplicacao atual
uma vez que oS povos antigos ja utilizavam da fermentagdo microbiana para a
producédo de vinho, vinagre, cerveja, pdo e muitos outros produtos. E com o passar
dos anos o uso do metabolismo microbiano foi se tornando cada vez mais util e
imprescindivel a evolucéo biotecnolégica, tendo como um dos muitos motivos para
este destaque atual o desenvolvimento de metodologias que permitem uma melhor
compreensao destes processos, com aumento da produtividade e estabilidade dos
produtos obtidos por estes meios. Ndo menos importante, o desenvolvimento da
engenharia genética que tem permitido uma gama de aplicacbes enzimaticas e
microbianas desde temas relacionados a saude até o desenvolvimento de alimentos,
cosméticos e aditivos. Sejam enzimas livres ou imobilizadas, estas se apresentam
como ferramentas cataliticas de fonte biodisponivel e inesgotavel, permitindo o uso
de condi¢des relativamente moderadas e limpas em relacdo a sintese quimica, e por
vezes mais objetivas devido a pureza dos produtos obtidos (RIBEAUCOURT et al.,
2021).

Neste sentido as biotransformacdes e bioconver¢cdes comecam a ocupar um
importante espaco, uma vez representada a infinidade de reacdes que podem ser
realizadas produzindo compostos de grande interesse comercial. A producdo
biotecnolégica de compostos pode ser abordada de duas formas, a primeira se trata
da sintese de novo, que se baseia na metabolizacdo de substratos simples (por
exemplo, glicose) por organismos naturais ou modificados para produzir o produto
final desejado e por biotransformacao/bioconversdo, que consiste na modificacdo
quimica biocatalitica de um precursor estruturalmente relacionado ao produto por
meio de uma ou varias etapas catalisadas por enzimas (FORTI et al.,, 2018;
GOUNARIS, 2010). A biotransformacdao é uma modificacdo especifica de um
composto para um produto estruturalmente semelhante, e, é muitas vezes
confundida com a bioconversdo que se refere a atividade catalitica de organismos
vivos onde do composto precursor ao produto principal leva-se varias etapas dentro
de um processo metabdlico (LILLY, 1994).

Apesar de diferentes, ambos 0s processos compartilham caracteristicas, o
biocatalisador, que € o componente chave de sistemas de biotransformacao e de
bioconversdo. Os catalisadores bioldégicos sdo as enzimas, em grande parte

proteinas que apresentam atividade catalitica; estas sao caracterizadas por diminuir
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a energia de ativacdo de uma reacdo, aumentando assim, a velocidade da reacéo e
ndo sdo consumidos ou transformados por ela. As enzimas podem realizar
diferentes tipos de atividade catalitica, por isso sdo organizadas em seis classes
diferentes (pela Comissdo de Enzimas da Unido Internacional de Bioquimica e
Biologia Molecular), sendo EC1 - oxidacéo/reducdo, oxidorredutases; EC2 -
transferéncia de grupo funcional entre moléculas, transferases; EC3 - hidrdlise,
hidrolases; EC4 - clivagem de ligagBes por outros meios que ndo hidrolise e
oxidacgéo, liases; EC5 - isomerizagdo dentro de uma Unica molécula, isomerases; e
EC6 - formacado de ligacdes com clivagem do trifosfato de adenosina (ATP), ligases
(LEHNINGER et al., 2019).

Estes processos catalisados por enzimas podem ser observados
isoladamente (enzima purificada) e em células inteiras onde h& a expressdo de uma
enzima especifica que promovera a biotransformacdo ou bioconversdo de um
composto, alterando este em um meio de cultivo e ndo com o intuito de realizar o
consumo deste produto como fonte de carbono e energia. Tais processos cabem em
aplicacbes biotecnolédgicas, uma vez que determinadas cepas apresentam GRAS
(Generally Regarded As Safe), e respeitando o0s principios adequados ao consumo e
aplicacao posterior. Contudo existem muitas limitac6es, como a questdo dos baixos
niveis de producéo de enzimatica, uma vez que se trata de metabolismo secundario
e a incompatibilidade das caracteristicas do microrganismo com os padrées de
qualidade exigidos (FASIM; MORE; MORE, 2021).

Como citado anteriormente 0s avangos atuais em engenharia genética tém
permitido a identificacdo, producdo, purificacdo e aplicacdo de enzimas
isoladamente para promover a biotransformacédo com o objetivo de obter bioprodutos
de interesse comercial uma vez que se realiza tal reagdo em um meio com
condicBes controladas, por exemplo. Para isso, atualmente, existem ferramentas
biomoleculares que permitem a produgcdo de uma enzima heter6loga em um
microrganismo de forma a destinar todo seu metabolismo a producdo da enzima em
questdo, e que apresente GRAS; e, posteriormente esta pode ser purificada,
imobilizada e aplicada como catalizador da reacdo de interesse (FASIM; MORE;

MORE, 2021). Estas duas formas estdo demostradas na Figura 7.
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Figura 7: A) Bioconversdo com células inteiras; e, B) Bioconversdo com

enzimas.
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Como demonstrado na Figura 7, a enzima responsavel por um determinado
processo pode estar na forma isolada ou em uma célula inteira. Partindo deste
principio, os processos de produc¢édo utilizando células inteiras estardo diretamente
relacionados ao cultivo das mesmas em conjunto com a biotransformacdo do
composto de interesse (DE SOUZA et al., 2019). Portanto, desde que o substrato de
cultivo suporte o crescimento microbiano e possua compostos que permitam que a
biotransformacao adicional ocorra, estes processos se tornam biotecnologicamente
viaveis.

O potencial de biotransformacdo de microrganismos vem sendo testado e
aplicado incluso em propostas de aproveitamento de subprodutos de outros setores
industriais, como é o caso dos testes com cepas de basidiomicetos que foram
capazes de transformar residuos da industria alimenticia em compostos de sabor.
Este estudo foi apresentado por Bosse et al. (2013), onde foram testadas 30 cepas
de diferentes basidiomicetos, em cultivos submersos com meio de cultura liquidos
gue possuiam sete subprodutos diferentes da industria alimenticia como Unica fonte
de carbono, e o0s resultados foram positivos para sete combinacdes de

fungo/substrato com perfis de sabor interessantes. O estudo realizado por Bosse et
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al. (2013), apresenta fatores a serem evidenciados como o fato de as cepas
utilizadas serem de basidiomicetos comestiveis 0 que permite sua utilizacao direta
em produtos de consumo humano, tais cepas apresentam um sistema enzimatico
extracelular (secretoma) em que € possivel obter caracteristicas de grande beneficio
industrial como relativa resisténcia destas enzimas as condi¢cdes utilizadas durante
0S processos produtivos.

J& Li et al. (2019), relatam avancos para a bioproducéo de 4-vinilguaiacol de
alta concentragéo usando catélise de célula inteira abrigando uma descarboxilase de
acido fendlico (AFD) de Bacillus atrophaeus tolerante a solvente organico, o
processo de producdo foi realizado a partir de acido ferulico por descarboxilagdo nao
oxidativa e a enzima apresentou excelente atividade catalitica e estabilidade em
varios solventes organicos permitindo a utilizacdo de um sistema bifasico organico-
aguoso (substrato/1-octanol).

Contudo, a cepa produtora ndo pode se tratar de uma cepa patogénica e sem
GRAS, o que faz necessario a utilizagcdo de mecanismos de expressao heteréloga
para producdo da enzima de formas aceitas para consumo humano. Com base nisto
foram propostos estudos relacionados a utilizacdo de métodos biotecnoldgicos para
producdo de enzimas de maneira que possam ser utilizadas em produtos
comerciais, superando limitacgdes como microrganismo de procedéncia e
mecanismos que permitam a reutilizacdo destes biocatalizadores em mais de um
ciclo reacional.

Na natureza ha uma grande diversidade de condicBes e caracteristicas
ambientas como diferentes niveis de umidade, salinidade, pH e temperatura; e
mesmo assim temos relatos da presenca de microrganisSmos nos mais extremos
ambientes. Se partirmos do principio de que enzimas ocorrem naturalmente nestes
individuos e que estas estdo aptas a apresentar atividade catalitica nestas diferentes
condi¢cbes devido as adaptacbes que apresentam, temos entdo super ferramentas
de trabalho que podem ser utilizadas pelo homem para desenvolvimento de
produtos nas diversas condicdes a qual estariam sujeitas na industria (FASIM;
MORE; MORE, 2021).

Entretanto, a producdo nativa de uma enzima utilizada para obter bioprodutos
pode ndo ser vantajosa seja pelas baixas quantidades de expressdo enzimatica,
pela dificuldade de cultivo especial e necessidades nutricionais do microrganismo

nativo ou mesmo pela falta de certificacdo GRAS do mesmo. Temos ainda a relagao



29

custo/beneficio, tempo e grau de pureza da enzima a ser produzida para posteriores
aplicacdes em processos de bioconversdo, em que leva-se em conta também a
velocidade e numero de processos de purificacdo necesséarios (VOGEL; MAY,
2019).

Essas limitacbes tornaram-se temporarias, uma vez que com esforcos
cientificos tem ficado claro que aplicar enzimas em processos industriais € apenas
uma questdo de tempo adaptativo. O desenvolvimento de metodologias e técnicas
de triagem microbiana para novas atividades enziméaticas, clonagem para expressao
heter6loga de enzimas e imobilizacdo em suportes solidos, tém permitido e
viabilizado o uso de enzimas pela industria como € o caso da biovanilina produzida a
partir de bioprocessos, a qual ja supera os meios de producgdo nativos. De acordo
com a literatura disponivel, os mais recentes avan¢os em biotransformacfes para
producdo de biovanilina focaram no aumento do rendimento e no combate aos altos
custos produtivos, ou seja, manteve-se foco para uso de substratos renovaveis e
subprodutos de setores industriais como fonte de precursores (KHOYRATTY;
KODJA; VERPOORTE, 2018; SALES et al., 2018; ZAMZURI; ABD-AZIZ, 2013).

Com a utilizacdo de substratos renovaveis, Chakraborty et al. (2017)
relataram o uso de uma cepa recombinante de Pediococcus acidilactici BD16 para a
producdo de vanilina a partir de um residuo de biomassa da agroinduastria, o farelo
de arroz. Neste estudo foram introduzidos dois genes que codificam duas enzimas,
sendo feruloil-CoA sintetase e enoil-CoA hidratase na cepa nativa, que demonstrou
um aumento de rendimento de vanilina. A clonagem e expressédo heteréloga nao
somente viabiliza a producdo de enzimas nativas em organismos hospedeiros que
apresentem a certificacdo necessaria para consumo, como também propicia maiores
guantidades de enzima juntamente com processos que facilitam a purificacdo, o que
torna o processo produtivo destes biocatalizadores mais agil e com menor custo.

Outra referéncia atual do poder da manipulacéo genética para a obtencéo de
bioprodutos é o trabalho realizado com uma descarboxilase de &cido fendlico de
Bacillus atrophaeus imobilizada por afinidade direta com um peptideo ligante em
zedlita para bioconversédo de acido ferulico em 4-vinilguaiacol. A ligacdo ao suporte
com peptideo se mostrou altamente estavel, seletiva e reversivel;, e também a
vantagem de realizar a purificacdo da enzima juntamente ao processo de
imobilizacdo diretamente no lisado bruto celular. O complexo enzima/suporte péde

ser usado repetidamente em um sistema bifasico organico/aquoso e reteve 73% de
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sua atividade inicial apds 10 ciclos de reutilizacdo. Esses resultados obtidos por Li et
al. (2020) destacaram o grande potencial do uso de peptideos ligantes para
imobilizacdo de biocatalisadores usados em condigcbes bifasicas de reacéo
organica/aquosa.

Também recentemente, Lee et al. (2022) promoveram a edi¢cdo do genoma de
cepas de Saccharomyces cerevisiae para melhorar a qualidade, seguranca e sabor
de alimentos fermentados. Com edicdo baseada Cas9 obtiveram alteracoes
genéticas precisas referentes a codificacdo RGT2 e SNF3, responsaveis pelos
sensores de glicose permitindo o aumento da respiragcdo que culminou em uma
massa de pdo com 18% mais volume devido a maior producdo de didéxido de
carbono. Também realizaram a superexpressdo de ASP3 para asparaginase e a
exclusdo de codificagdo de URE2 para um fator de transcricdo de represséo
catabdlica de nitrogénio para aumentar o consumo de asparagina, que quando
aplicadas em batatas resultaram em batatas fritas com quantidades insignificantes
de acrilamida. E por fim, UREZ2 foi utilizada para aumentar os niveis de aminoacidos
que proporcionam um flavour agradavel e saboroso durante a fermentacéo do vinho
de arroz. Estas cepas de levedura editadas ndo continham DNA heterélogo, o que
permite seu uso para melhorar os alimentos fermentados sem sujeicdo a
regulamentacao organismos geneticamente modificados (GM).

As enzimas microbianas e seus genes nem sempre sdo obtidas por busca
direta em microrganismos como € o caso do estudo realizado por Zhao et al. (2018),
em que a biotransformacéo eficiente de isoeugenol em vanilina em cepas
recombinantes de Escherichia coli expressando isoeugenol monooxigenase (IEM) foi
obtida a partir de metagenoma microbiano. A isoeugenol monooxigenase permite
incorporar um grupo hidroxil ao isoeugenol, sendo a enzima chave para a
biotransformacdo do isoeugenol em vanilina. Neste estudo foram utilizadas
metodologias in silico para sele¢cdo de uma nova isoeugenol monooxigenase que por
fim apresentou melhor capacidade catalitica do que a mesma enzima ja relatada em
outros microrganismos.

Estas s&o algumas das mais atuais metodologias para producéo e aplicagcéo
de enzimas em processos industriais e produtos finais, fica claro que ainda ha um
longo caminho a ser percorrido, mas 0s avangos em engenharia metabodlica e
plataformas microbianas para uma industria sustentavel baseada em

reaproveitamento vém permitindo tal realidade e tornando possivel vislumbrar um
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momento industrial em que a utilizacdo de enzimas para producdo em larga escala
de compostos de interesse comercial vai muito mais além do que é possuido

atualmente.

Producao enzimatica de 4-vinilguaiacol e 4-vinilfenol por descarboxilacdo néao
oxidativa

Uma vez que os acidos ferdlico e p-cumarico estdo presentes em grandes
propor¢cdes em hidrolisados de materiais lignocelulésicos, constituem uma
importante matéria-prima renovavel para conversdo biocatalitica em produtos
quimicos de alto valor agregado, tais como 0s compostos resultantes de sua
descarboxilacdo, respectivamente: 4-vinilguaiacol (3-metoxi-4-hidroxiestireno) e 4-
vinilfenol (4-etenilfenol), compostos os quais 0 custo comercial € consideravelmente
maior comparado aos seus precursores.

O 4-vinilguaiacol, com um aroma picante de cravo € um componente
importante para a industria de alimentos e cosmética, particularmente como
aromatizante em cervejas, vinhos, molhos de soja e na industria cosmética na
producdo de fragrancias que sdo componentes de uma ampla gama de produtos
(SUN et al., 2018; WU et al., 2020). Este composto possui um limiar de deteccao
extremamente baixo, em torno de 0,30 ppm, o0 que resulta em um aroma fendlico
bastante persistente mesmo em pequenas concentracdes nos referidos produtos
(MEILGAARD, 1975).

Na industria alimenticia o 4-vinilguaiacol na também € utilizado como
conservante de alimentos. Na industria farmacéutica € utilizado devido a sua
potencial atividade antiproliferativa, reduzindo carcinogénese, e a atividade
antioxidante, no campo oftalmico, para a preparacdo de uma solucdo contendo
agentes aromatizantes. Em industrias cosmética e quimica e usado também como
aromatizador e como matéria-prima para a fabricacdo de outros produtos, como a
vanilina, (Patente US 20060292188) (GUNTHER et al., 2021; HUNTER; MANTER;
VAN DER LELIE, 2012; LI; LONG; DING, 2019; LUO et al., 2021; SAUCEDO-
CASTANEDA, 2010; TANSKA; MIKOLAJCZAK; KONOPKA, 2018). Devido a essa

ampla aplicagdo o composto possui alto valor econémico.
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A demanda industrial de 4-vinilguaiacol ndo € atendida por extracdo a partir
de fontes naturais, bem como a sua sintese por vias quimicas requer reagentes de
alto custo, condicOes severas de processamento e o um rendimento entre 30% e
40% (BERNINI et al., 2007). Por outro lado, a sintese por descarboxilacao biol6gica
de acidos cinamicos, como o acido ferulico, pode ser realizada por microrganismos
ou suas enzimas. Diferentes microrganismos, principalmente bactérias, sdo capazes
de transformar acido ferdlico em 4-vinilguaiacol, onde a via de bioconversao
microbiolégica do acido ferdlico a 4-vinilguaiacol € a reacao de descarboxilagdo nédo
oxidativa por acao da enzima acido ferulico descarboxilase (EC 4.1.1.102) (Figura 8)
(DEGRASSI; POLVERINO DE LAURETO; BRUSCHI, 1995; HUANG et al., 2012b).

Figura 8 - Reacédo de descaboxilacdo do acido ferulico promovida pela enzima écido

ferulico descarboxilase (AFD).

0
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-~ OH AFD —
B
HO \‘ Co, HO
Acido ferulico 4-vinilguaiacol

Fonte: autor.

Dividida em trés subclasses, nomeadamente enzimas dependentes de
prEFMN, dependentes de metal divalente e independentes de cofator (DETERING,;
MUNDRY; BERGER, 2020b; GU et al.,, 2011a; HUNTER; MANTER; VAN DER
LELIE, 2012). As descarboxilases independentes de cofator requerem um grupo
hidroxila obrigatério na posi¢éo para do substrato e sdo promissoras na bioproducgéo
de 4-vinilguaiacol e derivados pela sua independéncia de cofatores externos
(DETERING; MUNDRY; BERGER, 2020b). Em 2015 teve sua estrutura resolvida por
meio de cristalografia de raios-X (PDB: 4S13), a partir de Saccharomyces cerevisiae,
evidenciando os detalhes de sua interacdo com 4-vivilguaiacol em nivel atémico
(BHUIYA et al., 2015).

Isolada e caracterizada pela primeira vez a partir de P. fluorescens Ul 670, a

enzima &cido ferulico descarboxilase ndo requer cofatores e ndo contém grupos
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prostéticos. Esta enzima também descarboxila o &cido p-cumarico a 4-vinilfenol, por

meio de uma descarboxilacdo nao oxidativa (SALGADO et al., 2012) (Figura 9).

Figura 9 - Reacdo de descaboxilagdo do acido p-cumarico promovida pela enzima

acido ferualico descarboxilase (AFD).
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Acido p-cumarico 4-vinilfenol

Fonte: autor.

O 4-vinilfenol possui varias aplicacdes na forma de aromatizante natural ou
como precursor de polimeros, utilizado principalmente na industria de alimentos e
bebidas na melhora das caracteristicas organolépticas, propiciando um aroma
similar ao de cravo-da-india sendo aprovado pela EMA GRAS (Associacdo dos
Fabricantes de Aromas e Extratos; Geral Considerado como Seguro), também
usado na formulacédo de perfumes e cosméticos (AZADMANJIRI et al., 2014; LU et
al., 2019).

A partir do mondmero precursor 4-vinilfenol séo sintetizados varios outros
compostos bioativos e polimeros usados em revestimentos antimicrobianos (GUO;
ZHU; LOH, 2017), adesivos resistentes a agua (PESHKOVA,; LI, 2003), associados
também a construcdo de aparelhos eletrénicos presentes em transistores organicos
(XING et al.,, 2018), baterias de litio (KIM et al.,, 2017), ou em peliculas foto
resistentes (NASRULLAH et al., 2000; XING et al., 2018). Além da utilizacdo de
forma isolada como antifungico natural no combate aos patégenos vegetais (AYER,;
MUIR; CHAKRAVARTY, 1996).

Compostos aromatizantes produzidos por via biotecnolégica sdo legalmente
classificados como aditivos naturais e, por isso, apresentam-se mais atrativos do
ponto de vista econdmico em comparagdo aos flavorizantes sintéticos (BETTIO,
2020). Os insumos produzidos através da aplicagdo de bioprocessos possuem o
status legal de produto natural e seguro e sdo também alternativas ecologicamente

sustentaveis, pois podem ser obtidos a partir da utlizacdo de residuos e
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subprodutos gerados pelo processamento de alimentos como bagacos, cascas e
outros (BERGER, 2015).

Sabe-se que 0s processos para producdo de materiais e compostos artificiais
por meio de sintese quimica, muitas vezes representam uma sequéncia de
processos prejudiciais ao ambiente e podem culminar na formacdo de misturas
racémicas indesejaveis, levando a necessidade de purificacdo e reduzindo a
eficiéncia dos processos. Isso se da pelas inUmeras limitacbes como a baixa
seletividade e a formacao de produtos indesejaveis (LI; LONG; DING, 2019). Movida
por tais desvantagens e pelo crescente interesse em produtos advindos de fontes
naturais e renovaveis, as industrias de producédo tém buscado novas estratégias
baseadas em biotecnologia que estdo sendo cada dia mais aprimoradas com a
construcdo de estudos e mecanismos que permitam a economia circular ser
realmente efetiva (SHERWOOD, 2020).

Os métodos enziméaticos sdo mais adequados para a producédo de compostos
aplicaveis as industrias de alimentos, farmacéutica e cosmética pois requerem
condicbes de reacdo brandas, apresentam alta seletividade com relagdo ao
substrato e ndo gera subprodutos, resultando em produto final quimica e
enantiomericamente mais puros (FASIM; MORE; MORE, 2021).

De acordo com o Regulamento Técnico sobre Aditivos Aromatizantes, os
aromatizantes podem ser classificados em: natural, artificial ou artificial idéntico ao
natural. Embora a sintese quimica seja 0 método mais comum utilizado na obtencao
de compostos de aroma, a denominagao “natural” de aromas obtidos por extracdo
direta ou via biotecnol6gica mostra-se cada vez mais atrativo para a industria e para
o0 mercado consumidor (BRASIL, 2007).

Estudos mostraram que o0s microrganismos podem seguir diferentes rotas
metabdlicas para os acidos ferulico e p-cumérico, sendo gerados varios produtos
com potencial de aplicacdo (LUBBERS et al., 2019; ROSAZZA et al., 1995). Quando
da observacdo da atividade enzimatica em seus meios naturais nota-se grande
eficiéncia na realizacéo reacdes quimicas especificas com alta seletividade, o que é
de grande interesse para industrias e estudiosos em geral. A alta seletividade tem se
mostrado uma grande vantagem a ser explorada em diversos processos industriais
gue vao desde a industria farmacéutica para sintetizar produtos bioativos, de forma

menos custosa e mais pura (DEVINE et al., 2018).
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Sendo assim, a producdo biotecnoldgica destes compostos representa uma
alternativa promissora com maiores vantagens em comparacdo aos meétodos
tradicionais de sintese. Além de ser um produto natural, com impacto altamente
positivo no mercado consumidor, a sintese de bioaromas envolve processos que
apresentam alta enantioseletividade, o que permite a obtencdo de produtos com
elevada pureza 6tica e com melhores caracteristicas sensoriais; producdo continua
e sem impacto ou interferéncia sazonal; maior controle e otimizagcédo de parametros,
objetivando a diminuicdo de gastos energéticos e uso de reagentes nocivos ao meio
ambiente (LI; LONG; DING, 2020).
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RESUMO
Compostos derivados da lignina tém sido utilizados como substratos para processos
quimicos e biologicos de obtencdo de bioprodutos. O acido ferulico € um composto
presente na biomassa lignocelulésica cuja biotransformacdo em compostos
aromaticos foi descrita. O objetivo deste estudo foi a bioconverséo do acido ferulico
em 4-vinilguaiacol por Klebsiella pneumoniae TD 4.7. A biotransformacdo do &cido
ferdlico comercial em 4-vinilguaiacol em meio liquido semissintético contendo o
acido ferudlico na concentracéao inicial de 1,5 mmol L atingiu 32,4%. O éacido ferdlico
obtido da hidrélise alcalina do bagaco da cana-de-agucar a 1,5 mmol L permitiu o
rendimento de 1,3 mmol L de 4-vinilguaiacol, correspondendo a 81,7% do teor de
acido ferulico. Os dados indicaram que a cepa bacteriana descarboxilou o &acido
fertlico em 4-vinilguaiacol e a presenca de uma célula ativa associada a
descarboxilase do acido ferulico. A enzima apresentou atividade maxima em pH 5,5

e 40 °C e foi estavel na faixa de pH 4,5 a 9,0 e temperatura de 20 a 45 °C.

Palavras chave: biomassa lignocelulosica, acido ferualico, 4-vinilguaiacol
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RESUMEN

Los compuestos derivados de la lignina se han utilizado como sustratos en procesos
quimicos y biolégicos para la obtencién de bioproductos. El acido ferdlico es un
compuesto de la biomasa lignocelulésica cuya biotransformacion en compuestos
aromaticos ha sido descrita. El objetivo de este estudio fue la bioconversion de acido
ferdlico a 4-vinilguayacol por Klebsiella pneumoniae TD 4.7. La biotransformacién
del acido ferulico comercial en 4-vinilguayacol en medio liquido semisintético que
contenia 4cido ferdlico a una concentracién inicial de 1,5 mmol L* alcanzé 32,4%. El
acido ferualico obtenido de la hidrdlisis alcalina del bagazo de cafia de azucar a 1,5
mmol L permiti6 obtener un rendimiento de 1,3 mmol L' de 4-vinilguayacol,
correspondiente al 81,7% del contenido de &cido ferulico. Los datos indicaron que la
cepa bacteriana descarboxilo el acido ferulico a 4-vinilguayacol y la presencia de una
célula activa asociada con la descarboxilasa del acido ferulico. La enzima mostro
méaxima actividad a pH 5.5 y 40°C y fue estable en el rango de pH 4.5 a 9.0 y
temperatura de 20 a 45°C.

Palabras clave: biomasa lignocelulésica, &cido ferulico, bioconversion, 4-

vinilguayacol
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Abstract

Derived compounds from lignin have been used as substrates for chemical and biological processes for obtainment bioproducts.
The ferulic acid is a lignocellulosic biomass whose biotransformation in flavors compounds was described. The objective of this
study was the bioconversion of ferulic acid to 4-vinylguaiacol by Klebsiella pneumoniae TD 4.7. The biotransformation of
commercial ferulic acid into 4-vinylguaiacol in a semi synthetic liquid medium containing the ferulic acid at an initial concen-
tration of 300 mg L' reached 32.4%. The ferulic acid obtained from alkaline hydrolysis of the sugar cane bagasse at 300 mg L™
allowed the yield of 1.3 mmol L™" of 4-vinylguaiacol, corresponding to 81.7% of the ferulic acid content. The data indicated that
the bacterial strain decarboxylated the ferulic acid to 4-vinylguaiacol and the presence of an active cell associated ferulic acid
decarboxylase. The enzyme showed maximum activity at pH 5.5 and 40 °C and was stable at pH range 4.5 to 9.0 and temperature
up 20 to 45 °C. According to these biochemical properties and performance to bioconversion of ferulic acid to 4-vinylguaiacol,

this enzyme could be viable for application in food industry.

Keywords Ferulic acid - 4-vinylguaiacol - Ferulic acid decarboxylase - Klebsiella

Introduction

The obtainment of sugar from polysaccharides present in lig-
nocellulosic biomass such as cellulose and hemicellulose has
been proposed aiming at several applications. However, the
lignin, an aromatic heteropolymer, is usually underutilized in
chemical processes due to the complexity of the fragments
released by the breakdown of the molecule. The separation
and identification of these fragments are both complex and
costly and require the development of specific technology
[1,2].
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The microbial bioconversion of phenolic acids has been
studied to understand the metabolic pathway of these com-
pounds in microorganisms, to elucidate the interaction be-
tween microorganisms and plants, and to know the compo-
nents of flavor in fruits or produced them for use in fermented
foods and beverages [3-5].

The biotransformation of ferulic acid may follow different
pathways depending on the type of microorganism. However,
in the most common metabolic pathway, 4-vinylguaiacol is
the first product to be generated by the decarboxylation mech-
anism and converted to vanillin that is subsequently oxidized
to vanillic acid, followed by a demethylation to protocatechuic
acid and finally the formation of catechol [6, 7]. Isolated and
characterized for the first time from Pseudomonas fluorescens
UI 670, the key enzyme in this process is the ferulic acid
decarboxylase, that is, phenacrylate decarboxylase EC
4.1.1.102, and this catalyzes the reactions 4-coumarate to 4-
vinylphenol + CO,, trans-cinnamate to styrene + CO», and
ferulate to 4-vinylguaiacol + CO; (https://enzyme.expasy.
org)) [8].

Genes expressing phenolic acid decarboxylases (PAD)
were detected in filamentous fungi, yeasts, and bacteria
[9-12]. The gene coding ferulic acid decarboxylase (fdcl)
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from Saccharomyces cerevisiae was introduced in
Streptomyces lividans for the conversion of trans-cinnamic
acid to volatile styrene and a technological proposal for the
bioconversion of ferulic acid (FA) to the value-added com-
pound vanillin was presented [13, 14].

Around 20 million tons of sugar cane bagasse were pro-
duced in the 2019/2020 sugar cane season in Brazil. This
material is made up of around 70% (w/w) of sugar polymers
such as cellulose and hemicellulose and 27% of lignin [15].
The chemical hydrolysis of this material releases several phe-
nolic compounds, mainly ferulic acid which is involved in an
ester linkage between the carbon-5 atom of L-arabinose from
hemicellulose and the carboxylic acid of the ferulic acid [16].
In this way, the large amount of ferulic acid available could be
an important source of bioproducts with economic and tech-
nological importance.

The objectives of the present study were to define the levels
of tolerance of Klebsiella pneumoniae TD 4.7 to ferulic acid,
to study the bioconversion of ferulic acid from a synthetic
medium and from the alkaline hydrolysis of sugarcane ba-
gasse to 4-vinylguaiacol, and to evaluate the ferulic acid de-
carboxylase activity.

Material and methods
Microorganism

The previously isolated bacteria from the working collection
of the Biochemical and Applied Microbiology Laboratory,
Ibilce, Unesp, Sao José do Rio Preto Campus, were used
[17]. The identification was carried out by DNA extraction
with the commercial AxyPrep Bacterial Genomic DNA
Miniprep Kit (Axygen, Union City, USA) from a colony ob-
tained from cultivation on a Luria-Bertani agar medium (LB)
for 12 hat 30 °C. The template DNA for amplification of the
16S rRNA gene was analyzed for purity and quantified by
spectrophotometry (Nanodrop 2000c — Thermo Scientific) at
260 nm. For polymerase chain reaction (PCR) amplification
of the 16S rRNA gene, primers (5-GAGTTTGATCCTGG
CTCAG-3 and 1500r (5" GTTACCTTGTTACGACTT'-3)
were used and Taq Phusion kit (Thermo Fisher Scientific,
Waltham, USA) at 50 °C. The 16S rRNA 1500 pb was
checked by electrophoresis on agarose 1% with 0.5 g mL™'
of ethidium bromide [18]. For the purification procedure, the
illustra Gel Band Purification GFX PCR DNA kit (GE
Healthcare, Chicago, USA) was used. Sequencing by the
sanger method was carried out using the BigDye Terminator
Cycle Sequencing Kit (Applied Biosystems, Foster City,
USA) with 16S rRNA sequencing primers: 20F, 1500R,
520F (5'-CAG-CAGCCGCGGTAATAC-3), 520R (5'-
GTATTACCGCGGCTG-63CTG-3), 920F (5’AAACTCAA
ATGAATT-GACGG-3’) e 920R (5-CCGTCAATTCAT-
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TTGAGTTT-3) using the ABI PRISM 377 Genetic
Analyzer (Applied Biosystems, Foster City, USA).

The sequences were analyzed with GENEIOUS 6.1.5
(Biomatters, Auckland, New Zealand) software using the
National Center for Biotechnology Information (NCBI) database
considering similarity and phylogenetic correlation. The se-
quences were aligned with the ClustalW tool [19]; a phylogenetic
tree was constructed with the neighbor-joining algorithm [20]
and the Kimura 2-P nucleotide substitution model [21], using
bootstrap with 5000 repetitions, by the MEGA 6.0 software [22].

Culture media

A volume of 20 mL of the medium composed 0f 0.2% glucose,
0.1% NaCl, 1% tryptone, 0.5% yeast extract, added to a mineral
solution composed of 0.1% NH4NOs, 0.02% MgSO,. 0.002%
CaCly, 0.1% K,HPO;, 0.1% KH,POs, and 0.005% (NH,),
S0,4.H50, in 50-mL Erlenmeyer flasks, was used for cultivation
until OD 600,,,= 0.8 [23, 24]. Aliquots of 0.2 mL of suspension
of were used to inoculate the fermentation medium which was
incubated at 30 °C, under shaking at 150 rpm.

To evaluate the effect of pH and temperature on the bacte-
rial growth, the initial pH of the culture media was 5.5, 6.0, or
6.5 and incubation at 25, 28, or 30 °C. Every 2 h, an aliquot
was taken to evaluate the bacterial biomass (OD at 600 nm) in
a Molecular Devices SpectraMax spectrometer (Molecular
Devices, San Jose, USA).

Tolerance of bacteria to ferulic acid and the
biotransformation of ferulic acid to 4-vinylguaiacol

The tolerance of bacteria to ferulic acid was tested in the same
cultivation conditions described above but with concentra-
tions of 100, 200, 300, 400, and 500 mg Lfl, at 28 °C and at
150 rpm with sampling every 2 h for 24 h.

The biotransformation of ferulic acid to 4-vinylguaiacol was
carried out using the methods described above and a medium
containing 300 mg L™" of ferulic acid, in fermentation for 48 h.
At the beginning of the assay, a sample of 1 mL was taken
every 2 h and then every 8 h after 24 h. The microbial growth
was determined by OD at 600nm and concentrations of glu-
cose, ferulic acid, 4-vinylguaiacol, and other metabolites were
evaluated. The yield of products formed was calculated based
on the initial concentration of ferulic acid (%).

The control consisted of the medium with ferulic acid (FA)
but not inoculated (abiotic control) and the inoculated medium
but without the addition of ferulic acid (biotic control).

Alkaline hydrolysis of sugar cane for obtain ferulic
acid

Sugarcane bagasse supplied by Usina Itajobi Ltda — Acucar e
Alcool, (Destil, Itajobi, Brazil) was washed in tap water for 5
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times to remove sugars, and dried by air circulation at 40 +2 °C
for 120 h until the moisture content was below 5% (w/v). The
dried bagasse was crushed using a TRF 400 crusher and screened
for particle size between 141 and 2.83 mm. This material was
hydrolyzed according to the method described by Scarpa et al.
[25] as follows: 5 g of material was suspended in 95 mL of 0.5 M
NaOH (2 gde NaOH for 5 g of bagasse) in a250 mL Erlenmeyer
flask. The flask was sealed with foil and maintained at 120 °C for
1 hat 1 atm. After cooling, the hydrolyzed solid was filtered,
dried at 40 °C, and then weighed and the pH corrected to pH 7.0
with 5 M HCl, followed by centrifugation at 15,000g for 15 min
at 4 °C. The supematant was used as the culture medium. The
quantification of the sugar and ferulic acid concentrations was
carried out.

Determination of ferulic acid decarboxylase activity

The activity of the ferulic acid decarboxylase enzyme was
determined in extracellular material (culture medium), intra-
cellular material (broken cell extract), and cell wall fragments.
The cellular biomass was cultured in 2000 mL of previously
described medium containing 0.05% of glucose and 300 mg
L' of ferulic acid, at 28 °C, at 150 rpm, until OD 600nm =
0.8. A volume total of this cell suspension was used to obtain
crude enzymatic solutions according to the following
methodology:

+ Extracellular crude enzyme: the cultured medium sample
was centrifuged at 15,000g for 15 min and the supernatant
filtered in a 0.22-um filter.

+ Intracellular crude enzyme: the biomass, obtained above,
was washed twice with 50-mM sodium phosphate buffer
(pH 6.0), the supematant discarded, and the pellet resus-
pended in the abovementioned buffer (0.2 mL g ' of wet
biomass). This biomass suspension was sonicated 4 times
for 30 s at 20 kHz with intervals of 15 s in an ice bath. The
bacterial lysate was centrifuged at 15,000g at 4 °C for
15 min and the supernatant used as the enzymatic solution.

+  Cell wall extract: the pellet obtained above was resuspend-
ed in 50-mM sodium phosphate buffer (pH 6.0) and cen-
trifuged at 15,000g at 4 °C for 15 min. The supernatant
was discarded and the pellet resuspended in a 50-mM
sodium phosphate buffer (pH 6.0) added at a concentra-
tionof0.2 g mL ™" (wet weight).

The enzymatic activity assays were measured in a reaction
mixture composed of 0.05 mL of the extracts (10% v v Yand
0.45 mL of a solution composed of 0.5 g L™" of ferulic acid.
The reaction mixture was incubated at 30 °C for 15 min. The
activity of the ferulic acid decarboxylase enzyme was mea-
sured by the reduction of ferulic acid and the formation of 4-
vinylguaiacol (umol). One unit of activity was defined as the
production of 1 umol of 4-vinylguaiacol per min.

For the determination of specific activity, the total enzyme
unit (U) and the biomass weight (g) were considered as a
reference for total cell used in the reaction. Additionally, the
total protein was quantified according to the Bradford method,
using bovine serum albumin as the standard [26].

Effect of pH and temperature on enzyme activity and
stability

The effect of pH on enzyme activity was determined in the pH
4.0 to 9.0 range (0.1 M sodium acetate pH 4.0 to 5.0; MES pH
5.510 6.5; HEPES pH 7.0 to 8.0; BICINE pH 8.5 t0 9.0) at 30 °C
and the effect of temperature was evaluated up to 20 to 60 °C
temperature range at pH 5.5, according to enzyme reaction de-
scribed above. Enzyme stability was determined by incubating
the enzyme, in absence of substrate. For pH stability determina-
tion, samples were incubated in buffers from pH 4.0 to pH 9.0, at
4 and 25°C for 60 min. For determination of thermal stability, the
crude enzyme solution was incubated at 20 to 50°C range for 60
min. The remaining decarboxylase activity was assayed under
standard conditions described above at 40 °C and pH 5.5.

Effect of dithiothreitol and L-cysteine on enzyme
activity

The influence of dithiothreitol and L-cysteine was evaluated
by measuring enzymatic activity in the presence of 0.2, 0.5,
and 1 mM of both compounds separately. As a control, reac-
tions without the compounds were used.

Analytical methods

The supposed metabolites derived from ferulic acid such as
catechol (benzene-1,2-diol), guaiacol (2-methoxyphenol), 4-
vinylguaiacol (2-methoxy-4-vinylphenol), vanillic acid (4-hy-
droxy-3-methoxybenzoic acid), and vanillin (4-hydroxy-3-
methoxybenzaldehyde) were searched for using HPLC and
GC. Samples were filtered through a 0.22-um filter and
20-uL aliquots were injected into the 1220 Infinity liquid
chromatograph (LC) (Agilent, Santa Clara, USA), equipped
with a binary pump, automatic sampler, column oven, and a
UV/VIS detector. The column used was a ZORBAX Eclipse
Plus C18 (4.6x250 mm) (Agilent, Santa Clara, USA), main-
tained at 25 °C. Chromatographic separation was performed
using a mobile phase of methanol:acetic acid:water (10:2:88 v
v'!) as the solvent “A” and methanol:acetic:water (90:2:8 v
v'') as solvent “B” [26]. The retention times of each com-
pound were determined and the calibration curves were per-
formed at concentrations of 2.5 to 300 mg L™" for ferulic acid
and its metabolites, the correlation coefficient being 0.999 for
the compounds studied. Confirmation of the metabolites was
done against specific standard and the area of the peaks was
initially calculated.
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The confirmation of the metabolite 4-vinylguaiacol was done
by gas chromatography coupled to the mass spectrometer. Ten
milliliters of sample was packed with a SampliQ C18 cartridge
(Agilent, Santa Clara, USA) in | mL of dichloromethane in a
vacuum pump. A Clarus 680 gas chromatograph coupled to a
Clarus 600T mass spectrometer was used, using the proprietary
TurboMass software (Perkin Elmer, Waltham, USA). An Elite-
WAX chromatographic column (30 x 0.25mm, 1 um) was used
(Perkin Elmer, Waltham, USA) with an oven temperature set at
40 °C (maintained for 1 min), an increase of 20 °C min ™" to 130
°C, an increase of 5 °C min ' up to 170 °C, followed by an
increase from 50 °C min ' to 230 °C (maintained for 10 min),
an injector temperature at 250 °C, a transfer liner temperature of
250 °C, and an ionization source temperature 180 °C. Helium
was used as the carrier gas, 6 psi/min, splitless injection mode,
and the volume of samples injected was 1 pL. The samples were
analyzed in scan mode (40 to 350 nvz).

The quantification of the sugars was performed using ion
exchange chromatography using a Dionex ICS-5000
HPAEC-PAD (Thermo Scientific, Waltham, USA) with a
CarboPac® PA-1 anion exchange column at 25 °C, with elu-
ents prepared with ultrapure deionized 18 MQ water and
degassed with N,. The flow used was 1 mL min~" with the
solvent “A” (ultrapure water) and solvent “B” (500 mM
NaOH), using isocratic elution with 4% B and 96% A for 25
min. The lint sample was centrifuged at 15,000g for 15 min,
then the supernatant was filtered onto a 0.22-pm membrane,
diluted 50-fold, and injected into the chromatograph.

Results
Bacterium identification

Phylogenetic tree of 16S rRNA gene sequences demonstrating
the position of strain TD 4.7 (deposited on GenBank with
accession MH888217) is in the clade of strains of
Klebisiella pneumuniae. Yersinia enterocolitica strain ATCC
9610 was used as an external group. The sequences were
aligned with the CLUSTAL W program and were constructed
with the neighbor-joining algorithm and the 2-parameter
Kimura model integrated in the MEGA 5.2 program. The
bootstrap values are shown on the nodes. GenBank accession
numbers are given prior to the name of the strains (Fig. 1).

Growth of bacteria in different temperatures and pH
and evaluation of tolerance and biodegradation of
ferulic acid

The K. pneumoniae TD 4.7 showed higher growth at 28 and
30 °C but no difference was seen in relation to the initial pH of
the medium (Fig. 2a, b, and c). For the experiments that
followed, a pH of 6.5 and a temperature of 28 °C were used.

@ Springer

The comparison of the bacterial growth in different
concentrations of ferulic acid with biotic control showed
that there was no significant difference until a concentra-
tion of 300 mg L' but after which, there was a significant
effect on the bacterial growth. With ferulic acid concen-
tration of 400 mg L', there was an increase in the lag
phase period from 2 to 6 h, although there was no de-
crease in the maximum growth in 24 h. The growth curve
model in the media with 400 mg L™ shows that the bac-
terium must trigger adaptive mechanisms to reduce the
toxicity of the medium, retarding the acceleration of
growth. In the medium with 500 mg L™" of ferulic acid,
there was no bacterial growth, indicating that this is the
level of toxicity of ferulic acid at which the bacteria could
not detoxify the medium (Fig. 3).

Evaluation of FA degradation and conversion to 4-
vinylguaiacol

After the tolerance assay, the cultivation of bacteria in a me-
dium with 300 mg L™! of ferulic acid and 500 mg L' of
glucose was carried out. Ninety-five percent of the ferulic acid
was dissipated from the medium after 20 h of cultivation fol-
lowing an increase in the pH (6.0 to 6.8). The curves (Fig. 3)
show synchronization among glucose and ferulic acid con-
sumption but the biomass production reached the maximum
between § and 12h of cultivation indicating the biomass con-
tinue to metabolizing the FA. The maximum accumulation of
4-vinylguaiacol (76.7 mg L") was reached after 32 h of cul-
tivation, as well as the reduction of ferulic acid by 290 mg L™,
a yield of 0.5 mmol L™ of 4-vinylguaiacol. Low concentra-
tions of vanillin (2.31 mg Lf'). vanillic acid (3.29 mg Lfl).
and catechol (2.15 mg L-l) were detected (Fig. 4).

Conversion of ferulic acid from alkaline hydrolyzed
sugar cane bagasse to 4-vinyguaiacol

In the liquor obtained from the alkaline hydrolysis of
sugar cane bagasse, there was no glucose neither xylose.
The ferulic acid content was 310 mg L', similar to that
found by Salgado et al. [27]. Other phenolic compounds
were not detected.

The K. pneumoniae TD 4.7 was able to convert 72.5% of
the ferulic acid from the hydrolyzed bagasse after 24 h of
cultivation. The growth occurred until 12 h of cultivation
and the maximum conversion of the ferulic acid to 4-
vinylguaiacol peaked at 24 h with 208.1 mg L™ (Fig. 5).

Evaluation of the presence of ferulic acid
decarboxylase activity

The decarboxylase activity was mainly associated with the
cell wall since it converted much of the substrate ferulic acid
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Fig. 1 Phylogenetic tree of 16S
rRNA gene sequences
demonstrating the position of
strain TD 4.7 as K. pneumoniae

from the reaction medium in 15 min, followed by intracellular
content. These data showed that bacteria did not secrete the

enzyme (Fig. 6).

Fig. 2 Growth of Klebsiella
pneumoniae TD 4.7 inmedia with
different initial pH and incubated
at different temperatures. a 25 °C.
b28°C.¢30°C. A=pH5.5;
o=pH 6.0; m=pH 6.5
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Higher activity was obtained in the fragmented wall sample,
whose specific activity was 61.06 U mg ™", followed by suspen-
sion of whole cell (54.85 U mg“') and intracellular cells extract
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Time (h)
Fig. 3 Growth of Klebsiella pneumoniae TD 4.7 in media with different
concentrations of ferulic acid, at 28°C, pH 6.5. <=biotic control;
m=100mgL"; =200 mg L''; A=300mgL"; ¥=400 mg L '; o=
500mg L'

(44210 mg”). The protein concentration of the cell wall extract
presented of 0.19 mg g, culture medium of 0.01 mgmL ™", and
catholic material with protein concentration of 0.25 mg mL™".

Effect of pH and temperature on enzyme activity

The maximum enzyme activity was observed at pH 5.5. However,
enzymatic activity decreased drastically in alkaline pH. The en-
zyme showed higher activity at 40 ° C but no substantial difference
in activity was observed from 30 to 45 C°. There was a complete
loss of activity at temperatures above 60 °C (Fig. 7).

According to the stability curves, the enzyme was stable in
temperatures from 20 to 45 °C, but was denatured in temper-
ature above 50 °C. The ferulic acid decarboxylase was stable
in the basic pH range, exhibiting almost 100% of the total
activity between pH 5.5 and 9.0 (Fig. 7).

Effect of DTT and L-cysteine enzyme activity

The activity tests on DTT and L-cysteine showed that enzyme

was not affected by these compounds, although there is
Fig. 4 Bacteria growth and a
profile of pH, consumption of
glucose and ferulic acid (a),
=0D, m=pH, #=glucose,
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Fig. 5 Bacteria growth, consumption of glucose and ferulic acid, profile
of pH, and generation of 4-vinylguaiacol released during the cultivation
in alkaline hydrolyzed sugar cane bagasse: e=0D, m=pH, #=glucose,
A=ferulic acid, ¥=4-vinylguaiacol

literature that demonstrates the importance of DTT mainly to
increase the activity of the respective enzyme (Table 1).

Discussion

The bacteria K. pneumoniae TD 4.7 was able to grow in the
presence of up to 400 mg L™ of ferulic acid but was inhibited
by 500 mg L™". The same concentration was determined as
inhibitory for the growth of Bacillus cereus and P. fluorescens
and Clostridium beijerinckii NCIMB 8052, although a higher
tolerance level was reported for Butyrivibrio fibrisolvens
B834 whose growth was only inhibited by1.94 g L™ of ferulic
acid [28-30]. The proposed mechanism for bacterial inhibi-
tion by FA is related to ATP synthesis by inhibition in the
oxidized products and consequent disruption of energy pro-
duction [31, 32]. The promoting enzyme inhibition is possibly
through a reaction with sulfhydryl groups or through nonspe-
cific interactions of quinonic compounds with amino acids
(reversible or irreversible reaction) [33]. The FA inhibition
of biofilm formation has been proposed but it depends on
the bacterial species [28, 32]. FA can reduce bacterial swim-
ming motility, increase the surface charge value, and promote
changes in the physicochemical surface properties of both
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Fig. 6 Activities of ferulic acid decarboxylase in the culture medium. A
extracellular enzyme activity, B cell wall-associated enzyme, C cell wall-
associated enzyme (fragmented cell), and D intracellular enzyme activity

B. cereus and P. fluorescens [28]. The tolerance of
C. beijerinckii strain M11 to FA involves the Cbei 4693 gene
encoding a protein predicted to be a nicotinamide adenine
dinucleotide phosphate (NADPH)-dependent flavin mononu-
cleotide (FMN) reductase (FMN + NADPH+ H+= FMNH2+
NADP"). Analkyl hydroperoxide reductase subunit C (ahpC)
encoded by Cbei 2134 and an alkyl hydroperoxide reductase
subunit F (ahpF) encoded by Cbei 2135 were identified as two
factors involved in FA tolerance [34]. According to Liu et al.
[34], efflux systems and heat shock proteins have been
expressed by bacteria in presence of FA.

However, the detoxication of the media through mecha-
nisms of biodegradation and biotransformation of FA seem

Table1 Effect of DTT and L-cysteine on activity of ferulic acid decar-
boxylase. The parameter 100% was assumed as the value obtained with-
out the presence of the compounds

Relative activity (%)

Compounds 0 mM 0.2 mM 0.5 mM I mM

DTT* 98.23 £250 97.24+1.75 97.19+£3.70 96.59+2.17

L-Cisteine  98.87+160 92.75+7.16 93.51+2.55 93.07+0.77

*1,4-Dithiothreitol

to be an effective cause of tolerance. Several species within
the Enterobacteriaceae family, such as Escherichia coli and
Enterobacter aerogenes, decarboxylate p-coumaric acid and
ferulic acid [35-38]. This decarboxylation reaction is non-
oxidative and is catalyzed by the enzyme ferulic acid decar-
boxylase (EC 4.1.1.102) [39-41]. Vanillin can also be gener-
ated from ferulic acid by a two-step process, which involves a
coenzyme A (CoA) ligase followed by cleavage of the side
chain, a phenomenon observed in Pseudomonas spp. [8, 42].
This study showed that the FA was 100% dissipated from the
culture in 48 h of bacteria cultivation and the 4-vinylguaiacol
appears after 4 h indicating the decarboxylation mechanisms.

According to several authors, the biotransformation of
ferulic acid may follow different pathways depending on the
type of microorganism involved. However, in the most com-
mon metabolic pathway, 4-vinylguaiacol is the first product to
be generated by the decarboxylation mechanism which is then
converted to vanillin. The latter is subsequently oxidized to

Fig. 7 Effect of pH on activity (a) a b
and stability (c) and of the —_ 100 — 100
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decarboxylase. The parameter = 60 g 60
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vanillic acid, followed by demethylation to protocatechuic
acid and, finally, the formation of catechol [6, 7, 39, 41].

However, the data obtained in this study does not show the
sequence of the appearance of the metabolites since after 4 h
of culture of the bacterium, 4-vinylguaiacol, vanillin, and cat-
echol had already been detected in the medium. It is clear that
the bacterium rapidly biotransforms the ferulic acid as a pro-
cess of detoxification of the medium. The preservation of the
metabolites for 48 h in the culture medium and the stabiliza-
tion of the biomass after 12 h without evidence of diauxie
suggest that the ferulic acid derivatives were not used as a
carbon source. The results corroborate the data of Borneman
et al. [43], who demonstrate that, although cinamic acid had
had a stimulatory effect on growth of ruminal bacteria, it did
not support microbial growth in the absence of carbohydrates.
According to Mathew et al.[6], phenolic monomers, when not
used as a source of carbon, are transformed into cells by de-
carboxylation, in order to reduce levels of toxicity.

The activity of ferulic acid decarboxylase, associated with
the cell wall of K. pneumoniae TD 4.7, seems to be a key point
in these processes. According to Maeda et al.[10] and
Degrassi et al. [44], studying ferulic acid decarboxylase from
Aspergillus luchensis and B. pumilus PS213, respectively, the
production of the enzyme is induced by the presence of ferulic
acid in the culture medium. This implies that this decarboxyl-
ase function represents a step in the secondary metabolism
that could have evolved in response to its toxicity [45]. It is
also shown that because it is an acid-sensitive enzyme, it is not
expressed in the extracellular medium due to pH changes that
cause it to reduce its activity [10].

The ferulic acid decarboxylase from K. pneumoniae TD
4.7 presented properties similar to other bacterial enzyme like
B. pumilus PS213 and Bacillus sp. BP-7 exhibited highest
activity around pH 5.5 [44, 46]. The optimal temperature at
40 °C was similar described for Huang et al. [8], Maeda et al.
[10], and Prim et al. [46].

Studies by Huang et al. [41] showed that the presence of
DTT (0.2-1 mM) and L-cysteine (1 mM) causes an accelera-
tion in the decarboxylation of ferulic acid from a recombinant
enzyme of Candida guilliermondii; tests carried out with the
decarboxylase of the ferulic acid of K. pneumoniae TD 4.7
demonstrated that this did not occur, emphasizing that possi-
ble structural differences between the enzymes of microorgan-
isms of different genera may or may not be affected by reduc-
ing agents.

This non-oxidizing decarboxylation activity of aromatic
acids is of interest for bioprocessing and metabolic engineer-
ing. The non-use of the derivatives as carbon source guaran-
tees the accumulation in the medium and the yield of the
biotransformation process. However, the various steps of the
biotransformation may not be of interest, which leads to the
search for the isolation of the enzyme that catalyzes the step of
interest.

@ Springer

The hydrolysis of the sugarcane bagasse provides a con-
centration of ferulic acid compatible with the tolerability to
FA and its bioconversion to 4-vinylguaicol by the bacterium,
without additional steps in the process. The high yield of 82%
shows the efficiency of the enzyme decarboxylase and stimu-
lates the research for a process that uses sugarcane bagasse for
the production of 4-vinylguaiacol, a product of high-added
value.

Although the bacterium has a mild pathogenic profile, the
sequence of the enzyme gene for heterologous expression can
be obtained since the preparation of the target product requires
only one decarboxylation step.

Conclusion

The strain of K pneumoniae TD 4.7 showed tolerance and
growth in the presence of ferulic acid at a concentration of
300 mg L™, as well as the ability to bioconvert ferulic acid
into 4-vinylguaiacol. An active ferulic acid decarboxylase en-
zyme was detected as a participant in this bioconversion step.
The growth of the strain in alkaline hydrolyzate of sugarcane
bagasse and the bioconversion of ferulic acid present in this
material to 4-vinylguaiacol indicates another possible biotech-
nological use of this material.

Funding This work was supported by the Coordination for the
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Expresséo heterdloga e caracterizacdo da enzima 4cido ferulico
descarboxilase de Klebsiella pneumoniae TD 4.7 em Escherichia coli
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RESUMO
Derivados vinilicos comercialmente importantes podem ser produzidos por
descarboxilagdo enzimatica de &cidos fendlicos como o acido feralico. A &cido
fertlico descarboxilase € uma enzima que atua na descarboxilacdo desse acido
formando 4-vinilguaiacol. Neste estudo, o gene que codifica a acido ferulico
descarboxilase em Klabsiella pneumoniae TD 4.7 foi isolado utilizando primers
baseados nas sequéncias depositadas para este género, as quais demonstraram
alto grau de conservacdo. O gene da acido ferulico descarboxilase foi identificado
como um fragmento de 504 pb, codificando um polipeptideo de 167 residuos de
aminoacidos. A sequéncia peptidica deduzida da acido ferulico descarboxilase de K.
pneumoniae TD 4.7 mostrou uma identidade de sequéncia de 98% para
descarboxilases de outras bactérias do mesmo género. O gene foi expresso com
sucesso em Escherichia coli BL21(DE3), e a enzima recombinante foi purificada
como uma proteina de 22 kDa e maior atividade em pH 5,5 0 e a 40°C. A &cido
ferdlico descarboxilase purificada catalisou a descarboxilacdo do &cido feralico de

forma eficiente, e a modulacdo negativa da atividade enzimatica foi observada na

presenca de Hg*?, Zn*?, Cu™ e Cd*?, bem como aumento de atividade de 20% na

presenca de Co*™2. Os valores de Km e Vmax foram estimados em 2,95 mM e 102,10
umol.mint.mg?! para a enzima recombinante. A estrutura da enzima acido ferdlico
descarboxilase foi modelada usando os programas de predigcéo estrutural AlphaFold
Multimer e Swissmodel, com um RMSD de apenas 0,7 A, demonstrando a auséncia
de cisteina e pontes dissulfeto no homodimero, a presenca de grandes quantidades
de lisina, e os residuos envolvidos no ciclo catalitico Tyr27, Glul34 e Asn23. Os
resultados obtidos neste capitulo permitiram o prosseguimento dos estudos e
producdo de 4-vinilguaiacol a partir de acido ferdlico obtido de biomassa

lignocelulésica.

Palavras chave: Acidos fendlicos, Acido ferilico descarboxilase, 4-vivnilguaiacol,

bagaco de cana de acucar, Klebsiella pneumoniae
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RESUMEN
Los derivados vinilicos comercialmente importantes se pueden producir mediante
descarboxilaciéon enzimatica de acidos fendlicos como el acido ferdlico. La
descarboxilasa del acido ferulico es una enzima que actta en la descarboxilacion de
este acido formando 4-vinilguayacol. En este estudio, el gen que codifica la
descarboxilasa del acido ferulico en Klabsiella pneumoniae TD 4.7 se aisl6 utilizando
cebadores basados en las secuencias depositadas para este género, que mostré un
alto grado de conservacion. El gen de la descarboxilasa del acido ferulico se
identific6 como un fragmento de 504 pb que codifica un polipéptido de 167 residuos
de aminoacidos. La secuencia peptidica deducida de la descarboxilasa del &cido
ferdlico de K. pneumoniae TD 4.7 mostro una identidad de secuencia del 98% con
las descarboxilasas de otras bacterias del mismo género. El gen se expres6 con
éxito en Escherichia coli BL21 (DE3) y la enzima recombinante se purific6 como una
proteina de 22 kDa y la actividad mas alta a pH 5,50 y 40°C. La descarboxilasa de
acido ferulico purificado catalizé la descarboxilacién del acido ferulico de manera
eficiente y se observdo una modulacion negativa de la actividad enzimatica en
presencia de Hg*?, Zn*?, Cu*? y Cd*?, asi como un aumento de la actividad del 20%
en presencia de Co*?. Los valores de Km y Vmax se estimaron en 2,95 mM y 102,10
umol.mint.mg?! para la enzima recombinante. La estructura de la enzima &cido
ferulico descarboxilasa se predijo utilizando los programas de prediccion estructural
AlphaFold Multimer y Swissmodel, con un RMSD de solo 0,7 A, demostrando la
ausencia de enlaces de cisteina y disulfuro en el homodimero, la presencia de
grandes cantidades de lisina, y residuos involucrados en el ciclo catalitico Tyr27,
Glul34 y Asn23. Los resultados obtenidos en este capitulo permitieron continuar con
los estudios y la produccion de 4-vinilguayacol a partir de acido ferulico obtenido a

partir de biomasa lignocelulésica.

Palabras clave: Acidos fendlicos, acido fertlico descarboxilasa, 4-vivnilguayacol,

bagazo de cafia de azlcar, Klebsiella pneumoniae
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INTRODUGCAO

Compostos aromatizantes produzidos por via biotecnolégica sao legalmente
classificados como aditivos naturais e, por isso, apresentam-se mais atrativos do
ponto de vista econdbmico em comparacdo aos flavorizantes sintéticos (BETTIO,
2020).

Os insumos produzidos através da aplicagdo de bioprocessos possuem 0
status legal de produto natural e seguro, e sdo também alternativas ecologicamente
sustentaveis, pois podem ser obtidos a partir da utlizacdo de residuos e
subprodutos gerados pelo processamento de alimentos como bagacos, cascas e
outros (BERGER, 2015). De acordo com o Regulamento Técnico sobre Aditivos
Aromatizantes, os aromatizantes podem ser classificados em: natural, artificial ou
artificial idéntico ao natural (BRASIL, 2007). Enzimas quando aplicadas a producao
destes flavours, apresentam uma possibilidade baseada em menores impactos no
meio ambiente e maior valorizacdo de produto final devido a processos mais
brandos e limpos.

O 4-vinilguaiacol, com um aroma picante de cravo € um composto usado
como aromatizante na producgéo de fragrancias que sao componentes de uma ampla
gama de produtos na industria de alimentos e cosmética (LI; LONG; DING, 2020;
SUN et al.,, 2018). Também ¢é utilizado como conservante de alimentos, agente
antiproliferativo reduzindo carcinogénese, como antioxidante e como matéria-prima
para a fabricacdo de produtos como a vanilina (GUNTHER et al., 2021; HUNTER;
MANTER; VAN DER LELIE, 2012; LI; LONG; DING, 2019; LUO et al.,, 2021;
SAUCEDO-CASTANEDA, 2010; TANSKA; MIKOtLAJCZAK; KONOPKA, 2018). Este
composto possui um limiar de deteccédo extremamente baixo, em torno de 0,30 ppm,
0 que resulta em um aroma fendlico bastante persistente mesmo em pequenas
concentragdes nos referidos produtos (MEILGAARD, 1975).

Sua sintese por descarboxilacéo bioldgica de acidos cindmicos, como o acido
ferdlico, pode ser realizada por microrganismos ou por suas enzimas isoladamente.
Diferentes microrganismos, principalmente bactérias, sao capazes de transformar
acido ferulico em 4-vinilguaiacol, por reacdo de descarboxilagdo ndo oxidativa feita
pela enzima &cido ferdlico descarboxilase (EC 4.1.1.102) (DEGRASSI; POLVERINO
DE LAURETO; BRUSCHI, 1995; HUANG et al., 2012).
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A enzima acido ferulico descarboxilase ja foi relatada em bactérias, leveduras,
fungos filamentosos e plantas, e sdo divididas em trés subclasses: enzimas
dependentes de prFMN, dependentes de metal divalente e enzimas independentes
de cofatores (DETERING; MUNDRY; BERGER, 2020a). Descarboxilases
principalmente bacterianas e vegetais, requerem um grupo hidroxila obrigatorio na
posicdo para do substrato e por isso se tornam mais limitadas quanto ao substrato e
ndo sdo capazes de produzir estirenos com caracteristicas cancerigenas, o que faz
com que sejam fortes candidatas a bioprocessos para produc¢ao de 4-vinilguaiacol.

Este trabalho apresenta o isolamento, caracterizacdo bioquimica, cinética e
estrutural de uma acido ferulico descarboxilase heterdloga de origem em Klebsiella
pneumoniae, com o0 objetivo de apresentar uma alternativa segura e limpa para a

producédo de 4-vinilguaiacol a partir de acido ferulico.
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Linhagens de microrganismos e plasmideos
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A bactéria Klebsiella pneumoniae TD 4.7 foi isolada de solo de cana-de-

acucar e sua identificagcdo foi realizada em trabalhos anteriores por métodos
moleculares (DOS SANTOS et al.,, 2021; EGEA et al.,, 2017). As linhagens de

Escherichia coli utilizadas neste trabalho para clonagem e expressdo da enzima

acido ferulico descarboxilase de K. pneumoniae TD4.7 no sistema procarioto estdo

descritas na Tabela 1.

Tabela 1: Linhagens de E. coli utilizadas no trabalho.

Linhagem Descrigcéo Origem
E coli DH5a Cepa de clonagem Gibco BRL
A(ara-leu)7697 AlacX74 AphoA Pvull phoR
E coli Origami araD139 ahpC galE galk
Novagen
(DE3) pLysS rpsL Flflac’ lacl® pro] (DE3) gor522::Tn10
trxB pLysS (CamR, StrR, Tet®)
E. coli Rosetta- A(ara-leu)7697 AlacX74 AphoA Pvull phoR
. araD139 ahpC galE galK rpsL (DE3)
gami 2(DE3) Novagen
F'[lac™ lacl® pro] gor522::Tn10 trxB
2pLysS pLYSSRARE2 (CamR, Str?, Tet?)
E. coli Artic E. coli B F- ompT hsdS(rs" mg~ ) dem* Tet® Agilent

Express (DE3)

E. coli BL21
(DE3)

E. coli BL21

Star (DE3)

gal A(DE3) endA Hte [cpn10 cpn60 Gent®

FompT hsdSg (rs™, ms™) gal dcm (DES3)

FrompT hsdSg (rs”, mg™) gal dcm rnel31
(DE3)

Technologies

Novagen

Novagen
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Quanto aos vetores, para a etapa de clonagem foi utilizado o pJET1.2/blunt
(Thermo Scientific), que € um vetor de selecdo com uma insercao letal que permite a
recuperacdo eficiente de produtos de PCR com ponta cega, e para etapa de

expressédo o vetor pET28a(+) (Novagen), descritos na Tabela 2 e Figuras 1 e 2.

Tabela 2: Vetores utilizados em E. coli
Origem

Vetor Tipo Tamanho Caracteristica
pJET Vetor de clonagem 2974 pb Resistencia a Thermo
1.2/blunt Ampicilina Scientific
5369 pb Resistencia a Novagen
Canamicina

pET28a(+) | Vetor de expressao

Figura 1: Diagrama esquematico do vetor pJET1.2/blunt (Thermo Scientific)

(2612) PstI BbsI (2654)
Dralll (2728)
BfuAl - BspMI (2813)
pJET1.2 forward sequencing primer
Eagl - NotI (2932)
BspEI (2945)
-~ Aval - BsoBI - PaeR7I
BmeT110I (2956)
< EcoRV > (2974)

< EcoRV > (0)
(37)

- PspXI - Xhol (2955)

)

(2223) Xmnl
(2104) Scal
(2102) Tatl Xbal (6)
Btgl - Ncol - StyI
BspDI - Clal (47)
(1994) Pvul pJET1.2 reverse se e
|
1846) Fspl |
(1040) Tom | PIET1.2/blunt HindIX (253)
2974 bp
(1772) NmeAIIl
(1744) Bglx BbvCI - BpulOIl (347)
(1704) BsrFI Bsml (351)
(1694) BpmI BsmBI - Esp3I (374)
(1685) Bsal Pmel (393)
(1664) Bmrl
(1624) AhdI
Mfel (521)
BspQI - SapIl (615)

DrdI (839)

BseYI (1035)

(1147) AlwNI
(1039) PspFI
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Figura 2: Diagrama esquematico do vetor pET28a(+) (Novagen).

(166) Eagl - Notl HindIII (173)
(158) PaeR7I - PspXI - Xhol Sall (179)
(80) BlpI MCS
(5127) DraIIll Eco53kI (188)
(4999) Psil SacI (190)
EcoRI (192)
BamHI (198)
Nhel (231)
Bmtl (235)
NdeI (238)
thrombin site
~{6xHis
Ncol (296)
(ATG
RBS
Xbal (335)
(lac operator)
= /i // T7 promoter
4 BgIII (401)
SgrAl (442)
SphI (598)
BStAPI (806)
Miul (1123)
Bell * (1137)

BStEII (1304)
NmeAIIl (1329)
PspOMI (1330)
Apal (1334)

BssHII (1534)
EcoRV (1573)
Hpal (1629)

(4426) AsiSI - Pvul

QO —1
> raon ] y
S nator | 75 ¥
—7 Rl 7¢
Pl 6xHis @

(4300) Smal
(4298) TspMI - Xmal

(4117) BspDI - Clal -

(4083) Nrul —
pET-28a(+)
5369 bp

(3772) Acul

(3640) AlWNI

(3397) BssSal PshAI (1968)

(3224) Pcil Bgll (2187)
(3108) BspQI - SapI Fspl - FspAI (2205)
(3028) Tatl PpuMI (2230)
(2995) BstZ171
(2969) PfIFI - Tth111l

Extracdo de DNA total e obtencado do gene da acido feralico descarboxilase

Para extracdo do DNA total de K. pneumoniae TD 4.7 foi feito um cultivo por
12 horas em meio nutritivo LB, a 28°C e sob agitacdo de 220 rpm. O DNA total foi
extraido com o uso do kit “EasyPure Bacteria Genomic DNA Kit” (Trans Gen
Biotech), de acordo com as recomendacdes dos fabricantes. O DNA total foi
analisado em gel de agarose 1% (p/v) por eletroforese contendo brometo de etideo
(0,5 pg/pL). E quantificado em aparelno NanoDropTM 1000 Spectrophotometer
Thermo Fischer Scientific (Wilmington, Delaware, Estados Unidos da América) de
acordo com as instrucdes do fabricante.

Os oligonucleotideos usados para a PCR foram baseados na sequéncia
codificadora da &cido ferulico descarboxilase do género Klebsiella depositadas no

NCBI. De acordo com o alinhamento (Anexo 1), os 11 primeiros pares de base séo
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idénticos, exceto pelos BIDMC31, K. oxytoca e quasipneumoniae, que possui um
ATG a mais no inicio, com isso foram desenhados trés oligonucleotideos iniciadores,
sendo 2 primers para o inicio (foward), e 1 para o final (reverse), uma vez que 0s
altimos 21 pares de base s&o idénticos para todos.

Foram incluidos sitios de restricdo para as enzimas Nhel e BamHI,
adequados nas regides inicial e final do gene para a clonagem direcional da ORF
(Tabela 3).

Tabela 3: Oligonucleotideos utilizados para amplificar o gene da acido ferdlico

descarboxilase

Identificacéo Sequéncia 5’-3’ Tm

Padl For ATAGCTAGCATGAGCACTTT 54,0
YG

Pad2_For ATAGCTAGCATGATGAGCAC 54,2
TTT

Pad_Rev ATAGGATCCTTACAAATTTGC 55,3
AGGG

A amplificacdo do gene de interesse foi realizada através de reagdo em
cadeira da polimerase (PCR) com a enzima Pfu DNA Polimerase (Trans Gen
Biotech), uma vez que esta enzima apresenta a menor taxa de erro conhecida nas
amplificac6es de acordo com as recomendacdes do fabricante. As reacdes de PCR
foram constituidas de 1X tampao de reacdo, 0,2 mM de dNTP, 0,2 mM de
oligonucleotideos forward e de reverse, e 1,25 unidade de Pfu DNA polimerase. As
condig¢des utilizadas foram 95°C por 2 minutos, 95°C por 20 segundos, 55°C por 20
segundos e 72°C por 1 minutos (35 ciclos). A extensao final foi realizada a 72°C por
5 minutos. O produto de PCR foi analisado em gel de agarose a 1% (p/v) por
eletroforese contendo brometo de etideo (0,5 mg/uL). A imagem do gel foi foto
documentada em Gel Doc 100 (Bio-Rad, Hercules, Califérnia, Estados Unidos da

América) através do software QuanityOne R (Bio- Rad).
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O primer foward que apresentou melhor amplificacdo foi selecionado para
posterior reacdo de PCR nas mesmas condi¢cdes citadas acima e quantificado em
aparelno NanoDropTM 1000 Spectrophotometer Thermo Fischer Scientific
(Wilmington, Delaware, Estados Unidos da América) de acordo com as instru¢des do

fabricante.

Construcao do sistema de expressao para E.coli

A fracdo amplificada proveniente da reacdo de PCR que corresponde ao gene
da &cido ferulico descarboxilase, foi ligada ao vetor de clonagem pJET 1.2/blunt
(Thermo Scientific), em reacdo de ligacdo conforme indicacdes do fabricante.
Posteriormente transformado em células competentes de Escherichia coli DH5a
(Gibco BRL), cultivada durante 12 horas em meio LB-agar (peptona 1%, extrato de
levedura 0,5%, NaCl 1%) contendo ampicilina (100 pg/mL) para isolamento dos
clones positivos e identificacdo da presenca do gene de acido ferulico por PCR de
colénia nas condi¢cdes citadas acima.

Tais clones foram isolados e cultivados em meio liquido LB (peptona 1%,
extrato de levedura 0,5%, NaCl 1%) contendo ampicilina (100 pg/mL), para
isolamento do plasmideo contendo o gene de interesse através da preparacdo de
DNA plasmidial em pequena escala (miniprep), para tal etapa foi utilizado o kit
“EasyPure Plasmid MiniPrep” (Trans Gen Biotech) e posteriormente foram
guantificadas em aparelho NanoDropTM 1000 SpectrophotometerThermo Fischer
Scientific (Wilmington, Delaware, Estados Unidos da América) de acordo com as
instrugdes do fabricante.

O inserto da acido ferulico descarboxilase que foi ligado ao pJET 1.2/blunt
(Thermo Scientific), para processo de propagacdo. Posteriormente foi excisado
utilizando as enzimas Nhel e BamHI (Thermo Scientific), em digestdo dupla; e em
seguida separado em gel de agarose e a fracdo de interesse foi purificada com o kit
“EasyPure Quick Gel Extraction”, segundo instru¢des do fabricante.

As ligacdes entre inserto e o vetor de expressao pET28a(+) foram promovidas
utiizando a T4 ligase (Thermo Scientific), sob as condigbes do fabricante. O
plasmideo de expresséo gerado foi transformado em células competentes de E. coli

DH5a, numa reagcao composta por 2 uL do DNA ligado (construgdo pET28a+ORF) e
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50 yL de célula competente. A transformacéao foi feita por choque térmico e, para
isso, a reacdo foi colocada por 10 minutos em banho de gelo e logo em seguida,
submetida a 42°C, por 90 s, sendo recolocada imediatamente no banho de gelo por
mais 2 minutos. Apdés a transformacdo, foram adicionados 200 pL de meio LB
(peptona 1%, extrato de levedura 0,5%, NaCl 1%) para propiciar o crescimento das
células transformadas. As células foram submetidas a agitacdo de 230 rpm a 37°C
por 90 minutos. Apds incubacgéo das células transformadas, aliquotas de 100 pL da
cultura foram distribuidas em placas de petri contendo o0 meio LB s6lido com 50
png/mL de canamicina. As células transformadas foram incubadas a 37°C por 16 h. A
coleta dos clones foi realizada com alcas plasticas estéreis, selecionando um total
de 5 colbnias de forma aleatéria, que foram submetidas a PCR para confirmacéo da
presenca do inserto.

Sequenciamento e analise da sequéncia

O sequenciamento foi procedido no Centro de Recursos Biolégicos e Biologia
Genbmica (CREBIO), sediado na UNESP — Campus de Jaboticabal, onde para tal
foi utilizado um sequenciador automatico de primeira geracdo (Método de Sanger)
com 96 capilares, ABI 3730 xI DNA Analyzer (Applied Biosystems, Foster City,
California, CA). As corridas foram feitas em capilares de 50 cm utilizando o polimero
POP7, o BigDye® Terminator v3.1 Cycle Sequencing Kit e controle interno com DNA
de pGEM™-3Zf(+) fornecidos pela Applied Biosystems.

A sequéncia do gene foi comparada com sequéncias disponiveis no GenBank
usando os programas BLAST (http://blast.ncbi.nlm.-nih.gov/BLAST/). A sequéncia de
aminoacidos foi analisada com ferramentas do EXPASY (http://expasy.org/). Os
sitios de restricdo presentes na sequéncia de nucleotideos foram identificados
através do NEBcutter V2.0 (http://tools.neb.com/NEBcutter2/).

Padronizacdo da expressao da proteina recombinante

Foram utilizados diferentes backgrounds genéticos conforme Tabela 1.1, com

a finalidade de verificar 0 mais adequado para a produgdo de proteinas na fase
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solavel.

Com intuito de expressar a proteina alvo previamente transformada em célula
competente de E. coli, uma coldnia foi inoculada em 50 mL de meio LB contendo
canamicina a 50 ug/mL, e deixada sob agitacdo constante a 37 °C até atingir a fase

logaritmica de crescimento, com D.O,,,,, €ntre 0,4 e 0,6. Para o teste de indugéo a

37 °C a cultura foi mantida a mesma temperatura, onde foi induzida com isopropil-3-
D- thiogalactopiranoside (IPTG) nas concentracdes de 0.1 mM, 0.2 mM, 0.3 mM e
0.5 mM, foram coletadas amostras nos tempos de inducdo de O, 2, 4, 6, 12 e 24
horas. Para os testes de inducédo a 20 °C a respectiva cultura foi transferida esta
temperatura no momento da inducéo.

Posteriormente, todas as amostras foram centrifugadas a 8000 xg por 10
minutos a 4 °C, a fim de analisar a expressédo da enzima heter6loga em comparacao
as proteinas totais. A extracao foi iniciada pela ressuspensao do material em tampéao
MES 0,1 M, pH 6,5, sob a concentracdo de 0,2 g mL*; e ap6s fracionamento as
amostras foram lisadas no aparelho BransonSonifier 250 (Branson, Connecticut,
EUA) e centrifugadas por 20 minutos, a 4°C, 17000 xg, para separacao de extratos
soluveis e insoluveis.

A confrmacdo da expressdao das proteinas foi realizada através da
eletroforese desnaturante em gel de poliacrilamida 12% - SDS-PAGE (LAEMMLI,
1970). A corrida foi realizada com o tampao Tris-Glicina [50 mM de Tris-HCI; 150
mM de Glicina e 0,1% de SDS (p/v)]. O gel foi corado com CoomassieBrilliant Blue
[40% de metanol (v/v); 10% de &cido acético glacial (v/v) e Coomassie R-250 a 0,1%
(p/V)] e descorado em solucao contendo 10% de &cido acético (v/v) e 10% de etanol
(VIV).

A fracdo resultante de cada etapa, desde a extracdo até a purificacdo foi
analisada por SDS-PAGE conforme descrito anteriormente. Uma vez determinada a
melhor condicdo de expressdo, ensaios de expressdo em volumes maiores foram

realizados.

Producado da enzima heterdloga em E. coli BL21(DE3) e purificacao

O pré-inéculo foi preparado a partir do indéculo de uma colbnia isolada em 25

mL de meio LB contendo canamicina a 50 pg/mL, e deixada sob agitacao constante
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a 37 °C ateé atingir a fase exponencial de crescimento, com D.Ogoonm entre 0,4 e

0,6. Deste cultivo, 2 mL foram utilizados para inocular 1 L de meio LB contendo
canamicina a 50 yg/mL, que permaneceu sob constante agitacao e incubacéo a 37
°C até que a mesma atingisse fase logaritmica de crescimento para indu¢cdo com
isopropil-B-D- thiogalactopiranoside (IPTG) na concentragéo de 0.2 mM e mantida a
20 °C sob agitacao constante por 24 horas.

Posteriormente, o volume total foi centrifugado a 8000 xg por 10 minutos a 4
°C, a fim de obter o pellet que foi pesado e ressuspendido em tampao fostato de
s6dio 0,05 M, pH 6,0, para a concentragéo de 0,2 g mL* e submetido lise por sonda
de ultrassom BransonSonifier 250 (Branson, Connecticut, EUA) em 4 ciclos de 30
segundos a com intervalos de 15 segundos e centrifugadas por 20 minutos, a 4°C,
17000 g, para separacao da fracdo enzimatica soluvel.

A confirmagcdo da expressdo das proteinas foi realizada através da
eletroforese desnaturante em gel de poliacrilamida 12% - SDS-PAGE (LAEMMLI,
1970). A corrida foi realizada com o tampao Tris-Glicina [50 mM de Tris-HCI; 150
mM de Glicina e 0,1% de SDS (p/v)]. O gel foi corado com CoomassieBrilliant Blue
[40% de metanol (v/v); 10% de &cido acético glacial (v/v) e Coomassie R-250 a 0,1%
(p/v)] e descorado em solucédo contendo 10% de acido acético (v/v) e 10% de etanol
(VIV).

O sobrenadante entdo foi submetido a cromatografia de afinidade utilizando
uma coluna HisTrap HP™ 1mL, previamente equilibrada com tamp&o A (50 mM
fosfato de sddio, pH 6,0, 500 mM NacCl, 10 mM Imidazol, 10 % Glicerol) em sistema
FLPC AKTA (GE Healthcare®). A amostra, anteriormente ao momento de injecao,
foi filtrada em filtro de membrana 0,22 um. As proteinas recombinantes foram entéo
eluidas em um gradiente linear com 0 mesmo tampéao, porém adicionado de 500 mM
de imidazol (tampéo B). O gradiente de tampéao B foi realizado de maneira que no

inicio do processo de purificacdo utilizou-se 0% de tampéo B e ao final 100%.

Determinacgao da atividade da enzima acido ferulico descarboxilase

A atividade da enzima acido ferulico descarboxilase foi determinada através

de ensaios conduzidos em triplicata, adicionando-se 0,05 mL dos extratos (10% v/v)
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a 0,45 mL de uma solucdo composta de 0,3 g L de &cido ferllico. A mistura
reacional foi incubada a temperatura de 30°C, durante 2 minutos. A atividade da
enzima &cido ferdlico descarboxilase foi medida pela reducdo de &cido ferdlico e
calculada pela formacdo de 4-vinilguaiacol. Uma unidade de atividade (U) foi
definida como a quantidade de enzima necessaria para producédo de 1 umol de 4-

vinilguaiacol por minuto.

Caracterizacao bioguimica da enzima heteréloga

Tempo de atividade enzimatica

O tempo de reacdo foi testado em um ensaio genérico, em banho de
aguecimento com rotacdo a 30°C, em pH 6,0, nos seguintes tempos de reacéao: 5,
10, 15, 20, 25 e 30 minutos.

Efeitos do pH e da temperatura na atividade da enzima

O efeito do pH na atividade de acido ferulico descarboxilase foi testado em
banho de aquecimento com rotagédo a 30°C na faixa de pH de 4,0 a 9,0, tempo de
reacdo de 5 minutos. Os tamp®es utilizados foram: Acetato (4,0 a 5,0), MES (5,5 a
6,5), HEPES (7,0 a 8,0) e BICINE (8,5 a 9,0).

O efeito da temperatura na atividade de acido ferulico descarboxilase foi
avaliado com reacdes enzimaticas ocorrendo em temperaturas de 20 a 60 °C (com
variacdo de 5 °C), em pH 5,5, tempo de reacao de 5 minutos.

Efeito do pH e da temperatura na atividade e estabilidade da enzima quando

em auséncia de substrato

O efeito do pH sobre a estabilidade da enzima, quando em auséncia de
substrato, foi determinado pela diluicdo da solugdo enzimatica bruta em solucéo
tampéo a 0,1 M (1:2): Acetato (4,0 a 5,0), MES (5,5 a 6,5), HEPES (7,0 a 8,0) e
BICINE (8,5 a 9,0). A mistura foi incubada em dois lotes a 4 °C e 25 °C por 24 horas.
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Apos esse periodo, aliquotas das diferentes solu¢cdes de pH foram analisadas
qguanto a atividade de descarboxilacdo. O efeito do pH na atividade de acido ferulico
descarboxilase foi avaliado com reacdes enzimaticas de 5 minutos, ocorrendo em
temperaturas de 40 °C, pH 5,5.

Para a determinacdo termoestabilidade da enzima, o extrato enzimatico foi
incubado em banho de aquecimento em temperaturas entre 20 a 50 °C (com
variacdo de 5 °C). Os periodos de incubacdo foram de 60, 360 e 720 minutos. Em
seguida foi determinada a atividade com reacdes enzimaticas de 5 minutos,

ocorrendo em temperaturas de 40 °C, pH 5,5.

Efeito de agentes quimicos sobre a atividade da enzima

A influéncia de cations foi avaliada realizando-se a medida de atividade
enzimatica em presenca de: MgClz, CaClz, MnClz, FeCls, CuClz, CdClz2, HgClz,
AgNOs, CoClz, LiCl, BaCl, ZnSOa4, NiSO4, em concentragbes equivalentes a 1 mM
dos sais na mistura reacional.

Os efeitos de DTT (ditiotreitol) e L-cisteina na atividade da enzima também
foram avaliados, ambos em concentracdes de 0,2 mM, 0,5 mM e 1 mM.

Caracterizacdo dos parametros cinéticos e especificidade da acido feralico
descarboxilase

Os parametros cinéticos, Km € Vmax, foram também determinados com tampé&o
MES 0,2M (pH 5,5) contendo 100 — 1000 mg L de &cido ferdlico a 40°C por 90
segundos. Os valores de Km e Vmax foram determinados utilizando regressdo néo

linear de Michaelis-Menten.
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Estimativa da massa molar da enzima

O gel poliacrilamida (SDS-PAGE) 10% (w/v) foi usado para deteccao das
bandas de proteina a partir da solugdo de enzimas de acordo com o método
proposto por Laemmli (1970). A massa molar das isoformas, dentro das condicdes
desnaturantes foi determinada usando proteinas padrdes e as bandas de proteinas

foram reveladas com solugéo de prata.

Determinacao de proteinas totais

A estimativa da concentracdo de proteina foi testada pelo método de
BRADFORD (1976), usando solucdo de albumina bovina como padrdo em

concentragées de 4,2 a 208,0 yg mL™* e leitura de absorbancia a 595 nm.

Modelagem computacional

Com a finalidade de investigar o mecanismo de acdo da enzima e sua
interacdo com os ligantes as serem testados no experimento foram criados modelos
usando os programas de predicdo estrutural AlphaFold  Multimer
(https://colab.research.google.com/github/sokrypton/ColabFold/blob/main/AlphaFold2
.ipynb#scrollTo=_sztQyz29DIC) e o] programa Swissmodel

(https://swissmodel.expasy.org/).

Simulacdes de dinamica molecular (DM) foram rodadas visando compreender
o impacto de cations na atividade da enzima. Para esse fim, a proteina foi colocada
numa caixa de simulacdo octaédrica cujas faces foram posicionadas a uma distancia
minima de 10 A da superficie da proteina. Moléculas de agua OPC foram
adicionadas a caixa e ions foram adicionados até uma concentracdo de 0.15 M. No
sistema empregado como controle negativo foram adicionados 15 ions de Na* e 8
de CI, e, em um segundo de estudo, foram adicionados 15 ions de Hg?* e 23 de Cl.
A proteina foi parametrizada com o campo de forca ff19SB e para os ions, foram
selecionados os parametros de Li/Merz que reproduzem as energias livres de

hidratacdo, distancias ion-oxigénio e numero de coordenacgdo da primeira camada
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de hidratacdo. O programa tleap do Amber22 foi empregado para estes fins (Case et
al.; 2022). A partir dos sistemas, foram rodadas simulacdes de DM de 400 ns no
ensemble canbnico e T=300 K apods realizar 0s passos necessarios de minimizacéo
de energia, aguecimento e equilibragdo da pressao, conforme explicado em detalhe
em trabalhos anteriores (Hernandez Gonzalez et al.; 2017). Durante as simulacdes
foi monitorada a presenca de ions proximos ao sitio ativo usando o comando

nativecontacts de cpptraj (Case et al.; 2022).

Métodos analiticos para analises de acido ferulico e 4-vinilguaiacol

Para acompanhar as variagbes da concentracdo do acido ferulico e do 4-
vinilguaiacol foi utilizada a técnica de cromatografia liquida de alta eficiéncia. Cada
amostra foi centrifugada a 15000 x g por 15 minutos, a 10 °C e o sobrenadante foi
fitrado em membrana de 0,22 um, e 20 yL foram injetados em cromatografo Perkin
Elmer modelo Flexar, com bomba binaria, amostrador automatico, forno de coluna e
um detector UV/VIS. A coluna usada foi uma C18 Acclaim™ 120 Dionex (4.6 x 250
mm), mantida a temperatura de 25 °C. A separacdo cromatografica foi realizada
utilizando como fase moével metanol:acido acético:agua (10:2:88) como solvente A e
acido metanol:agua:acido acético (90:2:8) como solvente B (RODRIGUEZ-
DELGADO et al., 2001).
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RESULTADOS E DISCUSSAO

Producéo da enzima heteréloga em E. coli BL21(DE3) e purificagéo

Os resultados obtidos durante o processo de clonagem e expressao estao

demonstrados no Anexo 2.

Apos selecao da cepa e das condicdes de expressao, foi realizado um ensaio
para producdo da enzima em maior escala, procedido com cultivo da cepa E. coli
BL21(DE3), portadora do plasmideo pET28a(+) AFDKP. O periodo de incubacgéo
apos a inducdo com 0,2 mM de IPTG foi de 24 horas a 20°C.

A biomassa celular obtida apds este periodo foi submetida a processo de lise,
conforme metodologia descrita, e o lisado intracelular resultante deste procedimento
foi posteriormente purificado por cromatografia em coluna de afinidade HisTrap™ de
1 mL (GE Healthcare), como demostrado na Figura 3. O rendimento da purificacdo

foi de 236 ug mL* de proteina.

Figura 3: Cromatografia de purificacdo HisTrap™, onde tampdo A (10 mM
Imidazol) e B (500 mM Imidazol). Teste de atividade enziméatica, o parametro 100%
foi assumido como o maior valor de 4-vinilguaiacol obtido entre as unidades
experimentais que foi 279,7 mg L de 4-vinilguaiacol (reagdo composta por 50 pL de
extrato enzimatico e 450 pL de uma solugéo de 0,3 g L de acido ferdlico).
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Na Figura 3 € possivel observar que a proteina recombinante comeca a ser
removida da coluna em torno de 45% de fase moével B, correspondendo a uma
concentracdo de aproximadamente 250 mM de imidazol, com maior incidéncia de
absorbancia nos tubos 12 e 13, quando da coleta das aliquotas. Em sua totalidade,
as aliguotas coletadas durante o processo de purificacdo foram submetidas a teste
de atividade da enzima éacido ferulico descarboxilase, os resultados destas reacfes

estdo demonstrados na mesma figura.

O material coletado foi submetido a analise em gel para verificacdo da
qualidade das amostras purificadas, como demonstrado na Figura 4A. Apés a
mistura das aliquotas que continham a proteina recombinante purificada, foi
realizada nova analise em gel de poliacrilamida SDS-PAGE para verificagdo do
material e prosseguimento com a caracterizacdo da enzima recombinante (Figura
4B).

Figura 4: A) Analise da purificacdo de enzima recombinante &cido ferulico
descarboxilase, em gel de poliacrilamida SDS-PAGE, sendo 1- Marcador de massa
molar; 2- Amostra do tubo 10; 3- Amostra do tubo 11; 4- Amostra do tubo 12; 5-
Amostra do tubo 13; 6 — Amostra do tubo 14 e 7 — Amostra do tubo 15 da
cromatografia de purificacdo, e; B) Avaliacdo da pureza da enzima &cido ferulico
descarboxilase recombinante em gel de poliacrilamida SDS-PAGE, sendo 1-
Marcador de massa molar e 2- Mix das amostras que continham a proteina

recombinante.
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Caracterizacdo bioquimica da enzima recombinante &cido ferdlico

descarboxilase

Tempo de reacdo enzimética

Para o inicio da caracterizacdo bioquimica do extrato purificado da enzima
acido ferulico descarboxilase, foi procedido o teste de tempo de reacdo para
determinacdo do melhor tempo de reacéo, dentro das condicdes de ensaio. O teste
foi realizado em banho de aquecimento com rotacdo a 40°C, em pH 5,5, nos

seguintes tempos de reacao: 5, 10, 15, 20, 25 e 30 minutos.

Figura 5: Avaliacdo do tempo reacional para a enzima recombinante &cido
fertlico descarboxilase nas condicbes de reacdo pré-determinadas, reacao
composta por 50 pL de extrato enzimatico (enzima 59 pg mL?t) e 450 yL de uma
solucédo de 0,3 g L de &cido ferdlico.
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O resultado do teste indicou que o melhor tempo de reacado para as atividades
enzimaticas foi de 5 minutos (Figura 5), levando-se em consideracdo as

concentracdes de substrato e produto a serem quantificados para determinacdo da
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interferéncia de fatores externos nos passos seguintes do procedimento de
caracterizacao bioquimica.

Efeitos do pH e da temperatura na atividade da enzima heteréloga purificada

O efeito do pH na atividade de acido ferulico descarboxilase foi testado em
banho de aquecimento com rotagdo a 40°C na faixa de pH de 4,0 a 9,0, tempo de
reacdo de 5 minutos. Os tampdes utilizados foram: acetato (4,0 a 5,0), mes (5,5 a
6,5), hepes (7,0 a 8,0) e bicine (8,5 a 9,0).

O resultado da analise indicou que a enzima é ativa num amplo intervalo de
pH, e em pH 5,5 obteve-se o méximo de atividade enzimatica como demonstrado na
Figura 6A. Tais resultados corroboram os testes realizados com a enzima produzida
por sua cepa nativa, e testada em extrato bruto conforme o apresentado no Capitulo
1.

Figura 6: Efeito do pH (A) e temperatura (B) na atividade da enzima &cido
ferulico descarboxilase. O parametro 100% foi assumido como o maior valor de 4-
vinilguaiacol obtido entre as unidades experimentais, sendo respectivamente 263,76
mg Lt e 287,89 mg L. Reacdo composta por 50 puL de extrato enzimatico (enzima
59 pug mL1) e 450 pL de uma solugéo de 0,3 g L* de acido ferdlico.
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O efeito da temperatura na atividade da enzima recombinante &cido feralico
descarboxilase foi avaliado com rea¢des enzimaticas ocorrendo em temperaturas de
20 a 60 °C (com variacdo de 5°C), em pH 5,5, tempo de reacdo de 5 minutos. Os

7

resultados indicaram que a enzima €& ativa numa ampla faixa de temperatura,
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apresentando atividade o6tima em 40°C (Figura 6B), indicando permanéncia das
caracteristicas conforme o obtido em extrato bruto de producdo com a cepa nativa
(DOS SANTOS et al., 2021).

Pelos resultados apresentados, as caracteristicas especificas com relacdo as
condicbes de pH e temperatura ideais de reacdo, a enzima recombinante manteve
as mesmas observadas para a atividade na forma nativa, demonstrando
preservacdo de suas caracteristicas na ocorréncia do processo de clonagem e
expressao heterdéloga. Conforme o exposto por Cavin e colaboradores (1998), este
tipo de estabilidade na permanecia de caracteristicas para as enzimas
descarboxilases de acido fendlicos, deve ser levado em consideracdo para
processos biotecnolégicos, uma vez que é comum as mesmas apresentarem

alteracdes ap06s o processo de clonagem e expressao.

Efeitos do pH e da temperatura na atividade e estabilidade da enzima
purificada

Devido as condi¢cdes industriais de temperatura e pH serem um grande
desafio para utilizacdo de biocatalizadores, foram feitos testes para avaliar a
estabilidade da enzima em diferentes temperaturas e pH. O efeito do pH sobre a
estabilidade da enzima, quando em auséncia de substrato, foi determinado pela
diluicdo do extrato enzimatico em solucao tampao a 0,1 M (1:2): acetato (4,0 a 5,0),
mes (5,5 a 6,5), hepes (7,0 a 8,0) e bicine (8,5 a 9,0). A mistura foi mantida sob
incubagdo nas temperaturas 4°C e 25°C durante 24 horas. E posteriormente foi
submetida a reacdo enzimatica realizada em banho de aquecimento com rotagcéo a
40°C, em pH 5,5, tempo de 5 minutos.

Os resultados obtidos revelaram baixa perda de atividade no armazenamento
durante um periodo de 24 horas sob as temperaturas de 4 e 25°C. A enzima
apresenta uma pequena reducéo de sua capacidade catalitica na faixa de pH de 4 a
9, mantendo aproximadamente 88% de atividade relativa quando incubada sob 4°C
e 99% quando incubada a 25°C (Figura 7A). Conforme demonstrado por Sheldon e
colaboradores (2005), é importante observar durante caracterizacdo prévia de
extrato enzimatico purificado as caracteristicas da estabilidade dos mesmos, uma

vez que serdo necessarios processos de incubagcdo e empacotamento em diferentes
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momentos da construcdo dos agregados reticulados enzimaticos nos processos de

imobilizacdo enzimatica para aplicacdes biotecnologicas.

Figura 7: Efeito da variacdo do pH (A) e temperatura (B) na estabilidade da
enzima acido ferulico descarboxilase em auséncia de substrato. O parametro 100%
foi assumido como uma aliquota que néo foi submetida ao processo de incubacéo,
formando respectivamente 284,98 mg L' e 287,29 mg L de 4-vinilguaiacol. Reacéo
composta por 50 uL de extrato enzimatico (enzima 59 ug mL?) e 450 pL de uma

solucédo de 0,3 g L de &cido ferdlico.
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O efeito da temperatura sobre a estabilidade da enzima, quando em auséncia
de substrato, foi determinado pela incubacdo dos extratos em diferentes
temperaturas (20-50°C), durante diferentes periodos de tempo (60, 360 e 720
minutos). E posteriormente foi submetida a reacdo enzimatica realizada em banho
de aquecimento com rotacdo a 40°C, em pH 5,5, tempo de 5 minutos.

Os resultados aqui obtidos demonstram que a enzima recombinante manteve
aproximadamente 80% de sua atividade relativa, mesmo durante 720 minutos de
incubacdo a 40°C (Figura 7B), estas caracteristicas permitem propor que tal extrato
enzimatico apresentara bons indices de atividade catalitica durante ciclos continuos
de producédo do composto de interesse. Os autores Gu et al. (2011a) e Detering et
al. (2020a) também relatam a estabilidade da enzima em uma ampla faixa de
temperatura (25 a 50°C), porem os resultados apresentados respectivamente para
Enterobacter sp. Px6-4 e Schizophyllum commune sao referentes a tempos de

incubacédo de 60 minutos.

Efeito de cations sobre a atividade da enzima

Os cations podem interagir com aminoacidos em diferentes porcdes da
proteina e no sitio catalitico, 0 que consequentemente pode causar modulagédo
negativa ou positiva sobre a atividade enzimatica. A influéncia de ions metalicos foi
avaliada realizando-se a medida de atividade enzimatica em presenca de MgClz,
CaClz, MnClz, FeCls, CuClz, CdClz, HgCl2, AgNOs, Cl2Co, LiCl, BaCl, ZnSOa, NiSO4,

em concentragdes equivalentes a 1 mM dos sais na mistura reacional.
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Figura 8: Efeito da presenca de cations metalicos na atividade da enzima
acido ferulico descarboxilase. O parametro 100% foi assumido como uma aliquota
que ndo foi submetida a presenca dos sais, formando 262,70 mg L* de 4-
vinilguaiacol. Reacdo composta por 50 pL de extrato enzimatico (enzima 59 pug mL™?)

e 450 pL de uma solucéo de 0,3 g L de acido ferdlico.
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Como demonstrado na Figura 8, os efeitos de Mn*2, Ba*2 e Co*? foram de

ativacdo da enzima recombinante, com destaque para Co*? que aumentou em
aproximadamente 20% a atividade enzimatica.

Por outro lado, Hg*?, Zn*?, Cu*? e Cd*? extinguiram por completo a atividade
enzimatica. Conforme demonstrado para uma acido ferulico descarboxilase de
Enterobacter sp. expressa heterologamente em E. coli, é caracteristico que Hg*? e
Cu*? promovam acentuada inibicdo da atividade destas enzimas reduzindo cerca de
99% da atividade enzimatica (GU et al., 2011b), semelhante ao demonstrado para a
descarboxilase de acido ferulico de P. fluorescens (HUANG; DOSTAL; ROSAZZA,
1994). Durante estudos de caracterizagdo de uma éacido ferulico descarboxilase de
B. pumillus, Degrassi e colaboradores (1995), também demonstraram que a

atividade de catalitica era inibida na presenca de ions de cobre e que de ions de
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zinco e ferro a mesma era drasticamente reduzida. Estes resultados sé@o discutidos
mais profundamente na etapa de estudos computacionais.

Os efeitos de DTT (ditiotreitol) e L-cisteina na atividade da enzima também
foram avaliados, ambos em concentrac¢des de 0,2 mM, 0,5 mM e 1 mM. Foi possivel
observar que 1 mM de DTT reduziu em 10% a capacidade catalitica da enzima
recombinante, e a mesma concentracdo de L-cisteina reduziu aproximadamente
20% da atividade enzimética (Figura 9). Estes resultados, juntamente com a
caracterizacdo do extrato bruto produzido pela cepa nativa, demonstram que o
apresentado por Huang e colaboradores (2012) ndo pode ser aplicado a todas

enzimas da familia de descarboxilases de acido fendlico.

Figura 9: Efeito da presenca de DTT e L-cisteina na atividade da enzima
acido ferulico descarboxilase. O parametro 100% foi assumido como uma aliquota
que ndo foi submetida a presenca dos compostos, formando 279,91 mg L de 4-
vinilguaiacol. Reacdo composta por 50 pL de extrato enzimatico (enzima 59 pug mL?)
e 450 pL de uma solucdo de 0,3 g L de acido ferdlico.
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Parametros cinéticos e especificidade da acido ferulico descarboxilase

Os valores de Km e Vmax da enzima recombinante &acido ferudlico
descarboxilase expressa em E. coli foram determinados utilizando acido ferdlico

como substrato entre 100-1000 mg L 1. Os valores de Km e Vmax foram estimados



84

em 295 mM e 102,10 pmol.mintmg?! para a enzima recombinante, como

demonstrado na Figura 9.

Figura 9: Estudo de cinética enzimatica.
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Os dados apresentados na Figura 9 confirmam uma enzima de alta eficiéncia
catalitica, com relacdo aos dados encontrados nas atividades enzimaticas dessa
enzima nativa de outros microrganismos procariotos, expressa de forma heteréloga
como no caso de Rodrigues e colaboradores (2008), que descreveram tal enzima
proveniente de Lactobacillus plantarum com Km de 0,08 mM e Vmax 0,9 umol.min
L. mg?! quando da atividade enzimatica sobre acido fertlico. Bem como Degrassi e
colaboradores (1995), durante estudos e caracterizacdo de uma &cido ferdlico
descarboxilase de B. pumillus, encontraram valores para Km € Vmax, sendo 1.03 mM

e 0,19 mmol.minY/mg.liter-1 respectivamente.

Modelagem computacional

Modelos estruturais da enzima acido ferulico descarboxilase

Neste estudo, o gene que codifica a acido ferulico descarboxilase em K.
pneumoniae TD 4.7 foi isolado e identificado como um fragmento de 504 pb,
codificando um polipeptideo de 167 residuos de aminoacidos. A sequéncia peptidica

deduzida da acido ferulico descarboxilase de K. pneumoniae TD 4.7 mostrou uma
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identidade de sequéncia de 98% para descarboxilases de outras bactérias do
mesmo género.

Com o intuito de entender o mecanismo de acao da enzima, estudos foram
realizados com a sequéncia polipeptidica obtida a partir do gene sequenciado e nos
ensaios foram criados modelos utilizando os programas de predicdo estrutural
AlphaFold Multimer e Swissmodel. Os modelos gerados sdo apresentados no
trabalho desenvolvido por Navarrete (2023), e os resultados demonstram auséncia
de pontes dissulfeto, corroborando a nédo presenca de efeitos de DTT (ditiotreitol) e
L-cisteina sobre a capacidade catalitica da enzima, assim os resultados relativos ao
aumento da promiscuidade enzimatica na presenca destes compostos ndo pode ser
aplicado a todas enzimas da familia (Huang et al.;2012).

Na Figura 10 é representado em sticks os residuos cataliticos determinados a
partir das proteinas da familia com estruturas conhecidas, como descrito por Gu e
colaboradores (2011) o sitio catalitico representado como um tambor de fundo semi-
aberto que catalisa reacbes por meio de um mecanismo de “abre-fecha”, com

abertura induzida por analogos do substrato (ROCHA, 2021).

Figura 10: Representacdo estrutural do sitio catalitico da AFD, em sticks os

residuos cataliticos e o substrato.

Ferulic acid
Ferulic acid

Fonte: autor.

A partir do modelo inicial gerado por homologia da estrutura PDB 3nx2 de Gu

e colaboradores (2011a), foi demonstrado o complexo enzima substrato, onde o
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acido ferudlico aparece em amarelo e laranja (Figura 10). Neste trabalho, bem como
proposto por Gu e colaboradores (201l1a), foram obtidos os mesmos residuos
envolvidos no ciclo catalitico sendo que os aminodcidos Trp25 e Tyr27 sao
necessarios para a entrada e orientacdo adequada do substrato, enquanto Glul134 e
Asn23 participam da transferéncia de prétons. Gu e colaboradores (2011a) através
de andlises de estrutura cristalina demonstram que Tyr27, Glul34 e Asn23 devem
ser tidos como residuos principais relacionados a ligacdo do substrato, onde Tyr27 e
Glul34 ligaram diretamente os grupos carboxila e hidroxila do substrato por meio de
ligacdes de hidrogénio e Asn23 ligou indiretamente ao grupo hidroxila do substrato
na presenca de uma molécula de agua.

Os resultados relativos a influéncia de cétions metalicos na atividade da
enzima &cido ferdlico descarboxilase nos ensaios realizados em bancada foram
apresentados na Figura 8, demonstrando que enquanto os efeitos de Mn*?, Ba*? e
Co*? foram de ativacdo da enzima recombinante, os efeitos de Hg*?, Zn*?, Cu+2 e
Cd*? extinguiram por completo a atividade enzimatica. Tais resultados de inativacédo
ja haviam sido obtidos para esta mesma enzima proveniente de diferentes
microrganismos como Enterobacter sp. expressa heterologamente em E. coli, P.
fluorescens e B. pumillus (DEGRASSI; POLVERINO DE LAURETO; BRUSCHI,
1995; GU et al., 2011b; HUANG; DOSTAL; ROSAZZA, 1994; ZAGO; DEGRASSI;
BRUSCHI, 1995).

Entretanto, neste trabalho foi possivel realizar investigacdes baseados em
dindmicas moleculares computacionais com a finalidade de compreender os
detalhes do prejuizo causado pela presenca destes cations metalicos, e o0s
resultados relativos aos ensaios com Hg*?, estdo apresentados na Figura 11.

Este ensaio computacional ocorreu em duas etapas, a primeira etapa
corresponde aos itens discriminados como A e B, onde A representa o inicio da
atividade (0 nano segundos), na presenca de fons Hg*? (cinza) e CI- (verde) na caixa
de solvatacdo antes de rodar a simulacdo de dinamica molecular; e B representa o
tempo final da atividade (apos 400 nano segundos). Ja a segunda etapa do ensaio
computacional corresponde aos itens discriminados como C e D, é relativa a
distribuicdo de distancia minima entre os oxigénios carboxilicos dos residuos da
proteina envolvidos na interacdo com ions Hg*? e um ensaio controle apenas na

presenca de Na*; respectivamente.
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Figura 11: Dinamica molecular computacional da enzima &cido ferulico

descarboxilase na presenca de ions Hg*2.

t=400 ns

6
. = E134(A)
w4 - D22(A)
a ;’ = E134(B)
p = D22(B)
0 0.00
0 15 20 25 30 35 4.0 0 5 10 15 20 25 30 35
drin (A) dinin (A)

Fonte: autor.

Durante os ensaios de dindmica molecular, demonstrada esquematicamente

em A e B, é possivel observar que no tempo inicial os ions Hg*? em cinza na caixa
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de solvatacdo ndo estdo em interacdo com a proteina, contudo quando decorridos
400 nano segundos é visivel que os ions Hg*? interagem diretamente com E134 e
D32. O residuo E134 é importante para a ligagédo e catélise do acido ferulico como
foi demonstrado na Figura 10.

Afim de validar o comportamento observado nos itens A e B da Figura 11, foi
realizado um ensaio controle com resultados quantitativos apresentados nos itens C
e D, demonstrando os valores de distribuicdo de distancia minima entre os oxigénios
carboxilicos dos residuos D22 e E134 de cada cadeia. E possivel observar no item
C, correspondente a dinamica molecular na presenca de 15 ions Hg*? na caixa de
solvatacdo, que a distribuicdo da distancia entres os ifons Hg*? e os oxigénios
carboxilicos de D22 e E134 é de 2,0 a 2,5 A ao longo do ensaio de 400
nanosegundos, demonstrando ligacéo direta entre estes residuos e o0s respectivos
ions. Nos resultados apresentados no item D, ou seja, na presenca de 15 ions Na* é
possivel observar um comportamento contrario em que as distancias entre 0s
oxigénios carboxilicos de D22 e E134 s&o maiores correspondendo a 0 e 35,0 A ao
longo do ensaio de 400 nanosegundos, demonstrando que ndo ha uma ligacéo
continua entre os residuos e os ions Na*.

Os resultados relativos aos ensaios computacionais na presenca de ions
Hg*?, sdo parciais, além disso os mesmos ensaios serédo realizados com os ions
Zn*2, Cu+2 e Cd*?, uma vez que estes também extinguiram por completo a atividade

enzimatica durante a caracterizagdo bioquimica da enzima.
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CONCLUSAO

A acido ferdlico descarboxilase pode ser clonada e expressa em E. coli com
relativa facilidade e manteve as caracteristicas originais da enzima nativa, ou seja,
pH 6timo 5,5 e temperatura 6tima de 40°C.

A enzima apresenta baixa perda de atividade nos testes de estabilidade em
diferentes faixas de pH, onde apd6s 24 horas sob temperatura de 25°C e faixa de pH
de 4 a 9, manteve aproximadamente 99% de sua capacidade catalitica. Bem como
apos 720 minutos de incubacéo a 40°C e pH 5,5, mantendo aproximadamente 80%
de sua capacidade catalitica.

As analises da sequéncia do gene da &cido ferdlico descarboxilase
demonstrou um alto grau de conservagcdo para as bactérias do género Klebsiella
(identidade de sequéncia de 98%).

Os estudos computacionais sobre a estrutura da enzima mostraram auséncia
de cisteina e pontes dissulfeto, o que explica os resultados obtidos nos ensaios com
DTT, justificando que o aumento de promiscuidade da enzima na presenca deste
composto ndo pode ser aplicado a todas as enzimas descarboxilases de &cido
ferdlico.

Foram demonstrados os residuos envolvidos no ciclo catalitico, sendo os
aminoacidos Trp25 e Tyr27 necessarios para a entrada e orientacdo adequada do
substrato, e Glul34 e Asn23 participam da transferéncia de prétons.

Os ensaios computacionais demonstraram que a presenca de ifons Hg*?
interagem direta e continuamente com E134 e D22, inviabilizando a atividade

enzimaética.
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Extracdo e fracionamento de lignina para obtencao de acido ferulico e 4cido
p-cumarico a partir de bagaco de cana de agUcar e talos de uva
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RESUMO
O baixo custo, ndo toxidade e alta disponibilidade das fibras lignocelulosicas tornam
esses materiais substrato adequados a bioprocessos, acrescentando vantagens
econbmica e ambiental aos mesmos. O setor sucroalcooleiro gerara
aproximadamente 171,9 milhdes de toneladas de bagaco na safra 2022/23 e,
embora esse material tenha importancia a geracdo de energia elétrica para a
industria, pode ser um excelente substrato para a producgéo de bioprodutos de valor
agregado. Além do mais, toda a metodologia e processos desenvolvidos, para o
aproveitamento biotecnolégico do bagaco de cana pode ser adaptada para outros
residuos agricolas e agroindustriais como os talos de uva produzidos em regides
vitivinicolas, que atualmente representam uma questdo de gestdo de residuos e se
apresentam como uma potencial fonte de componentes de materiais biodegradaveis
e acucares fermentesciveis como a xilose. Partindo deste principio, o objetivo deste
trabalho foi comparar e propor metodologias de extracdo aquosa de lignina, focando
em obtencdo de &cido ferulico e &cido p-cumarico a partir de bagaco de cana de
acucar e talos de uva. A biomassa foi preparada por lavagem, secagem, trituracao e
peneiramento para padronizacdo de tamanho das particulas e submetida a trés
técnicas conhecidas de extracdo sélido-liquido alcalina (convencional, autoclave e
extracao ultrassom). Os resultados demonstraram a presenca de acgucares redutores
em todos 0s extratos, a maior concentracao obtida para o bagaco de cana de acucar
foi no procedimento de extracdo solido-liquido com auto-clave no tempo de 60
minutos 120°C e 1 atm, com um total de 118,54 mg L, enquanto para o talo de uva
foram obtidos 136,54 mg L' nas mesmas condigcbes. Quanto ao conteldo de
polifendis totais, no bagaco de cana de acucar a maior liberacdo foi obtida com o
método de extracdo solido-liquido com autoclave com 60 minutos a 120°C e 1 atm.,
liberando um total de 1225,53 mg L; enquanto que para o talo de uva nas mesmas
condicdes extrativas foram obtidos 2189,67 mg L. Contudo quando das andlises
cromatograficas dos extratos de talo de uva foi identificada a auséncia dos &cidos p-
cumarico e acido ferulico, obtendo-os apenas dos extratos de cana de aclcar. A
extragcdo convencional de bagaco de cana de acucar a 90°C durante 60 minutos,
apresentou os niveis de liberacdo mais altos para acido p-cumarico (948,82 mg L)
e Aacido ferdlico (135,41 mg L7), mostrando que tratamentos extrativos mais

agressivos ndo propiciam maior obtencdo desses compostos. Os acidos ferulico e p-
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cumarico foram convertidos enzimaticamente a 4-vinilguaiacol e 4-vinilfenol,
respectivamente, com rendimentos de 43% para acido ferulico e 55% para acido p-
cumarico demonstrando a possibilidade de uso destes compostos para a producéo

de flavours naturais de grande interesse comercial.

Palavras chave: Bioprocessos, Compostos fendlicos, Biomassa lignoceluldsica,

Acido ferulico, Acido p-cumarico
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RESUMEN
El bajo costo, la no toxicidad y la alta disponibilidad de las fibras lignocelulésicas
residuos agricolas hacen que estos materiales sean sustratos aptos para
bioprocesos, generando ventajas econdmicas y ambientales. El sector
azucaralcoholero generara aproximadamente 171,9 millones de toneladas de
bagazo en la zafra 2022/23 y, aunque este material es importante para la generacion
de energia eléctrica para la industria, puede ser un excelente sustrato para la
produccion de bioproductos con valor afiadido. Ademas, toda la metodologia y
procesos desarrollados para el aprovechamiento biotecnoldgico del bagazo de cafa
de azlcar podrian ser adaptados a otros residuos agricolas y agroindustriales como
los raspones de uva producidos en regiones vitivinicolas, que actualmente
representan un reto de gestion de residuos y se presentan como fuente potencial de
sustratos para la produccion de materiales biodegradables y azlcares fermentables
como la xilosa. Basado en este principio, el objetivo de este trabajo fue comparar y
proponer metodologias para la extraccion acuosa de la lignina, enfocandose en la
obtencion de acido ferulico y &cido p-cumarico a partir de bagazo de cafia de azlcar
y raspén de uva. La biomasa se prepar6 mediante lavado, secado, trituracion y
tamizado para estandarizar el tamafio de las particulas y se sometid a tres
conocidas técnicas de extraccion solido-liquido alcalino (extraccion convencional,
autoclave y ultrasonica). Los resultados demostraron la presencia de azucares
reductores en todos los extractos, la mayor concentracion obtenida para el bagazo
de cafa de azucar fue en el procedimiento de extraccion solido-liquido con autoclave
en un tiempo de 60 minutos a 120°C y 1 atm, con un total de 118,54 mg. LY,
mientras que para el raspén de uva se obtuvieron 136,54 mg L en las mismas
condiciones. En cuanto al contenido de polifenoles totales, en bagazo de cafia de
azucar la mayor liberacion se obtuvo con el método de extraccion solido-liquido con
autoclave durante 60 minutos a 120°C y 1 atm., liberando un total de 1225,53 mg L;
mientras que para el raspon de uva en las mismas condiciones extractivas se
obtuvieron 2189.67 mg L. Sin embargo, al realizar el andlisis cromatogréafico de los
extractos de raspon de uva se identificé la ausencia de acido p-cumarico y acido
ferulico, obteniéndose estos Unicamente a partir de los extractos de cafia de azucar.
La extracciéon convencional del bagazo de cafia de azucar a 90°C durante 60

minutos mostré los mayores niveles de liberacion de acido p-cumarico (948.82 mg L
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1) y acido ferulico (135.41 mg L?), demostrando que tratamientos extractivos mas
agresivos no conducen a mayores rendimientos de estos compuestos. Los acidos
ferdlico y p-cumarico se convirtieron enziméticamente en 4-vinilguayacol y 4-
vinilfenol, respectivamente, con rendimientos del 43 % para el acido feralico y del 55
% para el acido p-cumarico, lo que demuestra la posibilidad de utilizar estos
compuestos para la produccion de aromatizantes naturales de gran interés

comercial.

Palabras clave: Bioprocesos, Compuestos fendlicos, Biomasa lignocelulésica, Acido

ferulico, Acido p-cumarico
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INTRODUGCAO

A ameaca de uma nova crise energética, traz outra vez a pauta internacional
a necessidade de se viabilizar as formas de energia alternativas e ndo dependentes
de combustiveis fosseis. O Brasil, ha décadas ja produz o etanol como combustivel
alternativo, sendo o segundo maior produtor mundial de etanol. Para a safra
2022/23, sao previstas a producdo de 572,9 milhdes de toneladas de cana de agucar
com producdo de 33,9 milhGes de toneladas de acucar, 30,35 bilhGes de litros de
etanol e 171,9 milhdes de toneladas de bagaco (BRASILIA, 2021).

Além da cana de acgucar, outras culturas como a uva e seus derivados como
0S sucos, vinhos e geleias, apresentam uma grande importancia econémica com
producdo anual de mais de 77 milhdes de toneladas, sendo considerada pela
Organizacdo das Nacfes Unidas para Alimentacdo e Agricultura uma das maiores
safras de frutas do mundo (FAO, 2023; OIV, 2022). Estes meios produtivos, por sua
vez, geram milhdes de toneladas de residuos como brotos, bagaco, cascas e talos
de uva. Com isso, apds os processos do periodo de vindima o0 que representa uma
guestdo de gestdo de residuos, sendo este um grande desafio das regibes
vitivinicolas como Espanha.

Estes setores produtivos se deparam com questdes de acumulo e destinacédo
de subprodutos das diversas etapas da cadeia produtiva e tendo que desenvolver
estratégias para reduzir o custo do processo, impacto socioecondmico e ambiental.
O aperfeicoamento dos processos e a criagdo de sistemas fechados aplicados numa
economia circular oferecem op¢des economicamente importantes aos subprodutos,
convertendo-os em matéria-prima secundaria para produtos de alto valor comercial
agregado (PARISI; NANNI; COLONNA, 2021).

Com a grande quantidade de biomassa gerada a partir do manejo agricola, e
tais manejos existem as questdes de acumulo e destinacdo de subprodutos
presentes nos diversos ciclos da cadeia alimentar. Ao longo do tempo mdltiplas
aplicacbes para os residuos de biomassa gerados no setor vitivinicola tém sido
propostas, como € o0 caso dos estudos que propdem a reutilizacdo de cascas e
sementes de uva (SANCHEZ-GOMEZ et al., 2014), cujas tém toneladas produzidas

todos 0s anos e consequentemente despertam interesse uma vez que aplicagdes
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em quimica verde podem ser vantajosas econémica e ambientalmente (ESCOBAR-
AVELLO et al., 2021).

Assim como as cascas e 0s brotos de videira, os talos também sdo biomassa
gue ainda n&o apresentam aplicacdes nobres, sendo tradicionalmente descartados
ou usados como fertilizantes organicos (ABADIA RETUERTA SA). Contudo, estudos
recentes tém demonstrado a grande capacidade da biomassa lignocelulosica
advinda da industria vinicola com propostas de producdo de aditivos alimentares
(ESCOBAR-AVELLO et al., 2021), utilizagdo na composi¢cdo de biomateriais como o
polibutileno succinato, substituinte de polipropileno e do polietiieno (NANNI et al.,
2021), e substrato para producdo de acido succinico a partir de biotransformacao
microbiana (FILIPPI et al., 2021).

Em particular, o gerenciamento do bagaco da cana de agucar tem sido uma
importante estratégia de geracédo de energia dentro da prépria industria e cada vez
mais assume importancia dentro da producao e rendimento econémico e energético.
Contudo, ainda existem potencial de uso do bagaco para fins biotecnolégicos como
0 etanol de segunda geracdo e outros produtos. A grande maioria dos processos
busca o aproveitamento dos polissacarideos das fibras do bagaco, porém, os
compostos fendlicos na estrutura da biomassa lignocelulésica (lignina) séo
importantes substratos para obtencdo de compostos com alto valor agregado.
Compostos como os acidos hodrixibenzoicos e hidroxicinamicos, por exemplo, 0s
acidos ferdlico e p-cumarico possuem valor em sua forma natural ou
biotransformado em 4-vinilguaiacol e 4-vinilfenol, respectivamente, uma vez que
suas aplicacbes sdo vastas na industria alimenticia, farmacéutica e cosmética
(CARVALHO et al., 2021; PAZ et al., 2016).

Entretanto, a estrutura recalcitrante da biomassa lignicelulosica, devido
principalmente a lignina, oferece obstaculo as biotransformacdes microbianas,
impedindo a converséao direta das fibras em produtos de alto valor agregado (PANG
et al., 2021). O bagaco de cana de acgucar apresenta teores de lignina entre 23-32%,
sendo esta composta por monémeros de alcool p-cumarilico, alcool coniferilico e
alcool sinapilico, contendo unidades p- hidroxifenil (H), guaiacil (G) e siringil (S). A
lignina do bagaco cana de aclUcar é proporcionalmente rica destas trés unidades
precursoras (G, S e H), além disso as ligacdes entre as unidades sao principalmente
ligacdes éeter e C-C, sendo a ligacao de éter, a mais abundante compreendendo 77-
85% de todas as ligagbes (DEL RIO et al., 2009, 2012a, 2012b). Com base nessas
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caracteristicas, estabeleceu-se que para romper as estruturas deste material
lignocelulésico e aumentar a digestibilidade da matriz antes das conversdes, 0s
tratamentos alcalinos sdo muito mais eficientes para tanto para extracdo quanto para
a solubilizacdo da lignina pois as ligacfes ésteres sdo mais facilmente quebradas
nessas condicdes, além de promover com pouca degradacdo da hemicelulose e
celulose (ASGHER et al., 2014; CAO et al., 2018; PEREIRA SCARPA et al., 2019).

Varios reagentes podem ser utilizados para este processo, como o hidréxido
de sdédio, hidroxido de potassio, hidroxido de amodnia e hidréxido de calcio. O
hidroxido de sédio € o reagente mais usado para este pré-tratamento uma vez que
promove a extracdo da lignina com boa eliminacdo da hemicelulose (REN et al.,
2016). Atualmente estdo disponiveis muitas técnicas usadas para a extracdo de
compostos fendlicos de diferentes tipos de biomassa lignocelulosica, a maioria delas
usando condi¢cdes extremamente agressivas e de alto custo, gerando extratos
altamente contaminados com produtos que prejudicam a posterior utilizacdo (PANG
et al., 2021).

Partindo deste principio, o objetivo deste trabalho foi comparar e propor
metodologias de extracdo aquosa baseadas no aproveitamento da biomassa
lignocelulosica de bagaco de cana de acUcar e talos de uva para obtencéo de acido
ferulico e acido p-cumarico. Dividido em trés técnicas conhecidas de extracdo solido-
liquido (extracéo solido-liquido convencional, extracéo soélido-liquido com autoclave e
extracdo solido-liquido com ultrassom), que serdo procedidas em condi¢cdes
alcalinas afim de compreender as possiveis alteracbes da composi¢do dos extratos

obtidos e suas possiveis aplicacdes para extracao de diferentes compostos.
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MATERIAL E METODOS
Biomassa lignoceluldsica de cana de agucar
O bagaco de cana de acucar utilizado neste trabalho, apresentado na Figura

1, foi gentilmente doado pela Usina Vale Ltda. — Aclcar e Alcool, localizada no
municipio de Onda Verde, Estado de S&o Paulo, Brasil.

Fonte: autor.

O mesmo foi lavado em agua da torneira por 5 vezes para remover 0S
acucares, e seco por circulacdo de ar a 40 + 2 °C por 120 h até o teor de umidade
ficar abaixo de 5% (p/v). O bagaco seco foi triturado em triturador TRF 400 e

peneirado para tamanho de particula entre 1,41 e 2,83 mm.

Biomassa lignoceluldsica de talos de uva

Os talos de videira da variedade Airén (Vitis vinifera), apresentados na Figura

2 foram gentilmente doados pelo Instituto da Vinha e do Vinho de Castilla-La



102

Mancha (IVICAM), localizado na regido espanhola de Castilla-La Mancha, por

selecéo aleatdria na safra de 2021.

Figura 2: Talos de uva.

Fonte: autor.

A biomassa foi lavada trés vezes com agua e seca por 24 horas a 70°C em
estufa. O material seco foi triturado a usando um moinho de mesa em lotes (A10
basic, IKA, Germéania) para obter uma amostra homogénea (p6). A biomassa
padronizada por moagem foi mantida, até o seu uso, sob vacuo e temperatura
ambiente (25-27 °C).

Procedimentos de extracao

As diferentes metodologias de extracdo foram realizadas paralelamente
utilizando solucao de hidréxido de sédio 0,5 M e biomassa numa propor¢cao de 5%
p/v, conforme descritas por Scarpa e colaboradores (2019). Todos os procedimentos
de extracdo foram realizados em triplicata para as biomassas de bagaco de cana de
acucar e talos de uva, em cada uma das condi¢des abaixo descritas.
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Para os ensaios de extracao sélido-liquido com autoclave, 1,25 g de biomassa
de foi extraido com 25 mL de solucdo de extracdo, mantidos a 120°C e 1 atm
durante 15, 30 e 60 minutos. Foi utilizada uma autoclave (Fabbe Vertical, modelo
103), dispositivo selado que atua através de calor umido, ou seja, vapor saturado
sob presséo.

Para os ensaios de extracado solido-liquido convencional, 1,25 g de biomassa
de foi extraido com 25 mL de solucdo de extracdo, mantidos a 70 e 90°C com
agitacado constante de 300 rpm. O tempo de extracao foi estabelecido em 15, 30 e
60 minutos. Para este método foi utilizado um agitador magnético de bancada com
aguecimento (LBX Instruments, HO3D Series, USA).

Para os ensaios de extracdo solido-liquido dindmica, foi utilizada uma sonda
de ultrassom (QSONICA 5000 Sonicator, Cole Parmer, Vernon Hills, USA), e 1,25 g
de biomassa foi extraido com 25 mL de solucéo de extracdo. A mistura foi submetida
a pulsos de 80% de poténcia de 15 segundos, com intervalos de 5 segundos, este
processo ocorreu em banho termostéatico a mantido a 4°C por 3 e 5 minutos.

Ao finalizar todos os processos de extracdo as misturas foram filtradas em |a
de vidro para interromper possiveis processos de extracdo do residuo solido

restante.

Preparo de amostra e analise de parametros gerais

Inicialmente, foi aferido o pH das amostras e acido cloridrico concentrado
(HCI) foi adicionado até as amostras atingirem pH de 2,5 aproximadamente, e entéo
todos os extratos foram centrifugados a 15000 g por 5 minutos, a 4°C. Em seguida, 0
sobrenadante foi filtrado através de um filtro PVDF Durapore de 0,22 um (Millipore,
Bedford, MA, EUA), e armazenado para analise.

Todos os extratos foram analisados quanto aos parametros de °Brix e a
quantificacdo dos agucares redutores foi realizada pelo método DNS (acido 3,5-
dinitrosalicilico) (Miller, 1959), utilizando curva padrao de glicose.

Com a finalidade de realizar a separacdo dos compostos fendlicos que
possuem carater hidrofébico de sélidos solaveis que podem interferir em analises e

processos posteriores, foi realizada extracdo em fase solida (SPE) com cartuchos
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C18 (Sep Pak Plus, 820 mg de adsorvente, Millipore, Bedford, MA, EUA), afim de se
obter o isolamento de derivados de acidos hidroxicinamicos. Para isso, 3 mL de
extratos fendlicos foram aplicados a coluna e lavados com 5 mL de 4gua e em
seguida eluidos em 6 mL de etanol 96%. Os cartuchos usados foram previamente
condicionados com 5 mL de metanol e 5 mL de agua.

Apos este procedimento todas as amostras tiveram seu contetdo polifendlico
total mensurado pelo método de reagente de Folin-Ciocalteu (EVERETTE et al.,
2010), utilizando curva padréo de acido galico. Para isso, em tubo de ensaio 100 pL
de amostra foi adicionado a 6 mL de agua e homogeneizados suavemente, em
seguida foram adicionados 500 pL de reativo de Folin-Ciocalteu e novamente
homogeneizados; no mesmo tubo foram adicionados 1,5 mL de uma solugdo de
carbonato sddico a 20% e agua até completar o volume total de 10 mL. A mistura foi
deixada em descanso por 30 minutos a temperatura de 24 °C e em seguida teve sua
absorbancia determinada a 765nm em cubeta plastica utilizando um

espectrofotometro.

Analises de cromatografia liqguida de alta eficiéncia (HPLC)

A andlise de derivados do acido hidroxicindmico foi realizada usando um
sistema Agilent 1100 Series (Agilent, Waldbronn, Alemanha), equipado com DAD
(G1315B) e um LC/MSD Trap VL (G2445C VL) sistema de espectrometria de massa
por ionizacao por eletrospray (ESI-MS/MS). O sistema cromatografico foi gerenciado
por uma unidade de processamento de dados Agilent ChemStation (verséo B.01.03).
Os dados do espectro de massa foram processados usando o software Agilent
LC/MS Trap 5.3 (verséo 3.3).

A taxa de fluxo foi de 0,19 mL/min. O solvente A foi CH3CN/H20O/HCOOH
(3:88,5:8,5 viviv), o solvente B foi CH3CN/H2O0/HCOOH (50:41,5:8,5, v/vlv) e o
solvente C foi CH30OH/H20/ HCOOH (90:1,5:8,5, v/v/v). O gradiente de solvente
para a analise de compostos fendlicos ndo antocianinicos foi: zero minutos (98% A e
2% B), 8 minutos (96% A e 4% B), 37 minutos (70% A, 17% B e 13 % C), 51 minutos
(50% A, 30% B e 20% C), 51,5 minutos (30% A, 40% B e 30% C), 56 minutos (50%
B e 50% C), 57 minutos (50% B e 50% C) e 64 minutos (98% A e 2% B). Para

identificacédo, foi utilizado o ESI-MS/MS empregando os seguintes parametros: modo
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de ionizacdo negativo; gas seco, N2, 8 L/min; temperatura de secagem, 350°C;
nebulizador, 40 psi; capilar, 3500 V; escumadeira 1, -20 V; escumadeira 2, -60 V; e
faixa de varredura, 100-1000 m/z. A identificacdo dos &cidos hidroxicinamicos foi
realizada utilizando os padrées demonstrados na Tabela 1, e seus espectros UV-Vis.

Resumidamente, antes da injecdo no sistema de HPLC, o eluato de SPE foi
seco em um evaporador rotativo a 35 °C e redissolvido em 1,5 mL de solucdo de
metanol a 20% e 20 pL foi injetado em uma coluna de fase reversa ZORBAX Eclipse
XDB-C18 (2,1 x 150 mm; particula de 3,5 um, Agilent USA, Santa Clara-California),
a 40 °C. Cromatogramas em 320 nm foram utilizados para a quantificacdo dos
derivados do acido hidroxicinamico e seus produtos de descarboxilacdo nao

oxidativa, os padrdes utilizados sao informados na Tabela 1.

Tabela 1. Compostos analisados em HPLC.

Nomenclatura utilizada neste

irabalho Nome IUPAC
Acido ferulico ‘ (E)-3-(4-hidroxi-3-metoxifenil)prop-2-enoico
Acido p-cumarico (E)-3-(4-hidroxifenil)-2-propenoico
4-vinilguaiacol ‘ 4-Ethenyl-2-methoxyphenol
4-vinilfenol 4-Ethenylphenol

As curvas de calibragéo foram realizadas nas concentragdes de 0,1 a 100 mg
L1 para os compostos supracitados, o coeficiente de correlagdo foi de 0,999 para os

compostos estudados.

Producado enzimatica de 4-vinilguaiacol a partir de acido feralico de bagaco de

cana de acUcar

Nesta etapa do estudo foi utilizado o extrato da enzima acido ferudlico
descarboxilase heteréloga produzida e purificada conforme descricdo contida no
Capitulo Il deste documento.

Com base nos resultados obtidos a partir da quantificagdo de acido ferulico e

acido p-cumarico, o extrato selecionado para os testes de atividade enziméatica para
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producdo de 4-vinilguaiacol foi aquele obtido sob as condicbes de extracao
convencional a temperatura de 70°C e tempo de 15 minutos (nomeadamente BCA1-
EC NAOH, 70°C, 15MIN).

Para preparo do substrato para a reagéo enzimatica, inicialmente foi realizada
extracdo em fase solida (SPE) com cartucho C18, conforme mencionado
anteriormente, contudo apos a etapa de secagem em evaporador rotativo a 35°C o
material foi redissolvido em 1,5 mL de tamp&o fosfato de sédio 0,1 M (pH 5,5) e teve
seu conteudo de acido ferulico e acido p-cuméarico determinado por cromatografia
liquida de alta eficiéncia (HPLC).

Em seguida, a reacdo enzimatica ocorreu adicionando-se 0,05 mL de extrato
enzimatico (10% v/v) a 0,45 mL da solucdo contendo o substrato enzimatico, sendo
123,35+2,06 mg L de acido ferdlico e 785,29+13,88 mg L de &cido p-cimarico. A
mistura reacional foi incubada a temperatura de 40 °C, durante 2 e 5 minutos. A
atividade da enzima acido ferulico descarboxilase foi medida pela reducdo de acido
ferdlico e calculada pela formacao de 4-vinilguaiacol. Uma unidade de atividade (U)
foi definida como a quantidade de enzima necesséria para producao de 1 pmol de 4-

vinilguaiacol por minuto.

Analise estatistica

Utilizando o software Statsoft STATISTICA® 7.0, os dados das extracdes
realizadas com bagaco de cana de acucar foram submetidos a analise de variancia
(ANOVA) estabelecendo 5% ao nivel de confianca. Além disso, foram realizados o
teste de Tukey para comparar as médias entre as amostras, bem como ensaios de

desejabilidade.
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RESULTADOS E DISCUSSAO

Parametros gerais e quantificacdo de acucares, fendlicos totais, acidos

feralico e p-cumarico

Biomassa de bagaco de cana de acucar

As biomassas de bagaco de cana de acuUcar e talos de uva foram submetidas
a trés métodos de extracdo solido-liquido alcalina (convencional, autoclave e
ultrassom), em aspecto visual o bagaco de cana de aclUcar demonstrava estar bem
acessado pela solucdo extratante logo no inicio do processo. Ao realizar observacéo
visual nota-se que os diferentes métodos de extracdo geram extratos com coloragado
diferente, que passa de transparente incolor a transparente amarelado/marrom
escuro, a mudanca de coloracdo é associada ao rompimento das estruturas da
lignina e da hemicelulose, bem como a dispersao de fragmentos de lignina de baixa
e alta massa molecular (EUGENIO et al., 2021). A Figura 3 mostra as mudancas de

coloracdo para cada um dos tratamentos extrativos com bagaco de cana de acucar.

Figura 3: Demonstracdo da coloracdo dos extratos apO0s o procedimento
extrativo do bagaco de cana de acucar, onde A) Extracdo com autoclave, B)

Extracdo convencional e C) Extracdo com ultrassom.

Fonte: Autor.

Em nenhum dos extratos obtidos ap0s a realizacdo dos diferentes
procedimentos de extragdo foi observado aspecto de alta turbidez, caracteristica do
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rompimento das estruturas de celulose. Contudo, todas as amostras tiveram seu
°Brix e a quantidade de acgucares redutores verificados devido a possibilidade de
haver sélidos solubilizados. Os valores obtidos para a mensuragdo de °Brix dos
extratos de bagaco de cana de aclcar estdo apresentados na Figura 4, é possivel
observar que ndo superam 4,0 °Brix, bem como os testes estatisticos nao
demonstraram diferenca significativa entre os diferentes métodos de extracdo, os

dados do teste de Tukey estéo adicionados nas figuras.

Figura 4: Valor médio e desvio padrdo para o teor de °Brix dos extratos
obtidos, onde BCA: Bagaco de cana de acucar, EC: Extracdo convencional, EA:

Extragdo com autoclave e EU: Extracdo com sonda de ultrassom.
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Nota: Diferentes sobrescritos indicam diferencas estatisticamente significativas entre os tratamentos
de extracdo de acordo com o teste de Tukey (0<0,05).

Os resultados obtidos indicam a presenca de solidos soluveis, que podem ser
acucares, bem como de sais em solugcdo. Segundo (BILAL et al., 2020), no processo
de pré-tratamento alcalino seguido de adi¢cao de acido concentrado para correcao do

pH, provoca a precipitacdo das fracdes de lignina de alta massa molar e com a
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diminuicao do valor do pH, ocorre também a formacéo de sais que podem provocar
reducdo dos rendimentos de fases posteriores como a realizacdo de bioprocessos

enzimaticos e etapas de quantificacdo dos compostos de interesse.

Sendo assim, a quantificacdo de acucares redutores foi procedida afim que
determinar quanto destes sélidos s&do acucares provenientes dos diferentes
processos extrativos, os resultados estéo apresentados na Figura 5. De acordo com
a andlise de variancia os resultados apresentam diferencas significativas ao nivel de
95% de confianca, com valor p (ANOVA)<0,05 sendo F=4,11. O teor de agucares
totais moveu-se na faixa de 53,8-118,5 mg L, onde os tratamentos com autoclave
BCA8 e BCA9, deram origem a extratos com teor de acgucares redutores superior ao
dos extratos obtidos por aplicagdo ultrassonica (BCA10 e BCA1l).

Figura 5: Valor médio e desvio padrdo para o teor de acucares redutores
totais dos extratos obtidos, onde BCA: Bagaco de cana de acgucar, EC: Extracdo

convencional, EA: Extracdo com autoclave e EU: Extracdo com sonda de ultrassom.
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Nota: Diferentes sobrescritos indicam diferencas estatisticamente significativas entre os
tratamentos de extracdo de acordo com o teste de Tukey (a<0,05).
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Thammasittirong e colaboradores (2017), obtiveram uma concentracdo de
200 mg L de acUcares redutores totais em um tratamento acido (H2SO0s - 1%), que
permaneceu em temperatura ambiente por 30 minutos, seguido de processo de
autoclavagem a 121 °C, 1 atm., por 30 minutos. Tais resultados demonstram que o
método acido de extracdo possui maior acdo sobre os acucares da biomassa
lignocelulosica, contudo este método também esta relacionado a obtencéo de altas
concentragbes de compostos téxicos e inibidores enzimaticos provenientes da
degradacdo dos aclUcares como € o caso do furfural e do hidroximetilfurfural
(SCARPA et al., 2019).

A obtenc&o de maiores valores para os tratamentos extrativos que utilizaram
autoclave pode ser explicada pelo fato da agua em altas pressdes tender a penetrar
com mais facilidade na estrutura da biomassa, promovendo a hidratacdo da celulose
e remocdo de parte da hemicelulose junto da lignina, o que pode levar a
disponibilizacdo de agucares no meio (JONSSON; MARTIN, 2016; SCARPA et al.,
2019). Qiang Yu e colaboradores (2013), também com tratamentos alcalinos
utilizando hidroxido de aménia liquido, realizou tratamentos sequenciais de 140 e
200°C, por 30 minutos, em reator de autoclave adaptado, observando que a
presenca de altas temperaturas promove a geracdo de furfural e o 5-
hidroximetilfurfural devida a degradacdo direta da xilose relacionada com as altas

temperaturas.

O conteudo de polifendis totais foi determinado nos extratos de cana de
acucar (Figura 6). De acordo com a analise de variancia os resultados apresentam
diferencas significativas ao nivel de 95% de confianca, com valor p (ANOVA)<0,05.
E, diante da realizacdo do teste de Tukey € possivel inferir que BCA9 com autoclave
é diferente estatisticamente dos demais métodos extrativos, no qual houve a maior
liberacdo de fendlicos totais com uma concentracéo de 1225,5 mg Lt. Bem como 0s
menores valores de liberacdo de fendlicos totais sdo encontrados para BCA10 e
BCAL11, sonda de ultrassom, respectivamente com teores de 650,7 mg L e 721,3

mg L2, ndo apresentando diferenca estatistica significativa entre si.
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Figura 6: Valor médio e desvio padrdo para o teor de fendlicos totais dos
extratos de bagaco de cana de acucar em funcdo dos diferentes procedimentos de
extracdo, onde BCA- Bagaco de cana de acucar, EC- Extracdo convencional, EA-

Extragcdo com autoclave e EU- Extragdo com sonda de ultrassom.
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Nota: Diferentes sobrescritos indicam diferencas estatisticamente significativas entre os
tratamentos de extragcdo de acordo com o teste de Tukey (a<0,05).

Para acido ferdlico, de acordo com analise de variancia os resultados
apresentam diferencas significativas ao nivel de 95% de confianca, com valor p
(ANOVA)<0,05 sendo F=13,87. Na Figura 7, aplicando os resultados do teste de
Tukey é possivel observar que os métodos extrativos BCA5 e BCA6 demonstraram
uma significativa diferenca de BCA7, BCA8 e BCA10, contudo ndo sao diferentes
estatisticamente entre si. Nestes tratamentos a concentracdo de acido ferulico variou
entre 132,7 e 135,4 mg L1, mostrando que o aumento de temperatura para 0s
tratamentos convencionais onde ndo ha acao de altas pressdes pode resultar em
maiores quantidades do composto de interesse em uma menor faixa de tempo de

extragao.
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Ja para BCAL, BCA2, BCA3, BCA4 e BCA11, nao foram obtidas diferencas
estatisticas significativas, nos quais as concentracfes de acido ferulico flutuaram
entre 110,9 e 130,5 mg L, e a menor concentracéo foi obtida no tratamento BCA7,
0 qual apresentou diferenca estatistica consideravel de todos os outros tratamentos

com 87,8 mg L de acido ferdlico.

Figura 7: Valor médio e desvio padrdo para o teor de acido ferulico dos
extratos de bagaco de cana de acucar em funcdo dos diferentes procedimentos de
extracdo, onde BCA- Bagaco de cana de acucar, EC- Extracdo convencional, EA-
Extragcdo com autoclave e EU- Extragdo com sonda de ultrassom.
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Nota: Diferentes sobrescritos indicam diferencas estatisticamente significativas entre os
tratamentos de extracdo de acordo com o teste de Tukey (a<0,05).

Os maiores niveis de liberacdo de acido ferulico ndo sdo encontrados nos
tratamentos com autoclave, e sim nos tratamentos convencionais em temperatura de
70°C e 90°C, bem como nos tratamentos com sonda de ultrassom. Tais resultados

demonstram que um método de extracdo agressivo com relacao a temperatura pode
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ser prejudicial ao rendimento de obtencdo dos acidos ferdlico, composto que é
citado como termo sensiveis (BEHERA et al., 2014; FIDDLER et al., 1967).

Para acido p-cumarico, de acordo com analise de variancia os resultados
apresentam diferencas significativas ao nivel de 95% de confianca, com valor p
(ANOVA)<0,05 sendo F=70,92. Na Figura 8, aplicando os resultados do teste de
Tukey é possivel observar que 0os métodos extrativos mais agressivos também néo
resultam em maiores teores de acido p-cumarico, assim como encontrado para acido
ferulico. Contudo, foram obtidas quantidades maiores de acido p-cumarico e relagéo
ao obtido de acido ferulico (BEHERA et al., 2014; FIDDLER et al., 1967).

As menores concentracdes de acido p-cumarico foram obtidas no tratamento
BCA10 com 404,1 mg L, que se apresentou estatisticamente diferente de todos os
demais. Enquanto que as maiores concentragbes centraram-se nos tratamentos
BCA2, BCA3, BCA5 e BCAG, estatisticamente semelhantes com valores variando
entre 793 e 980,5 mg L de acido p-cumarico.
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Figura 8: Valor médio e desvio padréo para o teor de acido p-cumarico dos
extratos de bagaco de cana de acucar em funcdo dos diferentes procedimentos de
extracdo, onde BCA- Bagaco de cana de acucar, EC- Extracdo convencional, EA-
Extragcdo com autoclave e EU- Extragdo com sonda de ultrassom.
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Nota: Diferentes sobrescritos indicam diferencas estatisticamente significativas entre os
tratamentos de extragcdo de acordo com o teste de Tukey (a<0,05).

Os estudos disponiveis na literatura demonstram que a remog¢éo de lignina
em tratamentos alcalinos esta correlacionada diretamente ao tempo e a temperatura
em que estd sujeita a biomassa lignocelulosica de cana de aclUcar a estas
condi¢des, como é o caso dos resultados obtidos por Oladi e colaboradores (2017),
gue quando de testes realizando pré-tratamento com hidréxido de amonia liquido em
autoclave, obteve a maior remocdo de lignina (66,85%) nos tratamentos mais
extensos e de temperatura mais alta (54 minutos de duracdo, sob temperatura de
208 °C).

O alto valor obtido nos ensaios de quantificagdo de fendlicos totais para o
tratamento em autoclave no tempo 60 minutos, corroboram a literatura

demonstrando que a estrutura recalcitrante da biomassa lignocelulosica € melhor
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acessada com tratamentos alcalinos sob alta temperatura e presséo levando a uma
melhor decomposicdo/remocao da lignina que culmina na liberacdo de grandes
quantidades de compostos fendlicos diversos de alto, médio e baixo peso molecular
(PANG et al.,, 2021; PEREIRA et al., 2021). Contudo, conforme a literatura e o
disposto neste estudo, € possivel observar que uma maior degradacdo de lignina
devido a condi¢cdes mais drasticas de tratamento ndo esta diretamente relacionada a
melhores rendimentos de &cido ferdlico e p-cumérico, uma vez que estes sao
afetados por estas condicoes (BEHERA et al., 2014; FIDDLER et al., 1967).

Além disso, observou que resultados sobre remocdes de lignina em aumento
da temperatura de reacdo do pré-tratamento ndo contribui na melhoria da remocao
de lignina e, ao contrario, mais lignina permanece nos residuos soélidos sob a alta
temperatura de 180 °C, confirmando os resultados referentes a reacdo de
repolimerizagdo da lignina em altas temperaturas durante as extracdes

termoquimicas j& descritas em outros trabalhos (PANG et al., 2021)

Neste trabalho, nos tratamentos convencionais de 70 e 90°C, os conteudos
de acido p-cumérico ndo sofreram alteracdes significativas nos tempos de
tratamento de 30 e 60 minutos, demonstrando que 0 acesso a estrutura exterior da
biomassa é efetivo com 30 minutos a 70 °C. Assim como para os conteudos de
acido ferulico que nao apresentaram diferencas estatisticas entre os tratamentos
convencionais de 60 minutos a 70 °C e de 15 minutos a 90°C, o que indica que um
tratamento mais curto pode ser realizado para obtencdo de quantidades de acido
ferdlico proporcionais. Esses resultados podem ser explicados devido a localizacdo
destes acidos na organizacdo da biomassa lignocelulosica. Sabe-se que o
tratamento alcalino na biomassa lignocelulosica desestrutura as ligacfes ésteres
entre a xilana e a lignina, e desfaz as ligacdes éters localizadas entre o carbono
aguelas entre carbono alifatico-O—carbono aromatico e aquelas entre carbono
aromatico—-O—carbono aromatico que liberam acido ferulico e p-cumarico (PANG et
al., 2021; PONNUCHAMY, 2022).

As maiores gquantidades de acido p-cumarico, sdo explicadas pois este
composto é encontrado em maiores proporcbes nas plantas gramineas
principalmente nas espécies de clima quente como a cana-de-agUcar, rica em acidos
fendlicos ligados a ésteres dentro da parede celular, este ja foi descrito como o

composto fendlico mais abundante ja relatado em extracOes alcalinas por alguns
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autores como (ABBAS et al.,, 2014; PEREIRA SCARPA et al., 2019; XU et al.,
2005a).

Vale destacar que para a extracdo do acido ferulico o tratamento de 5 minutos
com sonda de ultrassom é tdo eficaz quanto os tratamentos convencionais de
extracdo a 70 e 90 °C. Portanto, se o composto de interesse for ferulico e ndo o
acido p-cumarico, provavelmente a op¢do mais adequada do ponto de vista de

consumo de energia e tempo gasto é o tratamento ultrassénico.
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Talos de uva

Os talos de uva Airén foram submetidos a trés métodos de extragdo solido-
liquido alcalina (convencional, autoclave e ultrassom), e assim como o0 bagaco de
cana de acucar em aspecto visual demonstrava estar bem acessado pela solugéo
extratante no inicio do processo, as amostras tiveram seu °Brix e a quantidade de
acucares redutores mensurados, e os resultados sé&o apresentados nas Figuras 9 e
10.

Aplicando o teste de Tukey, os tratamentos convencionais e com autoclave
demonstraram significativa diferenca quando comparadas aos tratamentos com
sonda de ultrassom, amostras TU10 e TU11l que apresentaram os menores indices
de °Brix com respectivamente 1,4 e 1,5. E possivel observar que ha a presenca de
sélidos soluveis em maior propor¢cédo que o obtido nos tratamentos com bagaco de
cana de acucar, isso pode ser justificado pelo fato dos talos serem materiais
advindos diretamente do desengace e ainda ndo extraidos em um outro processo

uma vez que nao sofrem retirada de caldo ou outro componente de sua estrutura.
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Figura 9: Valor médio e desvio padrdo para o teor de °Brix dos extratos de

talos de uva obtidos, onde TU: Talos de uva, EC: Extracdo convencional, EA:

Extragcdo com autoclave e EU: Extragdo com sonda de ultrassom.

°Brix

Nota: Diferentes sobrescritos indicam diferencas estatisticamente significativas entre os
tratamentos de extracdo de acordo com o teste de Tukey (a<0,05).
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De acordo com andlise de variancia (ANOVA), a liberacdo de acucares

redutores totais apresentou p<0,05 demonstrando que os valores séo significativos

ao nivel de 95% de confianca. Aplicando o teste de Tukey, os valores das amostras

demonstraram uma significativa diferenca, principalmente para as amostras TU10 e

TU11 que apresentaram as menores concentragdes de agucares redutores totais,

respectivamente 39,8 e 45,8 mg L.

Além disso, as amostras TU6, TU8 e TU9 sao consideradas semelhantes

estatisticamente, mostrando que na extracdo convencional de 60 minutos a 90°C,

obtém concentracdes de agucares similares quando comparado aos tratamentos sob

alta presséo e temperatura em autoclave de 30 e 60 minutos. O que se mostra como

o melhor método extrativo de acucares dentre os testes realizados, visando o gasto
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de energia e equipamentos necessarios para obtencdo de altas pressbes e

temperatura.

Figura 10: Valor médio e desvio padrdo para o teor de acucares redutores
totais (B) dos extratos de talos de uva obtidos, onde TU: Talos de uva, EC: Extrac&o

convencional, EA: Extracdo com autoclave e EU: Extracdo com sonda de ultrassom.
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Nota: Diferentes sobrescritos indicam diferencas estatisticamente significativas entre os
tratamentos de extragcdo de acordo com o teste de Tukey (a<0,05).

Os talos de uva sdo os esqueletos do cacho de uva e sdo compostos
principalmente por lignoceluloses, os quais contém polissacarideos como celulose e
hemiceluloses e fibras como lignina, durante o processo de pré-tratamento as
mudancgas sofridas pela biomassa tendem a disponibilizar agucares e lignina
fragmentada nos extratos (ATATOPRAK et al., 2022). Conforme observamos o0s
resultados estatisticos apresentados na Figura 10, mostram que maiores

concentracdes de acglcares redutores totais foram obtidas no tratamento mais longo
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a 90°C (TU6); indicando que maiores niveis de agUcares estédo correlacionados com
a exposicdo a temperaturas mais altas de exposicdo da biomassa a solucdo de

extracdo e ndo somente ao tempo de extragao.

O conteudo de polifendis totais foi mensurado nos extratos de talo de uva
(Figura 11), as quantidades obtidas sdo consideravelmente maiores do que foi
obtido para o bagaco de cana de acucar. Os maiores teores de fendlicos totais ndo
se encontram relacionados aos métodos em que se aplica maiores temperaturas, ou
seja, extracbes convencionais a 90 °C e extracdes em autoclave a 120 °C, nao
apresentando diferenca significativa entre os diferentes tempos de extracao (15, 30
e 60 minutos,). Neste sentido observa-se que de TUL realizado a 70 °C néo
apresenta diferenca estatistica significativa de TU4, TU5, TU6, TU7, TU8 e TU9.

Figura 11: Valor médio e desvio padréo para o teor de fendlicos totais dos
extratos de talos de uva em funcao dos diferentes procedimentos de extracdo, onde
TU- Talos de uva, EC- Extracdo convencional, EA- Extracdo com autoclave e EU-

Extracdo com sonda de ultrassom.
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Nota: Diferentes sobrescritos indicam diferencas estatisticamente significativas entre os
tratamentos de extracdo de acordo com o teste de Tukey (a<0,05).
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De acordo com analise de variancia (ANOVA), a liberacdo de compostos
fendlicos totais apresentou p<0,05 demonstrando que os valores sao significativos
ao nivel de 95% de confianca. Além disso, a diferenca entre as médias demonstrou
que as amostras TU1, com a concentracédo de 1948,3 mg L* de compostos fendlicos
totais se trataria do melhor método extrativo, pois ainda que 2189,67 mg L foram
obtidos em TU9, e a ndo ha diferenca significativa entre estas amostras, justificada
entdo pelo fato de que o gasto de energia e equipamentos necessarios para
obtencdo de altas pressGes e temperatura levariam a um maior gasto energético

como no apresentado para os resultados de obtencédo de acucares.

Sabe-se que o conteudo de polifendis totais esta diretamente relacionado aos
processos de deslignificacdo, principalmente em condi¢cbes alcalinas de extragéo,
relatos na literatura como os de Atatoprak e colaboradores (2022), mostram que com
60 minutos de extracdo em condi¢cdes alcalinas é possivel obter cerca de 50% de
deslignificacdo da biomassa de talos de uva branca. Filippi e colaboradores (2021),
durante estudos de aproveitamento de talos e bagaco de uva para producédo de
acido succinico, realizou hidrélise alcalina com solucédo de hidréxido de sodio, que
resultou em remocédo de lignina de 52%. Assim como Ding e colaborares (2019)
relataram 21,14% de remocéo de lignina quando em tratamentos realizados com
solucéo de hidroxido de sddio. Demonstrando que os métodos baseados em élcalis

podem remover a lignina com eficiéncia.

Quando da quantificacdo dos acidos ferulico e p-cumarico nédo foi identificada
presenca destes compostos nos extratos resultantes dos procedimentos de extracao
por iSso optou-se em prosseguir para a proxima etapa da pesquisa referente aos
testes de conversdo destes acidos com a enzima acido ferulico descarboxilase,
apenas com a biomassa de bagaco de cana de acUcar. Os acidos ferulico e p-
cumarico, apesar de ndo obtidos nos tratamentos extrativos realizados neste
trabalho j& foram relatados para sementes e bagaco de uva, contudo sabe-se que
nao necessariamente estes dados sédo indicativos de presenca destes compostos
nos talos de uva uma vez que os mesmos nao foram relatados em estudos com
outros métodos de extracdo (AHMAD et al., 2020; TEIXEIRA et al., 2014, PING et al,
2011).

Contudo, apesar de ndo explorado neste estudo, a biomassa de talos de uva

tem sido investigada quanto as suas caracteristicas antimicrobianas, estabilidade
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térmica e sua aplicabilidade em biomateriais quando submetida a tratamentos fisicos
e quimicos, conforme estudos apresentados por Engel e colaboradores (2022). Bem
como Atatoprak e colaboradores (2021), demonstraram que os talos de uva sao
vidveis como fontes de lignina, nanocelulose e agucares fermentaveis como a xilose
para a producdo de bioetanol; ou ainda como componente de embalagens
biodegradaveis de alimentos de baixo teor de umidade (ENGEL; AMBROSI;
TESSARO, 2019).

Producao enziméatica de 4-vinilguaiacol e 4-vinilfenol a partir de acido ferulico e

acido p-cumarico de bagaco de cana de acUcar

Devido a auséncia dos acidos ferulico e p-cumarico na biomassa de talo de
uva, esta etapa da investigacdo foi realizada apenas com biomassa e bagaco de
cana de acucar.

Levando em consideracao os resultados estatisticos das analises realizadas
guanto aos dados obtidos para extracdo de acido ferulico e o intuito deste trabalho
de realizar toda uma caracterizacdo da enzima AFD atuando sobre acido ferulico,
bem como a busca por um tratamento extrativo simples, de baixo custo e eficiente,
de maneira que resulte na menor demanda de equipamentos possivel; optou-se por
aplicar o extrato enzimético apenas no extrato BCA1-EC NAOH, 70°C, 15MIN.

Quando o extrato de bagaco de cana de acUcar foi submetido a reacao
enzimatica, apés 2 minutos de reacdo obteve-se 48,9 mg L de 4-vinilguaiacol
produzido a partir de &cido ferulico do hidrolisado obtido pelo método de extracéo
convencional a temperatura de 70°C e tempo de 15 minutos (homeadamente BCAL-
EC NAOH, 70°C, 15MIN). Bem como a formacgdo de 354,1 mg L* de 4-vinilfenol
produzido a partir do &cido p-cumarico, demonstrando a atividade da enzima sobre
ambos 0s compostos presentes no meio reacional. Os valores sdo apresentados na
Tabela 1.

Tabela 1: Biotransformacdo enzimética de acido ferulico e p-cumarico pela

enzima heterodloga acido ferulico descarboxilase.



123

Tem ‘. - . . A~ 4-
€MPO  Acido fertlico  4-vinilguaiacol Acido p- -
de reacdo (mg LY (mg L cumarico mgLsy Vinilfenol
(min.) (mg L™
0 \ 123,35+2,06 - 785,29+13,88 -
2 \ 57,34+5,46 48,97+2,53 492,06+8,95 354,06+8,95
5 \ 39,12+6,57 53,58+5,09 397,61+9,72 437,89+15,09

De acordo com a analise de variancia (ANOVA), tanto 4-vinilguaiacol quanto
4-vinilfenol apresentaram p<0,05, com F=245,6 para 4-vinilguaiacol e F=1579,54
para 4-vinilfenol, respectivamente. As diferencas das médias, demonstraram que o
tempo de reacdo interfere no resultado das atividades enzimaticas, logo nas
conversdes de acido ferulico em 4-vinilguaiacol e &cido p-cumarico em 4-vinilfenol
um maior tempo de reacdo estara diretamente relacionado ha um maior rendimento

de producédo dos seus respectivos produtos a partir de seus substratos.

Um maior tempo reacional tende a promover maior geracado de produto desde
gue haja presenca de substrato, contudo sabe-se que as estruturas enzimaticas
sofrem alteracdes prejudiciais na presenca de dados componentes geralmente
encontrados nos pré-tratados lignocelulésicos, o que poderia causar perca gradual
da capacidade catalitica e reducdo do rendimento de conversdo dos substratos em
seus referidos produtos (PEREIRA SCARPA et al., 2019). Neste sentido se fazem
necessarios estudos mais profundos e direcionados a composi¢cdo do meio reacional

nestas condi¢c6es e bem como dos possiveis danos sofridos pela estrutura proteica.

Ao final do tempo reacional de 5 minutos obteve-se um rendimento de
aproximadamente 43% para &cido ferdlico e 55% para acido p-cumarico. Os acidos
feralico e p-cumarico possuem valor em sua forma natural ou biotransformados em
4-vinilguaiacol e 4-vinilfenol respectivamente, uma vez que suas aplicacbes s&o
vastas na industria alimenticia, farmacéutica e cosmética. Contudo a sua utilizagédo
como fonte de flavours se mostra convidativa uma vez que insumos produzidos
através da aplicacdo de bioprocessos possuem o status legal de produto natural e
seguro, e sdo também alternativas ecologicamente sustentaveis (CARVALHO et al.,
2021; PAZ et al., 2016). Atualmente o valor comercial do quilo de acido ferulico é de
aproximadamente U$1370,00 e acido p-cumarico é de U$1360,00; ja seus produtos

de conversdo como o 4-vinilguaiacol e 4-vinilfenol possuem precos comercias de
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U$4270,00 e U$3920,00 (valores aproximados coletados via internet na data de
16/10/2022).
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CONCLUSAO

Para o bagaco de cana de acguUcar o teor de acucares totais moveu-se na faixa
de 53,8-118,5 mg L, onde os tratamentos com autoclave BCA8 e BCA9, deram
origem a extratos com teor de acUcares redutores superior ao dos extratos obtidos
por aplicacéo ultrassonica (BCA10 e BCA11). O conteudo de polifendis totais indicou
maior liberacdo com o método de extracéo solido-liquido com autoclave (BCA9), com
60 minutos a 120°C e 1 atm., liberando um total de 1225,53 mg L, este tratamento
apresentou diferenga estatistica significante dos demais métodos extrativos. Ja 0s
menores teores de liberacdo de fendlicos totais sdo encontrados para o0s
tratamentos com sonda de ultrassim (BCA10 e BCA11), respectivamente com teores
de 650,7 mg L-1 e 721,3 mg L-1, ndo apresentando diferenca estatistica significativa
entre si.

Os maiores niveis de liberacdo de acido ferulico e 4cido p-cumarico ndo séo
encontrados nos tratamentos com autoclave, e sim nos tratamentos convencionais
em temperatura de 70°C, seguido pelo método extrativo convencional a 90°C
mostrando que tratamentos extrativos mais agressivos nao propiciam maior
obtencdo dos compostos de interesse.

Enquanto isso, para o talo de uva a maior concentracdo de acUcares
redutores foi de 136,54 mg L' obtidos no tratamento TU9, este tratamento ndo
apresentou diferenca estatisticas com relacdo aos tratamentos TU6 e TU8. Com
relacdo ao teor de compostos fenélicos, maiores concentracfes estdo relacionadas
com maiores temperaturas de extracdo (90 e 120 °C), ndo apresentando diferenca
significativa entre os diferentes tempos de extracéo (15, 30 e 60 minutos).

Os &cidos ferulico e p-cumarico, provenientes de bagaco de cana de agucar
foram convertidos enzimaticamente em 4-vinilguaiacol e 4-vinilfenol, com
rendimentos de aproximadamente 43% e 55% respectivamente; evidenciando alta
atividade da enzima recombinante &cido ferdlico descarboxilase sobre o acido p-

cumarico, além do acido ferulico.
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CONCLUSOES FINAIS

A partir da cepa de K pneumoniae TD 4.7 uma enzima descarboxilase de
acido ferulico foi identificada, esta enzima foi clonada e expressa heterélogamente
em E. coli, uma vez que foi detectada sua atividade durante o crescimento
bacteriano em meio contendo hidrolisado alcalino de bagaco de cana-de-agucar
indicando potenciais de aplicacdo biotecnologica.

Esta enzima possui pH 6timo 55 e temperatura 6tima de 40°C para
descarboxilagdo de acido ferulico, e sua expressdo heteréloga ndo promoveu
alteracdes em suas carateristicas. Observou-se baixa perda de atividade nos testes
de estabilidade em diferentes faixas de pH, onde apds 24 horas sob temperatura de
25°C e faixa de pH de 4 a 9, manteve aproximadamente 99%; bem como apo6s 720
minutos de incubacdo a 40°C e pH 5,5, mantendo aproximadamente 80% de sua
capacidade catalitica. As andlises in silico da sequéncia do gene da acido ferdlico
descarboxilase demonstram um alto grau de conservacdo para as bactérias do
género Klebsiella (identidade de sequéncia de 98%).

Os estudos computacionais sobre a estrutura da enzima mostraram auséncia
de cisteina e pontes dissulfeto, e grandes quantidades de lisina que foram
observadas no homodimero a partir dos modelos gerados, o que é favoravel ao uso
do glutaraldeido como reticulante em futuros processos de imobilizacéo.

Os residuos envolvidos no ciclo catalitico sdo os aminoacidos Trp25 e Tyr27
necessarios para a entrada e orientacdo adequada do substrato, e Glu134 e Asn22
participam da transferéncia de prétons. Ainda com ensaios computacionais verificou-
se que a presenca de ions Hg*? interagem direta e continuamente com E134 e D22,
inviabilizando a atividade enzimatica.

Durante os processos extrativos com bagaco de cana de acglcar o teor de
aclcares totais moveu-se na faixa de 53,8-118,5 mg L, com os tratamentos com
autoclave dando origem a extratos com teor de agucares redutores superior ao dos
extratos obtidos por aplicacdo ultrassénica. O conteudo de polifendis totais indicou
maior liberagdo com o método de extracdo solido-liquido com autoclave (BCA9),
liberando um total de 1225,53 mg L', este tratamento apresentou diferenca

estatistica significante dos demais métodos extrativos.
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Os maiores niveis de liberacdo de acido ferulico e acido p-cumarico foram
obtidos nos tratamentos convencionais em temperatura de 70°C, seguido pelo
método extrativo convencional a 90°C mostrando que tratamentos extrativos mais
agressivos ndo propiciam maior obtengéo dos compostos de interesse.

Para as extracOes realizadas com talo de uva a maior concentracdo de
acUcares redutores foi de 136,54 mg L obtidos no tratamento com autoclave TU9,
este tratamento ndo apresentou diferenca estatisticas com relagcdo aos tratamentos
TU6 e TU8. Com relacdo ao teor de compostos fenélicos, maiores concentragcdes
estdo relacionadas com maiores temperaturas de extracdo (90 e 120 °C), néo
apresentando diferenca significativa entre os diferentes tempos de extracao (15, 30
e 60 minutos). Os acidos ferdlico e p-cumérico ndo foram obtidos nas extracfes
realizadas com talos de uva.

Os acidos ferulico e p-cumarico, provenientes de bagaco de cana de acgUcar
foram convertidos enzimaticamente em 4-vinilguaiacol e 4-vinilfenol, com
rendimentos de aproximadamente 43% e 55% respectivamente; com énfase para a
maior atividade enzimatica sobre acido p-cumarico, enfatizando a necessidade de
continuidade dos estudos relacionados a atividade desta promissora enzima.

Este estudo demonstrou a possibilidade de aproveitamento da biomassa
lignocelulosica como fonte de compostos com aplicacdo nobre nas industrias

alimenticia e cosméticas.
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CONCLUSIONES FINALES

A partir de la cepa de K. pneumoniae TD 4.7 se identific6 una enzima
descarboxilasa del acido ferdlico, esta enzima fue clonada y expresada
heter6logamente en E. coli, ya que se detectd su actividad durante el crecimiento
bacteriano en medio que contenia hidrolizado alcalino de bagazo de cafa de azucar
indicando posibles aplicaciones biotecnologicas.

Esta enzima tiene un pH 6ptimo de 5.5 y una temperatura 6ptima de 40 °C
para la descarboxilacion del acido ferdlico, y su expresion heter6loga no promovio
cambios en sus caracteristicas. Se observé una baja pérdida de actividad en las
pruebas de estabilidad a diferentes rangos de pH, donde luego de 24 horas a una
temperatura de 25 °C y un rango de pH de 4 a 9, se mantuvo aproximadamente en
un 99%; asi como tras 720 minutos de incubacion a 40 °C y pH 5,5, manteniendo
aproximadamente el 80% de su capacidad catalitica. Los analisis in silico de la
secuencia del gen de la descarboxilasa del &cido ferulico demuestran un alto grado
de conservacion para las bacterias del género Klebsiella (98% de identidad de
secuencia).

Los estudios computacionales sobre la estructura de la enzima mostraron la
ausencia de puentes de cisteina y disulfuro, y grandes cantidades de lisina que se
observaron en el homodimero de los modelos generados, lo que favorece el uso del
glutaraldehido como reticulante en futuros procesos de inmovilizacion.

Los residuos involucrados en el ciclo catalitico son los aminoacidos Trp25 y
Tyr27 necesarios para la correcta entrada y orientacion del sustrato, y Glul34 y
Asn22 participan en la transferencia de protones. Aln con pruebas computacionales
se comprob6 que la presencia de iones Hg*? interactian directa y continuamente con
E134 y D22, haciendo inviable la actividad enziméatica.

Durante los procesos extractivos con bagazo de cafia de azucar, el contenido
de azucares totales se movié en el rango de 53,8-118,5 mg L, originandose los
tratamientos en autoclave extractos con un contenido de azucares reductores
superior al de los extractos obtenidos por aplicacién de ultrasonidos. El contenido de
polifenoles totales indicé mayor liberacion con el método de extraccion sélido-liquido
con autoclave (BCA9), liberando un total de 1225.53 mg L™, este tratamiento mostré

una diferencia estadisticamente significativa con los demas métodos extractivos.
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Los mayores niveles de liberacion de acido ferulico y acido p-cumarico se
obtuvieron en los tratamientos convencionales a una temperatura de 70 °C, seguido
del método extractivo convencional a 90 °C, demostrando que los tratamientos
extractivos mas agresivos no proporcionan una mayor obtencion de los compuestos
de interés.

Para las extracciones realizadas con raspon de uva, la mayor concentracion
de azlcares reductores fue de 136,54 mg L obtenida en el tratamiento autoclave
TU9, este tratamiento no presentd diferencia estadistica con relacion a los
tratamientos TU6 y TU8. En cuanto al contenido de compuestos fendlicos, mayores
concentraciones se relacionan con mayores temperaturas de extracciéon (90 y 120
°C), sin diferencia significativa entre los diferentes tiempos de extraccion (15, 30 y 60
minutos). Los acidos ferdlico y p-cumarico no se obtuvieron en las extracciones
realizadas con raspén de uva.

Los acidos ferdlico y p-cumarico del bagazo de cafia de azUucar se convirtieron
enzimaticamente en 4-vinilguayacol y 4-vinilfenol, con rendimientos de
aproximadamente 43% y 55% respectivamente; con énfasis en la mayor actividad
enzimatica sobre el acido p-cumarico, destacando la necesidad de continuidad de
estudios relacionados con la actividad de esta prometedora enzima.

Este estudio demostré la posibilidad de utilizar biomasa lignocelulésica como

fuente de compuestos con noble aplicacion en la industria alimentaria y cosmética.
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ANEXO 1

Sequéncias da enzima AFDase para o género Klebsiella e alinhamento

A seguir estdo demonstradas as sequéncias obtidas em banco de dados e
alinhamento do gene da enzima acido ferulico descarboxilase disponiveis para o

género de Klebisiella.

>K.Aeroginosa

ATGAGCACTTTTGACAAACATGACCTCAGCGGCTTTATCGGTAAACATCTGGTTTATACCTACGACAACGGCTGG
AACTACGAAATTTACGTTAAAAATGGCACCACTCTGGACTATCGTATTCACAGCGGTATCGTTGCTAATCGTTGG
GTGAAAGACCAGCATGCGTACATCGTGCGGGTAGGCGAAAGCATTTATAAAATTTCCTGGACTGAACCAACCGGT
ACCGACGTCAGCCTGATCGTCAACCTGGGCGACAAACTGTTCCACGGCACCATTTTCTTCCCCCGCTGGATCATG
AATAACCCGGAAAAAACCGTCTGCTTCCAGAACGATCATATTCCGTTAATGAACGCCTATCGTGACGCCGGCCCG
GCCTACCCGACCGAAGTGATTGATGAATTCGCGACTATCACCTTTGTTCGCGATTGCGGCGCGGATAATAACGAT
GTAATTAATTGCCCGGCTAATGAATTACCCGCAGATTTTCCTGCAAATTTGTAA

>K.pneumoniaeBIDMC31

ATGATGAGCACTTTCGACAAACATGACCTCGGCGGCTTTATCGGTAAACATCTGGTCTATACCTACGACAACGGC
TGGAACTACGAGATTTACGTCAAAAATGGCCACACCCTCGACTACCGTATTCACAGCGGCATCGTCGGCAATCGC
TGGGTGAAAGATCAGGAAGCGTACATTGTGCGGGTGGGGGAAAGTATCTACAAAATCTCCTGGACCGAACCGACC
GGCACCGACGTCAGCCTGATCGTCAACCTGGGCGACAAACTATTCCACGGCACTATTTTCTTCCCGCGCTGGATC
ATGAATAACCCGGAAAAAACCATCTGCTTCCAGAACGACCATATTCCGCTGATGAATTCGTATCGCGATGCCGGC
CCGGCCTACCCGACGGAAGTGATTGACGAGTTCGCCACTATCACCTTCATTCGCGACTGTGGCGCGGATAATGAC
GAGGTCATTAATTGCCCGGCGAGCGAATTGCCTGCGGATTTTCCTGCAAATTTGTAA

>K.aerogenesUCI15

ATGAGCACTTTCGACAAACATGACCTCAGCGGCTTTATCGGTAAACATCTGGTTTATACCTACGACAACGGCTGG
AACTACGAAATTTACGTTAAAAATGGCACCACTCTGGACTATCGTATTCACAGCGGTATCGTTGCCAATCGTTGG
GTGAAAGACCAGCATGCGTACATCGTGCGGGTAGGCGAAAGCATTTATAAAATTTCCTGGACTGAACCAACCGGT
ACCGACGTCAGCCTGATCGTCAACCTGGGCGACAAACTGTTCCACGGCACCATATTCTTCCCCCGCTGGATCATG
AATAACCCGGAAAAAACCGTCTGCTTCCAGAACGATCATATTCCGTTAATGAACGCCTATCGTGACGCCGGCCCG
GCCTACCCGACCGAAGTGATTGATGAATTCGCGACTATCACTTTTGTTCGCGATTGCGGCGCGGATAATAACGAT
GTTATTAATTGCCCGGCTAATGAATTACCCGCAGATTTTCCTGCAAATTTGTAA

>K.aerogenesUCI16

ATGAGCACTTTCGACAAACATGACCTCAGCGGCTTTATCGGTAAACATCTGGTTTATACCTACGACAACGGCTGG
AACTACGAAATTTACGTTAAAAATGGCACCACTCTGGACTATCGTATTCACAGCGGTATCGTTGCCAATCGTTGG
GTGAAAGACCAGCATGCGTACATCGTGCGGGTAGGCGAAAGCATTTATAAAATTTCCTGGACTGAACCAACCGGT
ACCGACGTCAGCCTGATCGTCAACCTGGGCGACAAACTGTTCCACGGCACCATATTCTTCCCCCGCTGGATCATG
AATAACCCGGAAAAAACCGTCTGCTTCCAGAACGATCATATTCCGTTAATGAACGCCTATCGTGACGCCGGCCCG
GCCTACCCGACCGAAGTGATTGATGAATTCGCGACTATCACTTTTGTTCGCGATTGCGGCGCGGATAATAACGAT
GTTATTAATTGCCCGGCTAATGAATTACCCGCAGATTTTCCTGCAAATTTGTAA

>K.aerogenesUCIZ28

ATGAGCACTTTTGACAAACATGACCTCAGCGGTTTTATCGGTAAACATCTGGTTTATACCTACGACAACGGCTGG
AACTACGAAATTTACGTTAAAAATGGCACCACTCTGGACTATCGTATTCACAGCGGTATCGTTGCTAATCGTTGG
GTGAAAGACCAGCATGCGTACATCGTGCGGGTAGGCGAAAGCATTTATAAAATTTCCTGGACTGAACCAACCGGT
ACCGACGTCAGCCTGATCGTCAACCTGGGCGACAAACTGTTCCACGGCACCATATTCTTCCCCCGCTGGATCATG
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AATAACCCGGAAAAAACCGTCTGCTTCCAGAACGATCATATTCCGTTAATGAACGCTTATCGTGACGCCGGCCCG
GCCTACCCGACCGAAGTGATTGATGAATTCGCGACTATCACCTTTGTTCGCGATTGCGGCGCGGATAATAACGAT
GTAATTAATTGCCCGGCTAATGAATTACCCGCAGATTTTCCTGCAAATTTGTAA

>K.aerogenesUCI27

ATGAGCACTTTTGACAAACATGACCTCAGCGGTTTTATCGGTAAACATCTGGTTTATACCTACGACAACGGCTGG
AACTACGAAATTTACGTTAAAAATGGCACCACTCTGGACTATCGTATTCACAGCGGTATCGTTGCTAATCGTTGG
GTGAAAGACCAGCATGCGTACATCGTGCGGGTAGGCGAAAGCATTTATAAAATTTCCTGGACTGAACCAACCGGT
ACCGACGTCAGCCTGATCGTCAACCTGGGCGACAAACTGTTCCACGGCACCATATTCTTCCCCCGCTGGATCATG
AATAACCCGGAAAAAACCGTCTGCTTCCAGAACGATCATATTCCGTTAATGAACGCTTATCGTGACGCCGGCCCG
GCCTACCCGACCGAAGTGATTGATGAATTCGCGACTATCACCTTTGTTCGCGATTGCGGCGCGGATAATAACGAT
GTAATTAATTGCCCGGCTAATGAATTACCCGCAGATTTTCCTGCAAATTTGTAA

>K.aerogenesUCI45

ATGAGCACTTTTGACAAACATGACCTCAGCGGTTTTATCGGTAAACATCTGGTTTATACCTACGACAACGGCTGG
AACTACGAAATTTACGTTAAAAATGGCACCACTCTGGACTATCGTATTCACAGCGGTATCGTTGCTAATCGTTGG
GTGAAAGACCAGCATGCGTACATCGTGCGGGTAGGCGAAAGCATTTATAAAATTTCCTGGACTGAACCAACCGGT
ACCGACGTCAGCCTGATCGTCAACCTGGGCGACAAACTGTTCCACGGCACCATATTCTTCCCCCGCTGGATCATG
AATAACCCGGAAAAAACCGTCTGCTTCCAGAACGATCATATTCCGTTAATGAACGCTTATCGTGACGCCGGCCCG
GCCTACCCGACCGAAGTGATTGATGAATTCGCGACTATCACCTTTGTTCGCGATTGCGGCGCGGATAATAACGAT
GTAATTAATTGCCCGGCTAATGAATTACCCGCAGATTTTCCTGCAAATTTGTAA

>K.aerogenesUCI46

ATGAGCACTTTCGACAAACATGACCTCAGCGGCTTTATCGGTAAACATCTGGTTTATACCTACGACAACGGCTGG
AACTACGAAATTTACGTTAAAAATGGCACCACTCTGGACTATCGTATTCACAGCGGTATCGTTGCCAATCGTTGG
GTGAAAGACCAGCATGCGTACATCGTGCGGGTAGGCGAAAGCATTTATAAAATTTCCTGGACTGAACCAACCGGT
ACCGACGTCAGCCTGATCGTCAACCTGGGCGACAAACTGTTCCACGGCACCATATTCTTCCCCCGCTGGATCATG
AATAACCCGGAAAAAACCGTCTGCTTCCAGAACGATCATATTCCGTTAATGAACGCCTATCGTGACGCCGGCCCG
GCCTACCCGACCGAAGTGATTGATGAATTCGCGACTATCACTTTTGTTCGCGATTGCGGCGCGGATAATAACGAT
GTTATTAATTGCCCGGCTAATGAATTACCCGCAGATTTTCCTGCAAATTTGTAA

>K.aerogenesUCI47

ATGAGCACTTTCGACAAACATGACCTCAGCGGCTTTATCGGTAAACATCTGGTTTATACCTACGACAACGGCTGG
AACTACGAAATTTACGTTAAAAATGGCACCACTCTGGACTATCGTATTCACAGCGGTATCGTTGCCAATCGTTGG
GTGAAAGACCAGCATGCGTACATCGTGCGGGTAGGCGAAAGCATTTATAAAATTTCCTGGACTGAACCAACCGGT
ACCGACGTCAGCCTGATCGTCAACCTGGGCGACAAACTGTTCCACGGCACCATATTCTTCCCCCGCTGGATCATG
AATAACCCGGAAAAAACCGTCTGCTTCCAGAACGATCATATTCCGTTAATGAACGCCTATCGTGACGCCGGCCCG
GCCTACCCGACCGAAGTGATTGATGAATTCGCGACTATCACTTTTGTTCGCGATTGCGGCGCGGATAATAACGAT
GTTATTAATTGCCCGGCTAATGAATTACCCGCAGATTTTCCTGCAAATTTGTAA

>K.oxytoca

ATGATGAGCACTTTCGACAAACATGACCTCAGCGGCTTTATCGGTAAACATCTGGTCTATACCTACGACAACGGC
TGGAACTACGAGATTTACGTCAAAAATGGCCGCACCCTCGACTACCGTATTCACAGCGGCATCGTCGGCAATCGC
TGGGTGAAAGATCAGGAAGCGTACATTGTGCGGGTGGGGGAAAGTATCTACAAAATCTCCTGGACCGAACCGACC
GGCACCGACGTCAGCCTGATCGTCAACCTGGGCGACAAACTGTTCCACGGCACTATTTTCTTCCCGCGCTGGATC
ATGAATAACCCGGAAAAAACTATCTGCTTCCAGAACGACCATATTCCGCTGATGAATTCGTATCGCGATGCCGGC
CCGGCCTACCCGACGGAAGTGATTGACGAGTTCGCCACTATCACCTTCATTCGCGACTGTGGCGCGGATAATGAC
GAGGTCATTAATTGCCCGGCGAGCGAATTGCCTGCGGATTTTCCTGCAAATTTGTAA

>K.quasipneumoniaesubsp.similipneumoniae

ATGATGAGCACTTTCGACAAACATGACCTCAGCGGCTTTATCGGTAAACATCTGGTCTACACCTACGACAACGGC
TGGAACTACGAAATTTACGTCAAAAATGGCCACACCCTCGACTACCGTATTCACAGCGGCATCGTCGGCAATCGC
TGGGTGAAAGATCAGGAAGCGTACATCGTGCGGGTGGGGGAAAGTATCTACAAAATCTCCTGGACCGAGCCGACC
GGTACCGACGTCAGCCTGATCGTCAACCTGGGCGATAAACTGTTCCACGGCACCATCTTCTTCCCGCGCTGGATC
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ATGAATAACCCGGAAAAAACCGTCTGCTTCCAGAACGATCACATTCCTCTGATGAATTCGTACCGCGATGCCGGC
CCGGCCTACCCGACGGAAGTGATTGACGAGTTTGCCACTATCACCTTCATTCGCGACTGTGGTGCGGATAATGAC
GAGGTAATTAATTGCCCGGCAAGTGAATTGCCTGCGGATTTTCCTGCAAATTTGTAA

Na Figura 19 estd demonstrado o alinhamento gerado na ferramenta online

Clustalw para as sequéncias acima demonstradas.

Figura 19: Alinhamento onde “*” indica similaridade e “.” Indica divergéncia

nas bases.
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LaerogenesUCI46
LaerogenssUCI47
.aerogenesUCI45
.aerogenesUCI2E
JaerogenesUCIZ7
.aerogenesUCT1E
LaerogenesUCILS
. BEerogensgs

.pneumonizeBIDMCSL
.oxytoca
.quasipneumoniaesubsp.similip

-M5TFDKHDLSGF IGKHLVY TYDNGWNYE LY WVKNGT TLDYRIHSGIVANR
-MSTFDKHDLSGF IGKHLVY TYDMGIWN Y ETYWVKNGT TLOYRIHSGIVANR
-MSTFDKHDLSGF IGKHLWY TYDMNGWNYEIYWVKNGT TLOYRIHSGIVANR
-M5TFDKHDLSGF IGKHLVY TYDNGWNYEIYWVKNGT TLOYRIHSGIVANR
-M5TFDKHDLSGF IGKHLVY TYDNGWNYE LY WVKNGT TLDYRIHSGIVANR
-MSTFDKHDLSGF IGKHLWY TYDNGWN Y ETYWVEKNGT TLOYRIHSGIVANR
-M5TFDKHDLSGF IGKHLWY TYDMGWNYEIYWVKNGT TLOYRIHSGIVANR
-M5TFDKHDLSGF IGKHLWY TYDNGWNYEIYWVKNGT TLOYRIHSGIVANR
MMSTFDKHDLGGF TGEH LWVY TYDHGWNY EIYVENGHT LDYRIHSGIVGNR
MMSTFDKHDLSGF IGEH VY TYDHGWN Y EIYVENGRT LDYRIHSGIVGNR
MMSTFDKHDLSGF IGKH LVY TYDHGWN Y EIYVEKNGHT LDYRIHSGIVGNR

FEFFFEFFRE FEFEFEEFFEFIFFREEFZRFFES FEFFRFEFERE FH

VEDQHAY IVRVGESTY KISWTEPTGTOVS LIVNLGDKLFHGTIFFPRIWI
WVEDOHAY IVRVGESTY KISWTEPTGTDVS LIVNLGDKLFHGTIFFPRIWI
WVEDOHAY IVRVGESTY KISWTEPTGTOVSLIVNLGDKLFHGTIFFPRIWI
VEDOHAY IVRVGESIY KISWTEPTGTOVS LIVNLGDKLFHGTIFFPRIWI
VEDQHAY IVRVGESTY KISWTEPTGTOVS LIVNLGDKLFHGTIFFPRIWI
WVEDOHAY TVRVGESTY KISWT EPTGTDVSLIVNLGDKLFHGTIFFPRIWI
WVEDQHAY IVRVGESIY KISWT EPTGTDVSLIVNLGDKLFHGTIFFPRIWI
WVEDOHAY IVRVGESTY KISWTEPTGTOVS LIVNLGDKLFHGTIFFPRIWI
VKD EAY IVRVGESTY KISWTEPTGTOVS LIVNLGDKLFHGTIFFPRII
VKD EAY IVRVGESTY KISWTEPTGTDOVSLIVNLGDKLFHGTIFFPRIWI
WVEDQEAY IVRVGESIY KISWTEPTGTDVSLIVNLGDKLFHGTIFFPRIWI

FEFEE FFEFEFTREREFETRE TR RETETRETIERE TR TR ER TR ERES

MNMPEKTWCFQNDHIPLMNAYRDAGPAYPTEVIDEFATITFVROCGADMNN
MNMPEKTWVCFQNDHIPLMNAYRDAGPAYPTEVIDEFATITFVRDCGADMNN
MNMPEKTVCFQNDHIPLMNAYRDAGPAYPTEVIDEFATITFVRIC GADMNN
MNMPEKTVCFQNDHIPLMNAYRDAGPAYPTEVIDEFATITFVRIC GADNN
MNMPEKTVCFQNDHIPLMNAYRDAGPAYPTEVIDEFATITFVRICGADMNN
MNMPERTWVCFQNDHIPLMNAYRDAGPAYPTEVIDEFATITFVRIC GADMNN
MNMPERTVCFQNDHIPLMNAYRDAGPAYPTEVIDEFATITFVROC GADMNN
MNMPEKTVCFQNDHIPLMNAYRDAGPAYPTEVIDEFATITFVRIC GADMNN
MNMPEKTICFQNDHIPLMNSYRDAGPAYPTEVIDEFATITFIRDCGADND
MNMPERTICFQNDHIPLMNSYRDAGPAYPTEVIDEFATITFIRDCGADND
MNMPERTVCFQNDHIPLMNSYRDAGPAYPTEVIDEFATITFIRDCGADND

e e e e PR L T T T

Fonte: autor.
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ANEXO 2

Extracdo de DNA total e obtencdo do gene da &cido ferulico descarboxilase

para construcao do plasmideo de clonagem e plasmideo de expresséao

ApOs a extracdo do DNA total do microrganismo, antemao aos procedimentos
principais de clonagem e expressdo heterdloga, foram realizados testes de
amplificacdo com os dois primes foward disponiveis (Tabela 3), e através de
observacdo/quantificacdo visual conforme Figura 20, optou-se por realizar as

reacoes PCR com o primer foward Pad2_For.

Figura 20: Gel de teste e selecdo de primers, onde as amostras sdo 1 -
marcador 1kb, 2 - Primer Pad2_For, 3 — Primer Pad2_For, 4 - Primer Padl_For, 5 -
Primer Padl _For, 6 — Controle negativo Primer Pad2_For, 7 — Controle negativo
Padl_For.

N T W NV -y B

Fonte: autor.

Com base nestes resultados e na visualizagdo das bandas, foi possivel
observar eficiéncia de amplificacdo do primer correspondente.

Apés a selecdo e amplificacdo do gene de interesse, a constru¢cdo do
plasmideo de clonagem pJET/blunt AFDKP foi realizada e seguindo-se o0s
procedimentos para identificar das colonias de E. coli DhSa que possuiam o
plasmideo com o gene de clonagem, conforme se observa na Figura 4, em que
clones aleatérios foram submetidos a reacdo de PCR de colbnia para verificagdo da

presenca de amplificacdo do gene de interesse.



137

Figura 21: Gel das reacdes de PCR para de selecdo de clones em que
plasmideo de clonagem (pJET/blunt) continha o gene de interesse. Amostras 1 -
marcador 1kb, 2 - clone 7, 3 - clone 4, 4 - clone 2, 5 - clone 9, 6 - clone 8, 7 - clone 1,
8 — clone 3.

123456 78

10000 Kl
5000 kb

2000 k

500 kb

Fonte: autor.

Com base na identificagdo dos clones que continham o gene de clonagem, foi
selecionada uma das colbnias de E. coli Dh5a e a propagacdo do plasmideo de
clonagem que continha o inserto foi iniciada por cultivo das células e extracdo do
DNA, conforme descrito na metodologia. A Figura 22 mostra gel de agarose com
amostras do plasmideo de clonagem na presenca do inserto, que foi utilizado para
procedimento de excisdo do gene de interesse e posterior inser¢cao no plasmideo de
expressdo. Na Figura 22 é possivel observar também o plasmideo pET28a(+) vazio

que foi utilizado para incluséo do gene de interesse no processo de expressao.

Figura 22: Gel de agarose extracdo e analise da qualidade dos plasmideos,
sendo amostras 1 - marcador 1 kb, 2 — pJET/blunt + inserto, 3 — pJET/blunt +
inserto, 4 — pJET/blunt + inserto, 5 — pET28a(+) vazio, 6 - pET28a(+) vazio, 7 -
pET28a(+) vazio.
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10000 kb
5000 kb

2000 kb

500 kb

Fonte: autor.

O plasmideo de clonagem que continha o inserto e o plasmideo de expressao
foram submetidos ao processo de digestdo conforme descrito em metodologia,
obtendo-se o gene livre e com cortes complementares ao plasmideo de expressao.
Na Figura 23 é possivel observar o resultado da digestdo em gel de agarose do

plasmideo pJET/blunt AFDKP com o gene de interesse (seta).

Figura 23: Gel de agarose para separacao e purificacdo dos fragmentos apés
digestdo do plasmideo de clonagem, sendo amostras 1 - marcador 100 pb, 2 -

mistura digestéao (10ul), 3 - mistura digestao (20 pl).

1500 kb
500 kb

100 kb

Fonte: autor.

As bandas indicadas no gel de agarose demonstrado na Figura 23 foram
purificadas de acordo com a metodologia descrita, e submetidas a reacéo de ligagéo
ao plasmideo pET28a(+) também excisado com as referidas enzimas de restricao.
Os plasmideos resultantes desta reacdo de ligacdo, nomeados como

pET28a(+)_AFDKP, foram inseridos em uma cepa de E.coli DH5a de acordo com a
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metodologia descrita para transformacgéo. Apds o cultivo em placa de petri com meio
LB acrescido de Canamicina foi possivel observar o crescimento de cepas que
continham o plasmideo pET28a(+)_AFDKP.

Com os devidos procedimentos e apés a confirmacdo da presenca do gene
de interesse na célula receptora, uma colbnia selecionada foi submetida a cultivo
para propagacdo e purificacdo do plasmideo pET28a(+) AFDKP, conforme

metodologia descrita.

Andélise da sequéncia

O amplificado de PCR do gene da acido ferdlico descarboxilase de K.
pneumoniae TD 4.7 foi clonado no vetor de clonagem pJET/blunt e em seguida
inserido no vetor de expressao nomeado pET28a(+) AFDKP, neste momento o
inserto foi sequenciado. O resultado do sequenciamento foi analisado quanto a sua
qualidade (http://asparagin.cenargen.embrapa.br/phph/), demonstrando sequencias
de O6tima qualidade (Figura 24), o que permitiu a continuidade das analises e

montagem do contig através do CAP3 (Anexo 2).

Figura 24: Tabela de qualidade das sequencias obtidas.

Quality table of: SEQ-B822_C05_MS01-R_043.zip

Number of Reads: 2
= 100 bases|> 200 bases||> 250 bases||> 300 bases||> 350 bases||> 400 bases|
Read number Total of bases||# Bases with quality = 20(|# Bases with quality = 30| % Vector = 100 bases & quality = 20|

SEQ-B822 B05 MSO01-F2 045.abl 1460 740 ( 51%)| 633 (43%)

SEQ-B822 C05 MS01-R_043.abl 1409 754 ( 54%)| 692 (49%), -_

| Cluster sequences using CAP3 for checked reads | | Show RTF files for checked reads | ‘ Show SCF files for checked reads ‘

Developed by: Roberto Togawa
Marcelo Brigido

Fonte: autor.

Os sitios de restricdo presentes na sequéncia de nucleotideos foram
identificados através do NEBcutter V2.0 (http://tools.neb.com/NEBcutter2/), onde foi

possivel observar que a mesma nao apresenta sitios de restricdo para as enzimas
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utilizadas no processo de montagem dos plasmideos de clonagem e expressao

(Figura 25).

Figura 25: Analise dos sitios de restricdo encontrados na sequéncia de

nucleotideos.

B Linear Sequence: GeneAFD
Biolabs.
m Cleavage code Enzyme name code
- = ble from NEB
Display: - NEB single cutter restriction enzymes a | bluntend cut e
5 extenson ‘
- Main non-overlapping, min. 100 aa ORFs - N cleavage aflecied by CpG methylation
GC=50%. AT=50% < = # cleavage affected by other methylation
e . | cuts 1 strand (enz name). ambiguous site
167 aa
B RN U P TP S TSIl S S B W I
| ] . | | 1 I | I
BspCNI Eael BseY! Mboll #Alw BtgZ! HpyAWisel  HpyCH4V
Bpul0l Btgl #BspHI Bgll Nrul Asel Alul
BbvCli BstNI Nael Pvull
Ddel #PspG NgoMIV
Bsp1286 Hincll EcoRl
BsiHKAI Aatll Hpy188I
Zral
BsaHl
Kpn
AccBSl
BsiEl
BsaW!
Agel

Bael

Avall

Fonte: autor.

Os resultados da andlise da sequéncia AFDKP indicaram que o gene da
enzima continha uma regiao “open reading frame” (ORF) iniciada com cdédon ATG e
terminado com um codon de terminacdo TAA. A ORF do gene da &cido ferulico
descarboxilase isolada, consiste em 504 nucleotideos codificando uma proteina de
167 aminoéacidos, apresentando a predicdo de massa molar de 22 kDa conforme
juncé@o dos homo-dimeros que compdem a conformacgéo total da proteina.

Gu e colaboradores (2011), em estudos de clonagem e expressao heterdloga
com o gene de uma acido ferulico descarboxilase da cepa Enterobacter sp.
encontraram um gene composto por 507 nucleotideos que compdem uma proteina
de 168 residuos de aminoacidos. Bem como Cavin e colaboradores (1998),
observaram para uma cepa de Bacillus subtilis, um gene composto por 528 pares de
base que compdem uma proteina de 161 aminoacidos.

A sequéncia do gene AFDKP foi comparada com sequéncias disponiveis no
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GenBank usando os programas BLAST (http://blast.ncbi.nim.-nih.gov/BLAST/). A
sequéncia de aminoacidos apresentou 98,80% de similaridade com a sequéncia da
enzima &cido fendlico descarboxilase de K. variicola e 98,20% de similaridade com a
sequéncia da enzima acido fendlico descarboxilase de K. quasipneumoniae
(nimero de acesso GenBank AJA94554.1 e WP_181961074.1, respectivamente)

conforme alinhamento a seguir:

CLUSTAL 2.1 multiple sequence alignment

WP_181961674.1 MMSTFDKHDLSGFIGKHLVYTYDNGWNYEIYVKNGHTLDYRIHSGIVGNRWVKDQEAYIV
AJA94554.1 -MSTFDKHDLSGFIGKHLVYTYDNGWNYEIYVKNGHTLDYRIHSGIVGNRWVKDQEAYIV
AFDKP -MSTFDKHDLSGFIGKHKKYTYDNGWNYEIYVKNGHTLDYRIHSGIVGNRWVKDQEAYIV

LR LR EEE EEEEELE S LEEEE L LR EEELEEEEEEEEEESEEEEEEEEEELEEE]

WP_181961674.1 RVGESIYKISWTEPTGTDVSLIVNLGDKLFHGTIFFPRWIMNNPEKTVCFQNDHIPLMNS
AJA94554.1 RVGESIYKISWTEPTGTDVSLIVNLGDKLFHGTIFFPRWIMNNPEKTVCFQNDHIPLMNS
AFDKP RVGESIYKISWTEPTGTDVSLIVNLGDKLFHGTIFFPRWIMNNPEKTVCFQNDHIPLMNS

dokok ko kkok kok ko Rk sk okok kR ok skokokokok Rk okskokskok sk ksk sk sk sk ok sk sk sk sk sk sk sk sk ok sk sk sk sk sk ok sk sk sk sk ok ok

WP_181961074.1 YRDAGPAYPTEVIDEFATITFIRDCGADNDEVINCPASELPADFPAN-
AJA94554.1 YRDAGPAYPTEVIDEFATITFIRDCGADNDEVINCPASELPADFPANL
AFDKP YRDAGPAYPTEVIDEFATITFIRDCGADNDEVINCPASELPADFPANL

Fodkokkkkckkckok kR kkckkokkok R okckkokkok kkck ok ko k ke okkock sk ok ok ke sk sk ok ok

A sequéncia de aminoacidos foi analisada com ferramentas do EXPASY
(http://expasy.org/), demonstrada no Anexo 2. As analises subsequentes da
sequéncia de aminoacidos indicaram que se trata de uma acido fendlico
descarboxilase pertencente a superfamilia de descarboxilases de &cido fendlico
(Figura 26).
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Figura 26: Analise de comparacdo da sequéncia de aminoacidos com as sequencias de aminoacidos disponiveis no banco
de dados GenBank NCBI.

1 20 0 &0 an 100 1z0 140 160 167
| | | ' | | ] ' ' ' | | ' ' | | | | | | | | ] 1 1 I | ' | ' I | ' | ' | | ' ' ] I ' I
Query seq, METFORHOL SGF IGKHERYTYONGWHYE 1% YRNGHTL OYR THEG IVMGHRWY KOO EA YT VRY GE STv KI SHTEF TG TOVMSLTY NG DK LF HGTIFFPRWI MMKNPERT VCFOMDOH IPL MK SY RDMGP AYFTEYI DEFAT ITFIRDCGAONDEY INCPASELPADF PANL
actkive site jf 4 k b b b b k b L ik

Specific hits
Superfanilies PAD superfamily

Fonte: autor.
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Em analise complementar, a sequéncia de aminoacidos foi submetida a
ferramenta  ProtParam  (http://expasy.org/protparam), na analise teodrica
demonstrando uma sequéncia de 167 aminoacidos na unidade dimérica e massa

molar de aproximadamente 22 kDa, com ponto isoelétrico de 5,12.

Transformacgéo de diferentes linhagens de Escherichia coli para expresséo

Os plasmideos pET28a(+) AFDKP obtidos na etapa de propagacédo foram
utilizados para transformar as cepas de E. coli BL21 Star; E. coli Rosetta-gami, E.
coli BL21(DE3), E. coli Origami, E. coli Artic Express. Apés transformacao as cepas
foram submetidas a cultivo em meio LB acrescido de canamicina (Figura 27), para
posterior selecdo de clones aleatdrios que foram submetidos a confirmacéo por PCR

da presenca do inserto e testes de expressao da proteina de interesse.

Figura 27: Cultivo das cepas transformadas em placa meio com Canamicina
para deteccao de individuos com o plasmideo pET28a(+) AFDKP, onde A — E. coli
BL21 Star; B — E. coli Rosetta-gami; C — E. coli BL21(DE3); D- E. coli Origami, E- E.
coli Artic Express.

Posterior ao cultivo em placa de Petri, colonias aleatérias foram selecionadas

e submetidas a PCR para confirmacao da presenca do gene de interesse na cepa
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de expressdo. Os resultados de confirmacdo da presenca do inserto estdo

demonstrados na Figura 28.

Figura 28: Gel de agarose para visualizacdo dos testes de confirmacéo da
presenca do gene de interesse, onde A — PCR colonia de E. coli BL21 Star; B — PCR
colénia de E. coli Rosetta-gami; C — PCR coldnia de E. coli BL21(DE3); D- PCR
colénia de E. coli Origami, E- PCR col6nia de E. coli Artic Express.

3456 789 10 123456738910 123456 78 910

Fonte: autor.

Dos clones confirmados, foram selecionados aleatoriamente exemplares para
os testes de expressdo e selecdo da cepa mais adequada aos processos de
expressdo de proteina em sua forma solluvel, chegando-se a conclusdo que a cepa
E. coli BL21(DE3), demonstrada nas figuras abaixo (Figuras 29, 30, 31 e 32). Esta
decisdo foi tomada devido as caracteristicas gerais dos lisados celulares apés o
processo de testes com diferentes condicdes de inducéo que demonstraram lisados
muito mais limpos para a cepa E. coli BL21(DES3), que foi entdo submetida a testes
para identificacdo das melhores condicbes de expressdo da proteina recombinante

em volumes maiores.

Otimizacdo de expressao e extragdo da proteina recombinante
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Nesta etapa do trabalho procedeu-se com a otimizacdo das condi¢des de
expressao da proteina de interesse, onde observou-se que a cepa E. coli BL21(DE3)
produzia maior quantidade de enzima insolivel com temperatura de expressao a
37°C, em diferentes periodos de expressdo a partir da inducdo com IPTG. Tais

resultados estdo demonstrados nas Figuras 29, 30, 31 e 32.

Figura 29: Géis de teste de expressdo a 37 °C da cepa E. coli BL21(DE3),
fracdo insolavel. Contragdo de IPTG: A-0.1 mM,B-0.2mM,C-0.3mMeD -0.5
mM. Amostras organizadas por tempo: 1 — marcador, 2 — tempo 0 horas (sem
inducdo), 3 — 2 horas, 4 — 4 horas, 5 — 6 horas, 6 — 12 horas e 7 — 24 horas de
inducdao.

1 223 4 § 7

Fonte: autor.

Figura 30: Géis de teste de expressado a 37 °C da cepa E. coli BL21(DE3),
fracdo soluvel. Contracdo de IPTG: A-0.1 mM,B-02mM,C-03mMeD-05
mM. Amostras organizadas por tempo: 1 — marcador, 2 — tempo O horas (sem
inducéo), 3 — 2 horas, 4 — 4 horas, 5 — 6 horas, 6 — 12 horas e 7 — 24 horas de
inducéo
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Fonte: autor.

Figura 31: Géis de teste de expressado a 20 °C da cepa E. coli BL21(DE3),
fracdo insolavel. Contragcdo de IPTG: A-0.1 mM,B-0.2mM,C-0.3mMeD -0.5
mM. Amostras organizadas por tempo: 1 — marcador, 2 — tempo O horas (sem
inducédo), 3 — 2 horas, 4 — 4 horas, 5 — 6 horas, 6 — 12 horas e 7 — 24 horas de
inducao

75 kDa

25kDa
20 kDa

75 kD. 75 kDa

25kDa
20 kDa

25 kDa
20 kDa

Fonte: autor.

Figura 32: Géis de teste de expressdo a 20 °C da cepa E. coli BL21(DE3),
fracdo solavel, Contracao de IPTG: A-0.1 mM,B-02mM,C-03mMeD-05
mM. Amostras organizadas por tempo: 1 — marcador, 2 — tempo O horas (sem
inducdo), 3 — 2 horas, 4 — 4 horas, 5 — 6 horas, 6 — 12 horas e 7 — 24 horas de
inducao
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25 kD4
20 kDa

A analise por eletroforese em gel de poliacrilamida SDS-PAGE revelou que a
proteina migra em banda Unica, com massa molar de aproximadamente 22 kDa. O
gue culmina com as analises de massa molar da sequéncia de aminoacidos
utilizando a ferramenta Expasy ProtPAram (https://web.expasy.org/protparam/).

Apbés os testes de condicdo de inducdo observou-se que a enzima
recombinante era melhor expressa na fracdo sollvel quando a cepa recombinante
era submetida a expresséao a 20°C, e induzida com 0,2 mM de IPTG.

As outras cepas foram testadas nas mesmas condi¢cdes, e por opcdo de
extratos mais limpos e propor¢cdo de enzima na fracdo solavel, optou-se por
trabalhar com a cepa E. coli BL21(DE3). Uma vez que tal fato pode estar

relacionado a questao da cepa ser projetada para tal plasmideo de expressao.
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ANEXO 3

Gene da enzima acido ferulico descarboxilase

Apos sequenciamento, o material recebido foi utilizado para a geracdo do

Contigl, através da ferramenta virtual CAP3.

>Contigl
AAGCAGCCCATTAGTAGGTTGGGGCAGTTGAGCACCGCCGCCGCAAGGAATGGTGCAAGA
AAGGAGAGGCGCCCCAACAGTCCCCCGGGCCACGGGGCCTGCCACCATACCCACGLCCGAA
ACAAGCGCTCATGAGCCCGAAGTGGCGAGCCCGATCTTCCCCCATCGGTGATGTCGGCGA
TATAGGCGCCAGCAACCGCACCTGTGGCGCCGGTGATGCCGGCCACGATGCGTCCGGCGT
AGAGGATCGAGATCTCGATCCCGCGAAATTAATACGACTCACTATAGGGGAATTGTGAGC
GGATAACAATTCCCCTCTAGAAATAATTTTGTTTAACTTTAAGAAGGAGATATACCATGG
GCAGCAGCCATCATCATCATCATCACAGCAGCGGCCTGGTGCCGCGCGGCAGCCATATGG
CTAGCATGATGAGCACTTTCGACAAACATGACCTCAGCGGCTTTATCGGTAAACATAAAA
AATACACCTACGACAACGGCTGGAACTACGAAATTTACGTCAAAAACGGCCACACCCTCG
ACTACCGTATTCACAGCGGCATCGTCGGCAATCGCTGGGTGAAAGATCAGGAAGCGTACA
TCGTGCGGGTGGGGGAAAGTATCTACAAAATCTCATGGACCGAACCGACCGGTACCGACG
TCAGCCTGATCGTCAACCTGGGCGATAAACTGTTCCACGGCACCATTTTCTTCCCGCGCT
GGATCATGAATAACCCGGAAAAAACCGTCTGCTTCCAGAACGATCACATTCCTCTGATGA
ATTCGTACCGCGATGCCGGCCCGGCCTACCCGACGGAAGTGATTGACGAGTTTGCTACTA
TCACCTTCATTCGCGACTGTGGCGCGGATAATGACGAGGTTATTAATTGCCCGGCAAGTG
AATTGCCAGCTGATTTTCCTGCAAATTTGTAAGGATCCGAATTCGAGCTCCGTCGACAAG
CTTGCGGCCGCACTCGAGCACCACCACCACCACCACTGAGATCCGGCTGCTAACAAAGCC
CGAAAGGAAGCTGAGTTGGCTGCTGCCACCGCTGAGCAATAACTAGCATAACCCCTTGGG
GCCTCTAAACGGGTCTTGAGGGGTTTTTTGCTGAAAGGAGGAACTATATCCGGATTGGCG
AATGGGACGCGCCCTGTAGCGGCGCATTAAGCGCGGCGGGTGTGGTGGTTACGCGCAACG
TGACCGCTACACTTGCCAGCGCCCTAGCGCCCGCTTCCTTTTCGCTTTCTTCCCTTTCCT
TTCTCCCCACGTTCGCCGGCTTTCCCCGTTAAGCTCTTAAATCGGGGGCTCCCTTTTAGG
TTTCCGAATTTATTGCTTTCCGGCCCCTCCAACCCCAAAAAACTTGATTTAGGG

O gene da acido ferulico descarboxilase foi separado e apresentado abaixo.

>GeneAFD

ATGAGCACTTTCGACAAACATGACCTCAGCGGCTTTATCGGTAAACATAAAAAATACACCTACGACAACGGCT
GGAACTACGAAATTTACGTCAAAAACGGCCACACCCTCGACTACCGTATTCACAGCGGCATCGTCGGCAATCG
CTGGGTGAAAGATCAGGAAGCGTACATCGTGCGGGTGGGGGAAAGTATCTACAAAATCTCATGGACCGAACC
GACCGGTACCGACGTCAGCCTGATCGTCAACCTGGGCGATAAACTGTTCCACGGCACCATTTTCTTCCCGCGCT
GGATCATGAATAACCCGGAAAAAACCGTCTGCTTCCAGAACGATCACATTCCTCTGATGAATTCGTACCGCGAT
GCCGGCCCGGCCTACCCGACGGAAGTGATTGACGAGTTTGCTACTATCACCTTCATTCGCGACTGTGGCGCGG
ATAATGACGAGGTTATTAATTGCCCGGCAAGTGAATTGCCAGCTGATTTTCCTGCAAATTTGTAA
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