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RESUMO

GORGULHO, P.C. Exploracdo dos genes da familia BAHD responsaveis pela sintese
de compostos quimicos no contexto de uma biorrefinaria.2019.52 p. Monografia (TCC)
— Escola de Engenharia de Lorena, Universidade de S&o Paulo, Lorena, 2019.

As emissOes de gases de efeito estufa como dioxido de carbono (CO2), metano (CHas) e
oxido nitroso (N20O) decorrentes do consumo excessivo de derivados fosseis e das atividades
humanas vém causando mudancas climaticas e impactos ambientais. Por isso,
pesquisadores tém dado destaque ao estudo de fontes alternativas para a reducdo do
consumo de recursos ndo renovaveis, visto a crescente necessidade de substituicdo de
combustiveis e produtos de origem fossil. Nesse contexto, as biorrefinarias podem ser uma
opcao interessante ja que produzem, de forma integrada, produtos biotecnoldgicos que séo
oriundos da conversdo de biomassa. Assim, os sistemas bioldgicos podem expandir a
diversidade quimica de produtos naturais, pois muitas vezes a complexidade estrutural
desses produtos dificulta sua obtencdo por rota quimica. As plantas produzem uma ampla
variedade de compostos quimicos que apresentam grande importancia econdmica. Estes
compostos estdo ligados a caracteristicas importantes do proprio vegetal, por exemplo, cor
ou fragrancia de flores, sabor e cor dos alimentos e resisténcia contra pragas e doengas, mas
também para a producdo de produtos quimicos como drogas, antioxidantes, sabores,
fragréncias, corantes, inseticidas e feromonios. Entretanto, muitas vezes, esses Compostos
estdo disponiveis em pequenas quantidades ou sdo de dificil extracdo. Nesse contexto, as
possibilidades de modificacdo genética abriram perspectivas para a exploracdo e
modificacdo biossintética de plantas e células vegetais. BAHD aciltransferases estdo
envolvidas na sintese e elaboracdo de uma ampla variedade de metabdlitos. Pesquisas
anteriores mostraram que as proteinas caracterizadas dessa familia se enquadram em cinco
grandes clados e contém dois motivos proteicos conservados. Nesse presente trabalho foi
realizado a identificacdo e exploracdo de genes da familia BAHD aciltranferases
responsaveis pela sintese de compostos biotecnoldgicos de valor agregado pela indUstria
como alternativa aos derivados de petroleo. Também foi realizado uma reviséo bibliografica
sobre a estrutura quimica e aplica¢des dos diversos compostos pertencentes aos diferentes
clados da familia BAHD. Exemplos de analise econdmica de alguns compostos como
antocianina e acidos hidroxicindmicos para anélise da viabilidade de producdo em larga
escala destes metabdlitos secundarios foram abordados. Por ultimo, foi realizado a filogenia
entre sequéncias BAHD j& caracterizadas, arroz e Arabidopsis, classificando-as em oito
clados e prevendo funcdes génicas ainda ndo caracterizadas.

Palavras-chaves: Biorrefinaria, expressdo génica, biocompostos, engenharia genética,
BAHD



ABSTRACT

GORGULHO, P.C. Exploration of BAHD family genes responsible for the synthesis of
chemical compounds in the context of a biorefinery.52p. Monography work (TCC) —
Escola de Engenharia de Lorena, Universidade de S&o Paulo, Lorena, 2019.

Greenhouse gas emissions such as carbon dioxide (CO2), methane (CH4) and nitrous oxide
(N20) from the excessive consumption of fossil derivatives and human activities have been
causing climate change and environmental impacts. Therefore, researchers have
emphasized the study of alternative sources to reduce the consumption of non-renewable
resources, given the growing need for substitution of fossil fuels and products. In this
context, biorefineries can be an interesting option since they produce, in an integrated way,
biotechnological products that come from biomass conversion. Thus, biological systems can
expand the chemical diversity of natural products, as their structural complexity often makes
them difficult to obtain by chemical route. Plants produce a wide variety of chemical
compounds that have great economic importance. These compounds are linked to important
characteristics of the plant itself, for example flower color or fragrance, taste and color of
food and resistance against pests and diseases, but also for the production of chemicals such
as drugs, antioxidants, flavors, fragrances, colorings, insecticides and pheromones.
However, these compounds are often available in small quantities or difficult to extract. In
this context, the possibilities of genetic modification opened perspectives for the exploration
and biosynthetic modification of plants and plant cells. BAHD acyltransferases are involved
in the synthesis and elaboration of a wide variety of metabolites. Previous research has
shown that characterized proteins of this family fall into five major clades and contain two
conserved protein motifs. In this work we identified and explored genes from the family
BAHD acyltranferases responsible for the synthesis of value-added biotechnological
compounds by the industry as an alternative to petroleum derivatives. A literature review
was also performed on the chemical structure and applications of the various compounds
belonging to the different clades of the BAHD family. Examples of economic analysis of
some compounds such as anthocyanin and hydroxycinnamics for analysis of the viability of
large scale production of the secondary metabolites analyzed. Finally, a phylogenetic tree
was constructed between the already characterized BAHD sequences, rice and Arabidopsis,
classifying them into eight clades and predicting uncharacterized genetic functions.

Keywords: Biorefinery, gene expression, biocompounds, genetic engineering, BAHD
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1 INTRODUCAO
Para a compreensdo do assunto a ser discutido nesse trabalho, neste capitulo serdo
apresentados os principais temas relacionados a este e também a justificativa e objetivos

dessa monografia.

1.1 Contextualizagéo e justificativa

Uma parcela consideravel da energia e de compostos quimicos produzidos
atualmente no planeta é obtida de fontes ndo renovaveis. De acordo com a comunidade
cientifica, as emissdes de gases de efeito estufa como dioxido de carbono (COz), metano
(CHoa) e 6xido nitroso (N20) decorrentes do consumo excessivo de derivados fésseis e das
atividades humanas vem causando mudangas climéaticas. O aumento continuo ou a
instabilidade nos precos dos recursos fosseis, sua possivel indisponibilidade e preocupactes
ambientais reforcam a necessidade de alternativas capazes de suprir a demanda produtiva e
energética global. A substituicdo de petréleo por biomassa como matéria-prima para a
producdo de combustiveis e produtos quimicos é uma opcao interessante e é a forca motriz

para o desenvolvimento de complexos de biorrefinaria (CHERUBINI, 2010).

As biorrefinarias consistem na producdo integrada de produtos biotecnoldgicos
oriundos da conversdo de biomassa. Esse conceito é similar as refinarias de petroleo, onde
maultiplos produtos sdo obtidos de uma unica matéria-prima. As biorrefinarias podem ser
classificadas de acordo com tipo de plataforma utilizada, os tipos de produtos a serem

produzidos, as matérias-primas e 0s processos de conversao.

Segundo Jin e colaboradores (2018), as matérias-primas oriundas de biomassa, 0s
produtos finais e rotas que convertam biomassa em produtos de interesse sdo de extrema
importancia no contexto de uma biorrefinaria. Um exemplo € a sintese de produtos
biotecnoldgicos através da exploracdo da engenharia genética. Os sistemas biologicos
podem expandir a diversidade quimica de produtos naturais, pois muitas vezes a

complexidade estrutural desses produtos torna sua obtencao por rota quimica desafiadora.

Nesse trabalho € proposto a identificacdo de genes da familia BAHD aciltransferase
responsaveis pela sintese de compostos biotecnoldgicos e sua exploracao dentro do contexto
de uma biorrefinaria. Aciltransferases BAHD sdo enzimas presentes nos vegetais que
catalisam a transferéncia de doadores ativados por coenzima A que incluem acetil-CoA, -
fenilalanina-CoA, malonil-CoA, tigil-CoA, antranilil-CoA, benzoil-CoA e (hidroxi)



14

cinamoil-CoA - em varios tipos de moléculas aceptoras (D’AURIA, 2006). As BAHD
aciltranferases sdo responsaveis pela sintese de diversos metabdlitos secundéarios de
interesse industrial como antocianina, flavondides, &cidos graxos de cadeia longa e acidos
hidroxicindmicos. Entretanto, a exploracdo de genes da familia BAHD na sintese de
compostos quimicos em gramineas ainda é pouco explorado, sendo necessario um estudo
mais detalhado para a melhor compreensdo de seu funcionamento e aplica¢des na industria

quimica.

1.2 Objetivos

1.2.1 Objetivo Geral
O objetivo desse trabalho consiste na identificacdo e exploracdo de genes da familia
BAHD responsaveis pela sintese de compostos biotecnologicos de valor agregado para a

industria.

1.2.2 Objetivos especificos

Os objetivos especificos deste trabalho sdo:

e Revisar e explorar os potenciais genes da familia BAHD que sintetizam compostos
de valor agregado para a industria quimica;

e Estudar a aplicacdo econdmica dos compostos sintetizados pela familia BAHD;

o Identificar os potenciais genes da familia BAHD em Arabidopsis e arroz através de

técnicas de hioinformatica.

1.3 Estrutura do projeto de monografia

O presente trabalho de conclusdo de curso encontra-se organizado em quatro
capitulos. No primeiro capitulo, contextualizou-se e justificou-se o projeto. O capitulo
também inclui os objetivos a serem alcancados e a estrutura do trabalho. No segundo
capitulo, descreveu-se a metodologia utilizada para o desenvolvimento deste projeto. No
terceiro capitulo, foi apresentada uma revisao bibliografica com conceitos gerais de
biorrefinaria, a descri¢do da familia BAHD e a anélise filogenética assim como aplicacdo
dos produtos finais de interesse sintetizados pela superfamilia BAHD organizados por

clado. No ultimo capitulo, apresentou-se a conclusédo do trabalho e as perspectivas futuras.
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2 METODOLOGIA

2.1 Metodologia Cientifica de Pesquisa

Para execucdo desse projeto foi realizada uma extensiva revisdo bibliografica sobre
as potenciais aplicagbes dos produtos sintetizados pelos genes da familia BAHD
aciltransferase através de artigos, teses de mestrado e doutorado e banco de dados.
Adicionalmente a pesquisa bibliografica, em trabalhos anteriores realizados pelo grupo do
Laboratorio de Genémica de Plantas e Bioenergia localizado na EEL-USP, ocorreu a
identificacdo dos genes da familia BAHD conduzida através de bioinformatica em larga
escala em Arroz (Oryza sativa) e na eudicotiledonea modelo Arabidopsis (Arabidopsis
thaliana). Para identificacdo das sequéncias de arroz foram baixados os bancos gendmicos
e de proteinas preditas dessas espécies, disponibilizados no site phytozome

(https://phytozome.jgi.doe.gov/pz/portal.htmL). A busca foi feita inicialmente por meio dos

softwares BLASTn e BLASTp, utilizando como isca sequéncias transferases ja
identificadas na literatura. Todas as proteinas identificadas tiveram dominio verificado pelo
PFAM v30.0 (EL-GEBALLI et al., 2019). Nesse estudo, as sequéncias obtidas na etapa
anterior foram anotadas, alinhadas através do software MUSCLE (Multiple Sequence
Comparison by Log-Expectation) e submetidas a anélise filogenética pelo método Neighbor
joining no software MEGA X, para a classificacdo dos genes nos respectivos clados e sua

possivel identificacdo funcional.


https://phytozome.jgi.doe.gov/pz/portal.htmL
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3 REVISAO BIBLIOGRAFICA

3.1 Biorrefinaria

Com o esforco da comunidade cientifica para o desenvolvimento de novas
tecnologias baseadas em fontes renovaveis em detrimento de recursos fosseis, diversos
paises tém estudado e empregado o conceito de biorrefinaria. Existem diversas definicdes
para o termo biorrefinaria, porém uma das mais utilizadas foi descrita pela IEA Bioenergy
Task 42 Biorefineries: "Biorrefinaria € o processamento sustentavel de biomassa em um
espectro de produtos comercializaveis e energia”. Portanto, uma biorrefinaria € uma rede de
instalacbes que permite a integracdo de processos, tecnologias, equipamentos para a
conversdo de biomassa em biocombustiveis, energia e produtos quimicos. Esse conceito é
similar as refinarias de petréleo que produzem varios combustiveis e produtos quimicos a
partir de uma Unica fonte, o petroleo, porém com visao de sustentabilidade ecossistémica
(CHERUBINI, 2010).

As biorrefinarias podem explorar o potencial maximo de biomassa ao produzirem
diversos produtos, agregando o maior valor possivel a estes, com o0 aumento da
rentabilidade, reducdo de demanda energética e diminuicdo de emissao de gases que causam
o efeito estufa (RICO; SAUER, 2015).

De forma similar ao petréleo bruto, as plantas sdo compostas de um grande namero
de moléculas distintas. Os constituintes das plantas podem ser extraidos e funcionalizados
para produzir fracbes nao alimentares e alimentares, produtos intermediarios agro-
industriais e de interesses para a industria quimica, farmacéutica e de cosméticos, cujo valor
é geralmente inversamente proporcional ao seu volume. Carboidratos, lignina, proteinas e
gorduras constituem 95% da composicao das plantas. Os demais 5% sdo constituidos por
vitaminas, corantes, aromas ou outras moléculas pequenas que também sdo considerados na
biorrefinaria, devido ao seu alto valor agregado. Com base nos componentes da biomassa,
diferentes biorrefinarias podem ser projetadas como as de aclcares (amido e sacarose),
lignocelulose e lipidios, sendo principais fontes de moléculas de carbono (THOMAS;
OCTAVE, 2009).

A Figura 1 descreve o esquema global de producgéo de biorrefinarias, incluindo os

setores primarios e secundarios de transformacao.
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Figura 1 - Esquema de biorrefinaria ilustrando as indUstrias primarias de transformacéo produzindo produtos

agroindustriais usados como matéria-prima pelas industrias secundarias de transformacéo com aplicagfes em
numerosos setores industriais.

BIOMASEA

EXTRACAO
SEPARACAO

l1a Transformagio

FRACIONAMENTO
CRAQUEAMENTO

PRODUTOS
AGRO-INDUSTRIATS

FUNCIONALIZAGCAO

FORMULAGCAO

Transformacio

2a

ALCOOIS AMIDO MODIFICADO ELASTOMEROS
FIEEAS RESINAS ACUCARES ANTIBIOTICOS

VITAMINAS SURFACTANTES PLASTICOS OLEQS
ESTER ETILICO DEXTRINA MONOMEROS
[FOLIMEROS ACIDOS ORGANICOS SOLVENTES |

] B PAPE] E CELUT]
PETROLEQ TRATAMENTO DE POLUENTES

QUIMICA MADEIEA ATIMENTOS POLIMEROS

Fonte: Adaptado de (THOMAS; OCTAVE, 2009).

Inicialmente, a biomassa sofre um processo de transformacdo, ocorrendo a
separagcdo ou extracdo de componentes da planta por trituragdo seguida de um
fracionamento através de tecnologias bioldgicas e/ou fisico-quimicas. O objetivo deste
passo € liberar moléculas que passardo por um segundo tratamento que consiste em uma
funcionalizacdo de extratos de biomassa. Isso leva a produtos agroindustriais considerados
intermediérios em muitos setores industriais. A formulacdo desses intermediarios leva ao

desenvolvimento de um grande nimero de produtos bioldgicos que podem ser separados



18

em quatro categorias. Em volume, o biocombustivel como o etanol e o biodiesel representa
um valor consideravel. As moléculas derivadas de biomassa representam um grande
potencial para producao de intermediarios quimicos que estdo sendo considerados a base de
uma nova quimica, ja que substituem os derivados fosseis. Compostos com alto valor
agregado também estdo incluidos nesta categoria. As fibras e polimeros vegetais sdo 0s
elementos elementares de uma grande familia de materiais de base biologica. Fibras podem
ser incorporadas em compositos para substituir materiais como o vidro e as fibras de
carbono. Biopolimeros podem ser usados como matriz em compositos. O objetivo final é
obter compdsitos com fibra e matriz vegetal com propriedades mecanicas e caracteristicas
semelhantes ou superiores aos compaositos tradicionais. A Ultima categoria diz respeito as
indUstrias de alimentos, também inseridas no contexto de biorrefinaria (THOMAS;
OCTAVE, 2009).

3.2 Conceitos e desafios da engenharia genética

As plantas produzem uma ampla variedade de compostos quimicos que apresentam
grande importancia econémica. Estes compostos estdo ligados a caracteristicas importantes
do proprio vegetal, por exemplo, cor ou fragrancia de flores, sabor e cor dos alimentos e
resisténcia contra pragas e doencas, mas também para a producao de produtos quimicos
como drogas, antioxidantes, sabores, fragrancias, corantes, inseticidas e feromonios.
Particularmente, as possibilidades de modificacdo genética abriram perspectivas para a
exploracdo biossintética de plantas e células vegetais. A engenharia genética vem
apresentando os seguintes desafios (VERPOORTE et al., 1999):

e Aumento da produtividade de produtos quimicos finos ndo derivados de petréleo;
e Novos compostos para rastreio da atividade bioldgica;

e Novas cores de flores ou cores de alimentos;

¢ Novos sabores ou fragrancias alimenticias e aumento do efeito nutricional;

¢ Niveis reduzidos de compostos indesejaveis (por exemplo, toxicos, antiflngicos);

e Melhor resisténcia contra pragas e doencas.

Dessa forma, a engenharia genética tem contribuido para 0 aumento da produtividade
assim como facilitado a extracdo de alguns compostos. Técnicas de engenharia genética
estédo sendo utilizadas para modificar propriedades da biomassa e aumentar a producao de
etanol. Uma estratégia é modificar as caracteristicas e propriedades do amido ou da

lignocelulose para que possam ser convertidos mais rapidamente nos produtos desejados. A
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outra estratégia € introduzir enzimas de conversdo de biomassa em plantas para que elas

possam ajudar no processo de conversdao mais efetivamente (TORNEY et al., 2007).

3.3 Descrigédo da familia génica BAHD aciltransferase

A acilacdo enzimatica é uma reacao de substituicdo que esta diretamente envolvida
na diversificacdo de substancias naturais produzidas pelo metabolismo secundario das
plantas. Um grande numero de moléculas pequenas, abrangendo a maioria das classes de
metabdlitos secundarios, estdo sujeitos a transferéncia de grupo O, N, C ou S-acil. Além de
pequenas moléculas, a acilagdo de polissacarideos e proteinas produz macromoléculas com
varias propriedades reguladoras (ST-PIERRE; LUCA, 2000).

Aciltransferases catalisam a transferéncia de grupos acila de uma molécula doadora
ao grupo hidroxila, amino ou tiol de uma molécula aceptora para produzir um derivado de
éster acilico. Diferentes classes de aciltransferases foram identificadas como 1-O-
acilglucosideos, acil coenzima A, proteina transportadora acilada-acil e éster do &cido
quinico. Entre eles, os ésteres da coenzima A atuam como doadores acil no grupo mais
abundante de aciltransferases que catalisam diversas reacdes envolvidas no metabolismo
primario e secundario (ST-PIERRE; LUCA, 2000).

O nome desta superfamilia génica foi proposto apos a caracterizacdo funcional de
quatro membros encontrados em espécies distintas de eudicotiledéneas: BEAT ou benzil
alcool  O-acetiltransferase da  Clarkia  breweri; AHCTs ou antocianina
Ohidroxicinamoiltransferase de Petunia; HCBT ou antranilato N-hidroxicinamoil/
benzoiltransferase de Dianthus caryophyllus e DAT ou deacetilvindoline 4-O-
acetiltransferase de Catharanthus roseus (ST-PIERRE; LUCA, 2000).

BAHD aciltransferases sdo enzimas presentes nos vegetais que catalisam a
transferéncia de doadores ativados por coenzima A que incluem acetil-CoA, B-fenilalanina-
CoA, malonil-CoA, tigil-CoA, antranilil-CoA, benzoila CoA e (hidroxi) cinamoil-CoA em
diversos tipos de moléculas aceitadoras. BAHDs catalisam O ou N-acilagéo de aceitadores
pela acilagdo de seus grupos hidroxilas (OH) ou amina (NH.), respectivamente, com CoA
doadores (Figura 2). Nas plantas, essas enzimas participam da sintese de uma ampla gama
de polimeros e metabolitos secundarios como cutina, suberina, lignina, volateis, pigmentos
e compostos de defesa (EUDES et al., 2016).
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Figura 2- Mecanismo de acilacéo catalisado por BAHD aciltransferases
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Fonte:Adaptado de (EUDES et al., 2016).

3.4 Andlise filogenética e principais clados da familia BAHD

Diversos estudos utilizaram alinhamentos de proteinas seguido por analises
filogenéticas para revelar a evolucédo de funcéo dentro da familia BAHD, e prever possiveis
substratos para enzimas que ndo foram caracterizadas bioguimicamente. Uma andlise dos
membros da familia BAHD até entdo identificados mostrou a presenca de cinco grandes
clados, conforme relatado por D’Auria et al. (2006), com aplicagdes de interesse
biotecnoldgico distintos. Estes clados podem ser classificados pelo tipo de substrato usado
ou pelas condicBes sob as quais 0s genes e as enzimas que eles codificam estdo ativas.
Recentemente, estudos filogenéticos, baseados nas sequencias BAHD de quatro
eudicotiledbéneas, Arabidopsis, Populus (alamo), Medicago (luzerna cortada), Vitis (uva) e
Oryza (arroz) ampliaram essa divisdo para oito clados (la, Ib, 11, Illa, Illb, IV ,Va e Vb)
(Figura 3) (TUOMINEN; JOHNSON; TSAI, 2011).
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Figura 3 - Filogenia de proteinas BAHD aciltransferases
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Legenda: A- Filogenia inferida pela maxima verossimilhanga, B- Gréfico da quantidade de genes de cada
espécie, por clado. As cores representam as espécies em C. C- Grafico da quantidade de genes em cada clado,

por espécie.
Fonte: (TUOMINEN et al., 2011).

O clado I consiste inteiramente de membros da familia BAHD que estdo envolvidos
na modificacdo de glicosideos fenolicos, predominantemente antocianinas, embora, o gene
NtMAT1, membro deste clado, esta envolvido na producdo de naftol malonilado e
glucosidos flavonoides no tabaco (D’ AURIA, 2006).

Os dois membros conhecidos do clado 11 sdo Glossy2 encontrado em milho (Z. mays)
e CER2 em Arabidopsis (A. thaliana). Estas enzimas estdo envolvidas na extensdo de ceras
epicuticulares de cadeia longa que sdo importantes para controlar a perda de agua dos

tecidos aéreos e para auxiliar na defesa contra patdégenos (D’ AURIA, 2006).

A maioria dos membros da superfamilia BAHD classificada no clado 111 utiliza uma

gama diversificada de substratos alcoo6licos, embora a maioria destas enzimas utiliza acetil-
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CoA como principal doador de acilo. Uma subfamilia dentro do clado inclui BAHD
Acetiltransferases que estdo envolvidas na modificacdo de compostos alcal6ides, como o
vindoline e o precursor da morfina thebaine (D’AURIA, 2006).

As analises filogenéticas sugeriram que o clado IV € especifico de gramineas e

apenas uma sequéncia foi caracterizada em cevada, que utiliza amina como substrato.

O clado Va pode ser dividido em subgrupos, que aceitam diferentes substratos. Um
deles participa da sintese de ésteres volateis, enquanto outro é o clado de Mitchell,
relacionado a incorporagéo dos &cidos hidroxicindmicos. J& o clado Vb consiste de enzimas
que usam hidroxicinamoil coA e benzoil coA como doadores de acila (HCT/HQT), que
participam da via de biossintese da lignina (TUOMINEN; JOHNSON; TSAI, 2011).

A maior parte das enzimas BAHD apresenta dois motivos conservados: HXXXD e
DFGWG, sendo o primeiro fundamental para a atividade catalitica (D’AURIA, 2006).
Tuominen e colaboradores (2011), em analise para a identificacdo de motivos conservados
nos oito clados através de bioinformatica, ndo identificaram o motivo conservado HXXXD,
podendo ter ocorrido provavelmente, em vista da variacdo do residuo X. Entretanto, o
motivo DFGWG foi encontrado nos oito clados. Outros motivos conservados também
foram identificados, assim como motivos especificos oriundos de cada clado (TUOMINEN;
JOHNSON; TSAI, 2011).

3.5 Estudo dos principais compostos sintetizados pela familia BAHD
Estudos tém demonstrado que BAHD aciltransferases catalisam a formagéo de
metabdlitos com variadas aplica¢des. O quadro 1 identifica os principais genes e os produtos

formados pela familia BAHD aciltransferase ja caracterizados na literatura.



Quadro 1-Identificacdo e anotagdo dos genes da familia BAHD caracterizados na literatura
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BAHD Aciltransferases caracterizadas

Gene
Clado |
GthAT
Dv3MAT
Sc3MaT

DM3MAT1
DM3MAT?2
DM3MAT3
NtMAT1
Vh3MAT1
Lp3MAT1

Pf3AT

SsbMaT1
SsbMaT?2
PfSMaT
At5Mat
At3At1
At3AL2
GmIF7MaT

Produto formado

Antocianina
Antocianina
Antocianina

Antocianina

Antocianina

Antocianina

Flavonoides
Flavonol

Antocianina

Antocianina
Antocianina
Antocianina
Antocianina

Antocianina, flavonol
Antocianina, flavonol

Isoflavona

Espécie

Gentiana triflora
Dahlia variabilis
Senecio cruentus

Dendranthema x
morifolium

Nicotiana tabacum
Verbena 9 hybrida

Lamium purpureum

Perilla frutescens

Salvia splendens
Salvia splendens
Perilla frutescens

Arabidopsis thaliana
Arabidopsis thaliana
Arabidopsis thaliana

Glycine max

Referéncia

Fujiwara et al. (1998)
Suzuki et al. (2002)
Suzuki et al. (2003)

Suzuki et al. (2004b)

Taguchi et al. (2005)
Suzuki et al. (2004a)

Suzuki et al. (2004a)

Yonekura-Sakakibara
et al. (2000)

Suzuki et al. (2001)
Suzuki et al. (2004c¢)
Suzuki et al. (2001)
D’Auria et al. (2007)
Luo et al. (2007)
Luo et al. (2007)
Suzuki et al. (2007)



MtMat1
MtMat2

MtMat3
MaT4
MaT5
MaT6

AtPMatl

AtPMat2
GM7MAT

AtACT

Clado 11
ZmGlossy2
AtCER2

Clado 111
CaPunl
CrDAT
CrMAT

CmAAT4

RhAAT1
FaSAAT
FYWAAT

Isoflavona, flavononas

isoflavonas, flavononas, flavondis
antocianinas

Nafitois, flavonois, coumarins,
phenils, isoflavonas

Isoflavona, flavononas

Agmatina hidroxicinamoil

Acidos graxos de cadeia muito longa

Vindolina
(+) - minovincinina em (+) - ecitovenina

Acetil CoA geraniol / citronelol
acetiltransferase

Alcool aciltransferase

Medicago truncatula

Medicago truncatula

Arabidopsis thaliana

Zea mays
Arabidopsis thaliana

Capsicum annuum
Catharanthus roseus
Catharanthus roseus

Cucumis melo

Rosa hybrid cultivar
Fragaria ananassa

Ia
Ia
Ia
Ia

Ia
Ia
Ia
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Yu et al. (2008)

Zhao et al. (2011)

Dhaubhadel et al. (2008)

Muroi et al. (2009)

https://www.uniprot.org/uniprot/Q39048

https://www.uniprot.org/uniprot/Q58VS8

https://www.uniprot.org/uniprot/Q9ZTK5

https://www.uniprot.org/uniprot/Q8GZU0

https://www.uniprot.org/uniprot/Q512Q4

https://www.uniprot.org/uniprot/Q5I6B5

https://www.uniprot.org/uniprot/Q9FVF1



https://www.uniprot.org/uniprot/Q39048
https://www.uniprot.org/uniprot/Q58VS8
https://www.uniprot.org/uniprot/Q9ZTK5
https://www.uniprot.org/uniprot/Q8GZU0
https://www.uniprot.org/uniprot/Q5I2Q4
https://www.uniprot.org/uniprot/Q5I6B5
https://www.uniprot.org/uniprot/Q9FVF1

CbBEAT
PsSalAT
RsVISY
PhCFAT

Clado IV
HVACT

Clado V
SHT

AT1
DH29

CbBEBT

NtBEBT
PhBPBT

PtSABT
PtBEBT
AtHHT
FHT
PtFHT1
DCF
FACT
NtHQT
NtHCT

Alcool benzilico

(7S) -O-acetilsalutaridinol

Agmatina hidroxinamoil

Espermidina hidroxicinamoil

Cafeoilputrescina
Cafeoil esperdimina

Benzoato de Benzila

Benzoato/Feniletileno de Benzila

Benzoato salilico
Benzoato de Benzila
Suberina
Suberina

Alquil hidroxicinamato

Acidos graxos

Alquil hidroxicinamato

Acido clorogénico

Acido clorogénico e derivados

Clarkia breweri
Papaver somniferum

Petunia hybrida

Hordeum vulgare

Arabidopsis thaliana
Nicotiana attenuata

Clarkia breweri
Nicotiana tabacum

Populus trichocarpa

Arabidopsis thaliana
Solanum tuberosum
Populus trichocarpa
Arabidopsis thaliana
Arabidopsis thaliana
Nicotiana tabacum
Nicotiana tabacum

Ia
Ia
Ia
b

Vb

Va

Va

Va

Va
Va
Vb
Vb

25

https://www.uniprot.org/uniprot/064988
Grothe et al. (2001)

https://www.uniprot.org/uniprot/AIXWY7

Burhenne et al. (2003)

Grienenberger et al. (2009)
Onkokesung et al. (2012)

D’Auria et al. (2002)

Chedgy et al. (2015)

Gou et al. (2009)

Serra et al. (2010)
Cheng et al. (2013)
Rautengarten et al. (2012)
Kosma et al. (2012)
Niggeweg et al. (2004)
Hoffmann et al. (2003, 2004)


https://www.uniprot.org/uniprot/O64988
https://www.uniprot.org/uniprot/A1XWY7

AtHCT
PrHCT
CcHCT

CcsHCT

HQT1
HQT2
LjHQT
PvHCTl1a
PvHCT2a
TpHCT1A
TpHCT1B
TpHCT2
CsHCT
PeHCT
OsHCT4
SbHCT
SIHQT
PtHCT1 6

CbHST
CbRAS
MORAS

Acido clorogénico e derivados
Hidroxicinamoil
Hidroxicinamoil quinato

Cafeoil ou p-coumaroil quinato

Cafeoil ou p-coumaroil quinato

Acido clorogénico
Cafeoil ou p-coumaroil chiquimato/quinato

Cafeoil ou p-coumaroil chiquimato
Acido chiquimico (chiquimato)

p-coumaroil chiquimato
p-coumaroil chiquimato
Hidroxicinamoil glicerol
Quinato
Acido clorogénico e quinato

p-coumaroil chiquimato
Hidroxicinamoil
chiquimato,hidroxibenzoato

Hidroxicinamoil, hidroxiaquilatos
Hidroxicinamoil

Arabidopsis thaliana
Pinus radiata
Coffea canephora

Cynara cardunculus
var. scolymus

Cynara cardunculus
var. scolymus

Lonicera japonica
Panicum virgatum

Trifolium pratense

Cucumis sativus
Populus euramericana
Oryza sativa
Sorghum bicolor
Solanum lycopersicum
Populus trichocarpa

Coleus blumei Benth
Coleus blumei Benth
Melissa officinalis

Vb
Vb
nd

Vb

nd

Vb
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Hoffmann et al. (2005)
Wagner et al. (2007)
Lepelley et al. (2007)

Comino et al. (2007)

Sonnante et al. (2010)

Peng et al. (2010)

Escamilla-Trevino et al. (2014)

Sullivan (2009)

Varbanova et al. (2011)
Kim et al. (2011)
Kim et al. (2012)

Walker et al. (2013)
Moglia et al. (2014)
Wang et al. (2014)

Sander & Petersen (2011)
Berger et al. (2006)
Weitzel & Petersen (2011)



LaAT1

CcsHQT
CcaHQT
SsSHCT

TcDBNTBT
TcDBAT
TcBAPT
TcDBBT

TcTAT
IN3AT1
MsAAT
VIAMAT
MdAAT?2
MdAAT1
AtCHAT
CmAAT?2
CmAAT1
CmAAT3
LaHMT/HLT
OsPMT

Amidas do acido
hidroxicinamoil,hidroxicimoil chiquimato e
4-hidroxifenilactato

3 ' - epimero de 2'-desoxitaxol
bacatina I11

10-desacetilbacatina I11
taxa-4(20),11-dien-5a-yl acetate

Antranilato de metila

13-(2-metilcrotonoiloxi)lupanine
Monoligndis, hidroxicinamatos

Lavandula angustifolia

Taxus canadensis
Taxus cuspidata

Taxus cuspidata
Taxus cuspidata
Iris hollandica

Vitis labrusca
Malus domestica
Malus domestica

Cucumis melo
Cucumis melo
Cucumis melo
Lupinus albus
Oryza sativa

\

Vb
Vb
Vb

Va
Va
Va
Va
Va
Va
Va
Va
Va
Va

Va
Va
Va
Va
Va
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Landmann et al. (2011)

Comino et al. (2009)
Comino et al. (2009)
Berger et al. (2006)

https://www.uniprot.org/uniprot/Q8LL69

https://www.uniprot.org/uniprot/Q9M6E2

https://www.uniprot.org/uniprot/Q8H2B5

https://www.uniprot.org/uniprot/Q9FPW3

https://www.uniprot.org/uniprot/Q9M6F0

Yoshihara et al. (2006)

Wang, De Luca (2005)

Suzuki et al. (1994)
Withers et al. (2012)


https://www.uniprot.org/uniprot/Q8LL69
https://www.uniprot.org/uniprot/Q9M6E2
https://www.uniprot.org/uniprot/Q8H2B5
https://www.uniprot.org/uniprot/Q9FPW3
https://www.uniprot.org/uniprot/Q9M6F0

BdPMT
ZmpCAT
OsAt10
SacBAHDO1(ou At9)

SvBAHDO01

BdAtl
OsAt5 (ou
OsFMT)

Fonte: Prépria
autora.

Conjugado de
P-coumarato de monolignol

Glucuronoarabinoxilano (GAX)
FA em hemicelulose

FA em hemicelulose

FA em lignina

Brachypodium distachyon

Oryza sativa

\

Va

Petrik et al. (2014)

Bartley et al. (2013)

28
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Flavondides e antocianinas d&o cor, além de apresentarem propriedades medicinais
e de defesa para a planta. Varios alcoois como substratos, modificacdo de alcaldide e ésteres
volateis sdo responsaveis pelo amadurecimento de frutos e ésteres de alcool benzoato séo
amplamente utilizados como aromatizantes, agentes em alimentos e cosméticos. Acidos
hidroxicinamicos apresentam propriedades antioxidantes e podem prevenir doencas

cardiovasculares e alguns tipos de cancer.

Os topicos seguintes descrevem detalhadamente os principais compostos que ja
foram sintetizados na literatura através da expressao e inibicdo de genes da familia BAHD.

3.5.1 Antocianinas (Clado 1A)

O termo antocianina se origina do grego (anthos, uma flor e kyanos, azul escuro).
As antocianinas sdo considerados, apds a clorofila, o mais importante grupo de pigmentos
oriundos de fonte vegetal, sendo o maior grupo de pigmentos sollveis em &gua
(HARBONE;GRAYER, 1988),.

As antocianinas apresentam-se como uma importante alternativa para a substitui¢ao
gradativa dos corantes sintéticos, pois sdo abundantes na natureza e apresentam um amplo
espectro de cores. Além disso, estudos tém demonstrado efeitos benéficos a salde humana
como atividade antioxidante, anti-inflamatoria, anti-mutagénica e efeitos visuais de
melhoria da fungédo, sendo uma importante aliada na prevencao/retardamento de doengas
cardiovasculares, do cancer e doencas neurodegenerativas (HARBONI, WILLIAMS,
2000).

As funcbes desempenhadas pelas antocianinas no metabolismo das plantas
compreendem antioxidacdo, protecdo a acdo da luz, mecanismo de defesa e funcéo
bioldgica. Os pigmentos intensos produzidos tém elevada importancia na polinizagdo e na
dispersdo de sementes, entre outros mecanismos responsaveis pela reproducdo das plantas.
As antocianinas sdo as principais responsaveis por inumeras tonalidades de cores
encontradas em flores, frutas e folhas (MAZZA; MINIATI, 1993).
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3.5.1.2 Estrutura quimica das antocianinas

Quimicamente, esses pigmentos sdo compostos fendlicos pertencentes ao grupo dos
flavonoides. S&8o compostos solUveis em agua e altamente instaveis em temperaturas
elevadas. A figura 4 mostra a estrutura quimica da antocianina baseada em uma estrutura

policiclica de quinze carbonos.

Figura 4 - Estrutura quimica das antocianinas

Fonte: Adaptado de (LOPEZ et al., 2000).

3.5.1.2 Equilibrio quimico das antocianinas em solu¢do aquosa

Quando presentes em meio aquoso, as antocianinas se encontram comumente na
forma de uma mistura de diferentes estruturas quimicas em equilibrio: cation flavilium
(vermelho), base anidra quinoidal (azul), pseudo-base carbitol (incolor), e chalcona (incolor
ou levemente amarela). Presentes em meio &cido (pH menor que 2), as antocianinas
apresentam-se em sua forma catidnica; com o aumento do pH, ocorre uma rapida
desprotonacao, formando a base quinoidal. Em meio aquoso a antocianina se encontra em
equilibrio entre a forma carbitol e chalcona. A temperatura ambiente, e em meio levemente
acidificado, o equilibrio entre as formas carbitol e chalcona é muito lento e leva horas para
ser atingido. O aumento da temperatura desloca o equilibrio na direcdo da formacdo da base
chalcona (HEREDIA et al., 1998). As solucdes contendo pigmentos com pH acima de 7,0,
gradualmente mudam a coloracdo de tonalidade azul para amarela, como um resultado
indireto da formacao de chalcona, via fissdo do anel da anidrobase (HRAZDINA, 1977). A

figura 5 mostra as quatro formas da antocianina em solucéo aquosa.



Figura 5 - Equilibrio das antocianinas em solucéo aquosa
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Fonte: (IACOBUCCI;SWEENI, 1983).

Alguns fatores influenciam diretamente na estabilidade da antocianina como pH,
temperatura, influéncia da copigmentacao, presenca de substancias metalicas e oxigénio. A
sensibilidade ao pH é um dos principais fatores limitante no processamento e utilizacéo das
antocianinas como corante, afetando a cor e a estabilidade quimica. Em solugdes &cidas, a
antocianina se apresenta na forma vermelha, mas com o aumento do pH a intensidade de
cor diminui. Em solucdo alcalina, obtém-se a cor azul, sendo esta instavel (MAZZA;
BROUILLARD, 1987).

3.5.1.3 Antocianina aciltransferase (AATS)

Durante a biossintese da antocianina, ocorre a reacdo de acilacao nas porcdes glicosil
apés a formacdo de antocianidina-3-O-glicosideo, catalisada por antocianinas
aciltransferases (AATSs), um grupo especificos de enzimas vegetais, dependente de acil-
CoA. Existem dois tipos principais de substituintes acila, grupos acil aromatico e alifatico,
ambos 0s quais estdo comumente ligados a um grupo hidroxi de uma frag&o glicosil. E
importante destacar que as aciltransferases alifaticas ndo atuam nos acil-CoAs aromaticos,
como p-coumaroil-CoA e cafeoil-CoA e vice-versa. As maloniltransferases utilizam
metilmalonil-CoA e succinil-CoA como fracos doares acil. Demonstrou-se que as
atividades da AATs ocorrem em culturas celulares, flores e outros 6rgdos vegetais que

acumulam acil antocianinas.
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Expressdes bem-sucedidas de cDNAs da AAT em sistemas heterélogos devem
fornecer a base para aplicacfes de AATs em biotecnologia. Diversas tentativas foram feitas
abordando a engenharia genética para modificar a via flavonodide em busca de cores de
flores. Sabe-se que a acilacdo aromaética estabiliza a coloracdo de antocianinas a pH de
meios intracelulares de flores (pH=4-7), por exemplo, a intensidade da cor azul aumenta
amedida que o nimero de grupos aromaticos também aumenta. Assim, genes que codificam
aciltransferases arométicas de antocianina com diferentes especificidades sdo importantes
ferramentas para a modificagdo da cor das flores (TANAKA et al., 1998). A acilagio
alifatica (também chamada de malonilacdo) aumenta a estabilidade da coloracdo de

antocianina e impede pigmentos do ataque da glicosidase (SUZUKI et al., 2002).

No aspecto medicinal, a acilacdo permite a construcdo e modificacdo funcional de
medicamentos e bioativos. A acilagdo das antocianinas pode melhorar a solubilidade,
estabilidade fisico-quimica, semi-vidas bioldgicas, permeabilidades de membrana e

absorcéo intestinal dos pigmentos.

3.5.2 Sintese de Triacilglicerol (Clado IB)

O triacilglicerol (TAG), um éster acilico glicerol, ¢ a forma mais eficiente de
armazenamento de energia em células eucaridticas (FARESE et al., 2000). O TAG é
sintetizado principalmente durante o desenvolvimento de sementes e frutos, sendo o
principal componente dos 6leos de sementes. Oleos oriundos de plantas tém um valor
econémico significativo para a industria de alimentos, assim como na producdo de
lubrificantes e biocombustiveis. Eles também estdo se tornando matérias-primas cada vez
mais importantes na industria petroquimica como substituto de petréleo cru. Sendo assim,
NUMerosos sistemas convencionais e estratégias envolvendo genética molecular estdo sendo
exploradas em tentativas de aumentar o teor de TAG e modificar a composicao de acidos
graxos dos 6leos de sementes de plantas (LUNG; WESELAKE, 2006).

O TAG ¢é geralmente sintetizado pela incorporacdo sequencial de grupos acila em
glicerol 3-fosfato por aciltransferases para formar acido lisofosfatidico e acido fosfatidico,
respectivamente (KENNEDY,1961). O fosfatidico sintetizado é o acido desfosforilado em
diacilglicerol (DAG). Este é catalisado por acil-CoA: DAG aciltransferase (DGAT; EC

2.3.1.20) que transfere um grupo acil para o DAG, formando assim, 0 TAG.
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Rani e colaboradores (2010) descreveram a acilagdo do DAG para formacdo do TAG
por meio do gene recombinante At5923940. O estudo mostrou de modo pioneiro a
identificacéo, purificaco e caracterizagéo funcional do gene DRC At5g23940, um membro
da familia BAHD necessério para a incorpora¢do de mondmero na matriz polimerica de
cutina. A proteina At5923940 possui um motivo conservado HX4D na extremidade N-
terminal e uma ligacao lipidica VX2GF no meio da sequéncia. Quando o gene apresentava
atividade em Escherichia coli, produzia uma proteina soltvel com atividade DGAT. A
proteina recombinante purificada é especifica para 1,2-DAG e oleoil-CoA. Notou-se que a
superexpressdo de At5g23940 em S. cerevisiae, mutante DGAT quadruplo (H1246), resulta

na formacéo de TAG. A figura 6 mostra a via de formacdo do triacilglicerol.

Figura 6 — Via de formacdo do triacilglicerol
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Fonte: Adaptado de (ESTUDO DE BIOLOGIA, 2012).

3.5.3 Acido graxos de cadeia longa (Clado 11)
As superficies das por¢des aereas das plantas sdo cobertas por cuticula, que serve

como uma barreira entre a planta e 0 meio ambiente. A porcdo externa da cuticula é
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composta por uma mistura complexa de acil lipidios, comumente denominada graxa
epicuticular. Acredita-se que estas desempenhem papéis importantes para as plantas
ajudando a resistir a seca, geadas, patdégenos e insetos e protegé-las da irradiacdo UV, bem
como influenciar retencdo de produtos quimicos aplicados (MARTIN ; JUNIPER, 1970).

As graxas epicuticulares sdo misturas complexas de acidos graxos de cadeia muito
longa (VLCFAS) e seus derivados (TULLOCH, 1976). A composicdo quimica dessas ceras
varia de acordo com diferentes espécies vegetais. Por exemplo, as ceras cuticulares
encontradas nas folhas de Arabidopsis sdo compostas principalmente por alcanos, alcoois e
acidos graxos (JENKS et al., 1995). Em contraste, ceras encontradas nas folhas das mudas
de milho sdo compostas principalmente de alcoois, aldeidos e ésteres (BIANCHI et al.,
1985).

Os dois membros conhecidos do clado 11 sdo Glossy2 de Z. mays e CER2 de A.
thaliana, responséveis pela sintese de graxas epicuticulares. Embora ndo existam dados
bioquimicos em relag&o a sua funcéo enzimatica, estudos de localizagéo subcelular usando
anticorpos contra um peptideo sintético CER2 sugere a possibilidade de estar localizado no
nucleo.No entanto, Glossy2 e CER2 ndo contém nenhum dos sinais de localizacdo nuclear
reconhecidos. Expressdo do gene CER2 foi medido em um estudo tentando determinar os
niveis de expressdo de genes envolvidos na biossintese de cera. Os niveis moderados de
expressdo detectados neste estudo, juntamente com estudos de localizacdo realizados
anteriormente, sugerem que o CER2 desempenha um papel regulador em vez de

biossintético em biossintese de cera epiticular (X1A et al., 1997).

3.5.4 Modificacéo de alcaloides e ésteres volateis (Clado 111)

A maioria das proteinas BAHD do clado Il aceita uma gama diversificada de
substratos de &lcool, embora a vasta maioria dessas enzimas utiliza acetil-CoA como
principal doador de acila. Uma subfamilia dentro do clado inclui Acetiltransferases de
BAHD envolvidas na modificacdo e identificacdo de compostos alcaldides, como a
vindolina e precursor da morfina thebaine (ST PIERRI, 1998). Um estudo recente sobre a
producdo de capsaicina na pimenta revelou que a aciltransferase BAHD codificada pelo
gene Pungencyl (Punl) é responsavel pelas diferencas entre calor e variedades suaves de
pimenta (STEWART et al., 2005).
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O segundo subgrupo principal do clado 111 (denominado clado 111A) consiste em
acetiltransferases envolvidas em reacGes volateis responséveis pela biossintese de ésteres
em flores e frutos maduros, como a enzima RhAAT1 de Rosa hybrida, que produz o éster
acetilico do geraniol (SHALIT et al., 2003). Essas enzimas sdo capazes de aceitar uma
variedade de alcool como substratos que produzem uma variedade de ésteres volateis
(DUDAREVA et al., 1998). No entanto, 0s compostos reais encontrados provavelmente na

planta sdo determinados pela disponibilidade de substratos enddgenos.

3.5.5 Agmatina coumaroiltransferase (Clado 1V)

A enzima agmatina coumaroiltransferase (ACT) foi demonstrada a terceira BAHD
aciltransferase a realizar a acilacdo de um nitrogénio para formar a amida correspondente,
as demais sdo o HCBT e AsHHT1. ACT contém o Motivo HXXXD comum a todos 0s
membros da familia BAHD e também contém um motivo DFGWG ligeiramente alterado
com triptofano em vez de glicina. Burhenne e colaboradores também relataram sequéncias

semelhantes ao ACT da cevada que ainda ndo foram caracterizados bioquimicamente.

3.5.6 Producao de conjugados de acido hidroxicinamico (Clado V)

Os é&cidos hidroxicindmicos (HCAs) sdo uma das principais classes de &cidos
fendlicos encontrados na natureza. Os acidos fendlicos sdo derivados da via do chiquimato
gue envolve varias etapas enzimaticas responsaveis pela conversao de intermediarios da via
da pentose fosfato e glicolise para formar trés aminoacidos aromaticos cruciais
(fenilalanina, tirosina e triptofano). OS HCAs sdo metabdlitos secundérios derivados de
fenilalanina e tirosina e todos eles ttm um esqueleto de carbono CsC3s com uma dupla
ligacdo na cadeia lateral que pode ter uma configuracdo cis ou trans (EL-SEEDI et al.,
2012). A figura 7 representa o esquema de sintese do acido hidroxicindmico. Os grupos
funcionais hidroxila no anel benzeno e a ligacdo insaturada de sua cadeia lateral etilénica
sdo locais importantes para reacfes com espécies reativas de oxigénio (ERO), retratando
uma relacdo estrutura-atividade. Assim, sua atividade biologica depende do padrdo de

substituicdo da fracdo aromatica.
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Figura 7- Esquema de sintese de &cido hidroxicinamico
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Fonte: Prépria autora.

Hidroxicinamas (HCs) s@o produzidos principalmente em plantas, sendo
responsaveis pela producédo de écido caféico (AC), acido p-cumarico (AP), &cido ferulico
(AF) e é&cido sinapico (AS). A biossintese de conjugados de HC é mediada por
hidroxicinamoil transferases (HCTSs), que utilizam um tio éster de coenzima A como doador
e variados compostos, entre eles 0 quinato e o chiquimato, como aceitadores. A formacéo
de tio éster de coenzima A com HC é catalisada pelo acido p-cumaérico. Assim, 0s genes
que codificam 4CL e HCT sdo essenciais para a producao de conjugados de HC. Os HCTs
mostram especificidade ndo sé para o doador do grupo acilo, mas também o aceptor do
grupo acilo. Quando os receptores do grupo acil séo chiquimato e quinato, os conjugados
resultantes sdo p-coumaroyl-O-shikimate e acido clorogénico, respectivamente.

Devido a propriedades antioxidantes dos HCs, que eliminam os radicais livres,
estudos tém sugerido que o consumo de HCs poderia prevenir doencgas cardiovasculares e
alguns tipos de cancer. Além disso, a literatura descreve varias funcées bioldgicas do HCs
como protecdo contra efeitos colaterais da quimioterapia e atividade anti-osteoclastica. A

farmacocinética e biodisponibilidade dos acidos hidroxicindmicos, bem como sua atividade



37

antimicrobiana, sdo altamente dependentes de estruturas quimicas e dos tipos de moléculas

as quais eles sdo conjugados (EL-SEEDI et al., 2012).

Kim et al.e colaboradores (2013) sintetizaram coumaroyl-O-shikimate e &cido
clorogénico atraves da coexpressdo de Hydroxycinnamoyl transferases (HCTSs) incluindo
hydroxycinnamate-CoA shikimate transferase (HST) e hydroxycinnamate-CoA quinate
transferase (HQT) com 4-coumarato CoA: ligase (4CL) em um meio de cultura de

Escherichia coli suplementado com HCs.

Os compostos aromaticos acidos cinamico e p-hidroxicinamico (pHCAs) séo
fenilpropandides tendo aplicagdes como precursores para a sintese de produtos
termoplasticos, aromatizantes, cosméticos e de saude. Estes dois &cidos aromaticos podem
ser obtidos por duas rotas: sintese quimica ou biotecnoldgica atraves da extracao a partir de
tecidos vegetais. No entanto, ambos 0s processos de fabricacdo apresentam deficiéncias,
como a geracdo de subprodutos tdxicos ou uma baixa concentracdo de material vegetal.
Métodos de producdo alternativos estdo sendo desenvolvidos para permitir a producéao
biotecnoldgica de cinamicos e (pHCAS) por engenharia genética de varios hospedeiros
microbianos, incluindo Escherichia coli, Saccharomyces cerevisiae, Pseudomonas putida e

Streptomyces lividans.

Com essa finalidade, Vargas-Tah; Gosset (2015) realizaram modificacGes genéticas
que incluem a expressao heterdloga de genes que codificam atividades fenilalanina amonia-
liase e tirosina amonia-liase, que catalisam a conversao de I-fenilalanina (I-Phe) e I-tirosina
(I-Tyr) em acido cindmico e (pHCA), respectivamente. Modificacbes adicionais do
hospedeiro incluem a engenharia metabdlica para aumentar o fluxo de carbono do
metabolismo central para as vias biossintéticas I-Phe ou I-Tyr. Essas estratégias incluem a
expressdo de versGes mutantes insensiveis ao feedback de enzimas das vias aromaticas, bem
como modificacbes genéticas no metabolismo central do carbono para aumentar a
disponibilidade biossintética dos precursores fosfoenolpiruvato e eritrose-4-fosfato. Esses
esforcos foram complementados com a otimizacdo de deformacdo para a utilizacdo de
matéria-prima, incluindo varias fontes simples de carbono, além de polimeros e misturas de

acucar derivados da biomassa vegetal.
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3.5.6.1 Acido ferulico

Acido feralico (FA) é um derivado fitoquimico fendlico presente nos componentes
da parede celular da planta como cadeias laterais covalentes. Juntamente com o acido di-
hidrofertlico é o componente presente em lignoceluloses, conferindo rigidez a parede
celular, responsavel pela ligacdo cruzada entre polissacarideos e lignina (KRUMAR;
PRUTHI, 2014). A figura 8 mostra a representacao esquematica de duas formas isoméricas
diferentes de acido ferulico.

Figura 8- Representacdo esquematica de duas formas isoméricas diferentes de acido ferlico encontradas na
natureza (a) conformacéo cis e (b) conformacéo trans de acido ferulico.
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Fonte:( KRUMAR; PRUTHI,2014).

Embora AF seja encontrada na parede celular de madeiras, gramineas e na casca de
milho, ela ndo esta disponivel sem esforco nessas fontes naturais, pois esta covalentemente
ligada a uma variedade de carboidratos como um conjugado glicosidico, ou um éster ou

amida. Portanto, ele s6 pode ser liberado por hidrolise alcalina (TILAY et al., 2008).

Vérias tentativas foram feitas para liberar enzimaticamente FA a partir de fontes
naturais. O isolamento de AF para producdo comercial por meios enzimaticos € um desafio
para a comunidade cientifica, porque a maior parte do contetdo de FA nas plantas esta
covalentemente ligada a lignina e outros biopolimeros. Recentemente, Uraji et al. (2013)
melhorou com sucesso a produgdo enzimética de AF a partir de farelo de arroz
desengordurado e sugeriu que as enzimas (o-l-arabinofuranosidase, multiplas xilanases e
uma acetil xilan esterase) de Streptomyces também podem ser usadas para a extracdo de AF
de outras fontes viz., farelo de arroz cru, farelo de trigo e sabugo de milho. A separacgéo por
TLC de extratos brutos e visualizagdo por uma variedade de reagentes de pulverizacéo e luz

UV oferece um caminho rédpido para a deteccdo regular de FA de alto rendimento.
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Aproximadamente > 45% (> 2,0% / g de peso seco) do contetdo total de AG foi liberado
durante o tratamento enzimético do caule da batata-doce que foi alcancado durante o
periodo de incubacéo de 12 h com 1,0% de Ultraflo L. Estudos de biotransformag&o para a
producdo de AG a partir do eugenol foram realizados usando a cepa recombinante de
Ralstonia eutropha H16. Lambert et al. (2013) obteve rendimentos de quase 90% na
producdo de FA a partir de eugenol e alcool coniferilico usando uma cepa recombinante de

S. cerevisiae.

Os usos biotecnoldgicos do acido ferulico foram notados quando um grupo de
pesquisadores japoneses descobriram propriedades antioxidantes dos ésteres esterilicos do
FA, extraidos do 6leo de arroz. AF exibe uma ampla gama de efeitos biomédicos, incluindo
antioxidantes, antialérgicos, hepatoprotetores, anticarcinogénicos, anti-inflamatorios,
antimicrobianos, antivirais, efeito vasodilatador, antitrombdtico e ajuda a aumentar a
viabilidade dos espermatozoides. Também possui aplicagdes na preservagdo de alimentos
como agente de reticulacdo, constituinte fotoprotetor em filtros solares e lo¢des para a pele.
Um derivado de amida do AF, formado pela condensacdo de AF com tiramina, pode ser
usado como um indicador de estresse ambiental nas plantas. Na indUstria de panificacéo,
amidas de acido fertlico com aminoécidos ou dipeptideos sdo comumente usados para fins
de preservacdo. Em muitos paises, 0 uso de AF como aditivo alimentar foi aprovado pelo
governo, pois elimina efetivamente o radical aniénico superdxido e inibe a peroxidacdo
lipidica (KRUMAR; PRUTHI, 2014).

3.5.6.2 Acido caféico

O acido caféico (AC; écido 3,4-di-hidroxicinamico) é um composto aromatico
obtido pela via do fenilpropanodide. Este produto natural também possui atividades
antioxidantes, antitumorais, antivirais e anti-inflamatorias. Sendo também precursor do
éster fenetilico da AC (CAPE), um composto com potencial como agente antidiabético e
protetor do figado. O AC pode ser encontrada em baixas concentracGes nos tecidos das
plantas e, portanto, sua purificacdo é dificil e de elevado custo. O conhecimento sobre as
vias, enzimas e genes envolvidos na biossintese da AC abriu o caminho para permitir o
projeto e a construcdo de linhagens microbianas com a capacidade de sintetizar esse
metabdlito (HERNANDEZ-CHAVEZ; MARTINEZ; GOSSET, 2019).
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3.5.6.3 Acido p-cumaérico

O acido p-cumarico (p-CA) desempenha um papel central no metabolismo
secundario em plantas e cogumelos porque pode ser subsequentemente transformado em
acidos fenolicos (por exemplo, &cido cafeico, acido ferulico, acido clorogénico e &cido
sinapico), flavondides, lignina e outros metabdlitos secundarios. Existe de forma livre em
plantas em baixas concentracdes e em forma conjugada em alta concentracdes. O p-CA
mostra varias atividades bioldgicas, e as atividades aumentam bastante ap6s a formacéo de
conjugados. Investigagdes extensivas mostraram que eles (especialmente conjugados de p-
CA) exibem varias bioatividades, incluindo antioxidantes, anti-inflamatorios,
antimutagénicos, anti-ulceras, antiagregantes plaguetarios e atividades anticancer, além de
mitigar a aterosclerose, dano cardiaco oxidativo, dano induzido por UV nos tecidos
oculares, lesdo neuronal, ansiedade, gota e diabetes (PEI et al., 2015).

3.5.6.4 Acido sinapco

O é&cido sinépico, acido 3,5-dimetoxi-4-hidroxicindmico (Figura 9), pode ser
encontrado na forma livre, mas, assim como os demais acidos hidroxicindmicos, também é
encontrado na forma de ésteres. Os ésteres hidroxicindmicos sdo encontrados como ésteres
de aguUcar (glicosideos) ou como ésteres de uma variedade de compostos organicos. Dois
principais ésteres sinapailos sdo o malato de sinapailo, geralmente encontrado nas folhas, e
a sinapina (sinapail colina) acumulada nas raizes (TZAGOLOFF, 1963; CHAPPLE et
al.,1992; SHIRLEY; CHAPPLE, 2003). A figura 9 mostra a representacao do acido sinapco.

Figura 9- Representacdo esquematica do acido sinapco
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Fonte: (NICIFOROVIC; ABRAMOVIC, 2014).

O é&cido sindpco apresenta propriedades variadas como agdo antioxidante,
antimicrobiana, anti-inflamatdria e anti-cancer, que sdo interessantes tanto do ponto de vista

bioldgico como para industrias de alimentos, cosméticos e farmacéutica.
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Conceitualmente, aceita-se que substancias capazes de doar hidrogénio ou um
elétron para o 2,2-difenil-1-picril-hidrazil (DPPH ), um radical estavel sintético centrado
em nitrogénio, podem ser consideradas como antioxidantes e, portanto, captadores de
radicais. Em uma concentracdo de 20 uM, o acido sinapico foi capaz de inibir 33,2% do
radical DPPH , que foi comparavel a atividade de eliminagéo de acido caféico (49,6%) e a-
tocoferol (41,8%), bem como a atividade do hidroxitolueno butilado (BHT) (29,2%)
(KIZUZAKIA et al., 2002).

Os efeitos anti-inflamatérios e anticarcinogénicos do acido sinapico e seus derivados
foram bem documentados na literatura. Os macrofagos sdo apontados como mediadores-
chave da interacdo entre inflamacéo, imunidade e cancer. O papel dos macréfagos no cancer
recebeu atencdo devido a descoberta de seus efeitos promotores de tumores (Connelly e
outros, 2011). Yun et al. (2008) relataram que o &cido sindpico inibe a ativacdo do fator
nuclear kappa B (NF-kB) em macrofagos. NF-«kB regula o status inflamatdrio e desempenha
um papel fundamental na resposta imune a infeccdo; no entanto, a regulacao incorreta do
NF-kB tem sido associada a cancer, doencas inflamatdrias e autoimunes, choque séptico,

infeccdo viral e desenvolvimento imune inadequado (SHUKLA; SINGH, 2011).

3.5.6.5 Sintese de &cido rosmarinico

O composto fendlico acido rosmarinico (RA) e seus derivados sdo sintetizados a
partir da fenilalanina através da esterificacdo do &cido caféico e da tirosina através de 3,4-
4cido di-hidroxifenilactico (ELLIS;TOWERS, 1970). Acido Rosmarinico (RA) e seus
analogos possuem fortes efeitos antioxidantes, apresentando varias propriedades benéficas
para a saide humana como efeito anti-inflamatdrio, antialérgico, antimicrobico e antiviral
(KIM et al., 2015).

Eudes et al. (2016) selecionaram um membro da familia BAHD, RA sintase LaAT1
da lavanda (Lavandula angustifolia), para expressdo em levedura devido a seu substrato
compativel com vérios doadores e aceptores. Uma cepa de S. cerevisiae co-expressando
4CL5 e LaAT1 foi gerada e cresceu na presenca de 4-hidroxifenilactato (aceptor de
preferéncia do LaAT1), p-cumarato, cafeato e ferulato obteve-se a producdo de 4-
hidroxifenilactato de p-coumaroilo, cafeoil, 4'-hidroxifenilactato (acido isorinico) e feruloyl

4'-hidroxifenilactato, respectivamente.
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3.5.6 Sintese de ésteres de alcool benzoato (clado V)

Esteres de alcool benzoato sdo amplamente utilizados como aromatizantes, agentes
em alimentos e cosméticos, bem como em higiene e produtos farmacéuticos (OLMO;
CALZADA; NUNEZ, 2015).

Benzoil-CoA: benzilo alcool / feniletanol benzoiltransferase (BPBT), uma enzima
BAHD de pettnia (Petunia x hybrida), utiliza benzoil-CoA como doador e varios alcoois
como receptores para a formacao de ésteres de alcool benzoato. Uma cepa de S. cerevisiae
foi gerada para a co-expressdo de 4CL5 e BPBT, baseado na preferéncia de substrato de
BPBT observado in vitro, a cepa 4CL5-BPBT foi alimentado com &cido benzdico em
combinacdo com etanol, butanol, isopentanol ou 2-feniletanol. Por comparacdo com a
eluicdo de padrdes auténticos, analise LC-MS dos meios de cultura mostrou a presenca de
etil benzoato (1,39 £+ 0,40 uM ou 209 pg / L), benzoato de butila (2,65 + 0,69 uM ou 471
ug / L), benzoato de isopentila (2,50 + 0,50 uM ou 481 pg / L) e benzoato de fenila (7,80 +
1,73 uM ou 1763 pg /1), respectivamente (EUDES et al., 2016).

3.6 Aspectos econémicos dos produtos sintetizados pela familia BAHD no contexto de
uma biorrefinaria

3.6.1 Aspectos econémicos de antocianinas

Somavat et al. (2018) conduziram um estudo de viabilidade econémica da produgéo
simultanea de etanol e extracdo de antocianinas de milhos coloridos. A producéo de etanol
para as usinas que processam 1113,11 MT / dia de milho estimaram 42, 37 e 35,2 milhGes

de gales / ano para o milho amarelo, azul e roxo, respectivamente.

O processamento do milho azul produziu 26,5 MT / ano de extrato de antocianina
enquanto o rendimento foi 33 vezes maior para o milho roxo. Essas diferencas de
rendimento podem ser atribuidas as diferencas composicionais das cultivares de milho e a
distribuicdo relativa de antocianinas nas fracdes de milho.Teor total de antocianinas no
milho roxo e azul foram 4,91 e 0,363 g / kg de milho seco, respectivamente (Somavat,
2017). A tabela 1 mostra os rendimentos anuais do processo durante o processamento de

moagem a seco de milho amarelo e milho colorido (Extragdo de SO2 para milho colorido).
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Tabela 1 - Rendimentos anuais do processo durante o processamento de moagem a seco de milho amarelo e

milho colorido (Extracéo de SO2 para milho colorido)

Milho amarelo  Milho azul  Milho roxo

Etanol (Gal/mil) 42.0 36.9 35.2
Extrato de antocianina (MT) 0 26.5 878.9
DDGS (MT) 106780 100742 111752

Oleo de milho (MT) 3567 6064 5049
Fibra (MT) 0 46187 37947

Fonte: Adaptado de (SOMAVAT, 2017).

Notou-se que o preco de venda da antocianina tem uma influéncia significativa na
economia geral do processo. Devido a melhor qualidade, as antocianinas extraidas apenas
com &gua apresentam um preco mais alto no mercado comparado aos extraidos com SOx.
Nesse estudo, o preco das antocianinas extraidas usando SO contendo agua foi assumido
dois ter¢os (US $ 46,7 / kg) daqueles extraidos de agua pura (US $ 70 / kg). So notorios 0s
efeitos da variacdo do preco de venda de antocianina (US $ 20 de 70 kg / kg) extraidos do
milho roxo nos custos de producéo de etanol. A um preco de venda de antocianina de US $
30 / kg, os custos de producdo de etanol foram 9,7% inferiores aos do milho amarelo
convencional. Quando o prec¢o foi aumentado para US $ 50 / kg, os custos de producéo de
etanol foram 62,6% menores. A um preco de US $ 70 / kg de antocianinas, o custo de
producdo de etanol tornou-se sete vezes menor do que os de uma planta da convencao

usando milho amarelo.
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Figura 10 - Efeito do preco de venda de antocianina no custo de producdo de etanol no processo de moagem
a seco utilizando milho roxo
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Fonte: Adaptado de Somavat et al., 2018.

Independente de investimentos de capital e custos operacionais brutos, o custo de
producéo de etanol durante o processamento do milho roxo foi 42% menor comparado ao
milho amarelo (US $ 0,75 vs. US $ 1,3/ gal de etanol) devido a alta extracdo de antocianina.
A producéo anual de extrato de antocianinas a partir de milho azul foi de apenas 26,5 MT
em comparacao com 879 MT para milho roxo, portanto, o processo ndo era economicamente
viavel. A taxa interna de retorno para o processamento da planta utilizando milho roxo como
matéria-prima foi de 21,2%, comparado a apenas 8,7% para uma planta convencional que
utiliza milho dentado amarelo. O uso de milho roxo em instalacdes de moagem a seco pode
melhorar significativamente a economia do processo e fornecer antocianina para industria

alimenticia em detrimento aos corantes sintéticos (SOMAVAT et al., 2018).

3.6.1 Aspectos econémicos de acidos hidroxicindmicos

Pesquisadores tem dado importancia para a extracdo de acidos fendlicos como
acidos hidroxicindmicos, mas ha pouco estudo na literatura sobre 0s aspectos econdmicos
desses compostos. Solange et al. (2013) realizaram uma andlise tecno econdmica sobre o
uso de graos gastos de uma cervejaria no aspecto de uma biorrefinaria. Segundo os autores,
o rendimento de acidos fendlicos correspondem a 9,65 mg por g de lignina soltvel e 9,22
mg por g de lignina sollvel para os acidos ferulico e p-cumarico, respectivamente. No caso

dos acidos fendlicos sua capacidade de produgédo é consideravelmente menor do que 0s
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outros produtos. No entanto, em uma biorrefinaria sdo esperados produtos com altos
volumes de producéo e pregos relativamente baixos e produtos com baixos volumes de
producdo, mas altos precos de venda (CHERUBINI, 2010; MONCADA et al., 2013).

O quadro seguinte representa os valores de venda dos principais acidos

hidroxicinamicos descritos anteriormente tendo como base a empresa Sigma-Aldrich.

Quadro 2 — Valores de &cidos hidroxicindmicos disponibilizados na Sigma-Aldrich.

Produto Formula Pureza Preco
(BRL)
0
Acido ferdlico N7 OH . 100 MG — R$
HO 802,00
OCHs

0
Acido p- /@M on - 25G — R$
cumarico 851,00
HO
0]

Acido ~""OH >98.0% 25G — R$

caféico HO (HPLC) 1338,00
OH

Acido HOL 0 OJ\/ACKOH >95% | 5G-R$
clorogénico @H o 3380,00
OH OH
0
Acido HsCO X “OoH >98% 5G - R$
sinapco HO 860,00
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rosmarinico H R$1920,00
96%

HO o
Acido HOm(O OH 5G —
[ : io
0

Fonte: Préprio autor.
3.7 ldentificacdo, anotacdo e analise filogenética dos genes da superfamilia BAHD
aciltransferases em Arabidopsis thaliana e Oryza sativa

O sequenciamento completo do genoma de arroz e Arabidopsis revelou um grande
numero de sequéncias BAHD. As proteinas BAHD codificadas pelos genomas de
Arabidopsis, sorgo, arroz e Brachypodium ja foram identificadas em trabalhos anteriores
(D'AURIA et al. ,2005; YU et al., 2009; TUOMINEN et al., 2011; BARTLEY etal., 2013).
As proteinas pertencentes a superfamilia das BAHD aciltransferases, contendo o dominio
PFAM PF02458 (transferase), foram previamente anotadas pelo grupo, na espécie modelo
Arabidopsis e na graminea arroz, identificando 63 e 132 sequéncias de proteinas preditas

do genoma destas espécies, respectivamente (SOUZA, 2019).

Gerou-se, entdo, uma arvore filogenética contendo sequéncias de BAHD
aciltransferases ja caracterizadas, os genes BAHD aciltransferases em Arabidopsis thaliana
e Oryza sativa a fim de prever funcBes génicas até entdo desconhecidas pela literatura. A
partir da filogenia, foi possivel separar essas sequéncias nos oito clados existentes
classificados por Tuominen et al. (2011). Observou-se que no clado IV somente foram
identificadas sequéncias de gramineas, enquanto no clado Illa foram identificadas apenas
sequéncias da eudicotiledonea Arabidopsis thaliana. A tabela 2 mostra a quantidade de

sequéncias transferases encontradas em Arabidopsis € arroz.

Tabela 2 — Quantidade de sequéncias transferases encontradas em Arabidopsis e arroz.

Espécie Total la Ib 1 Illa  1llb v Va Vb
Arabidopsis

thaliana 63 12 13 4 9 4 - 14 3
Oryza sativa 132 27 13 4 - 9 16 52 10

Fonte: Préprio autor.

Em Arabidopsis, do total de 63 sequéncias transferases anotadas por técnicas de

bioinformética, apenas 20 foram funcionalmente caracterizadas e suas atividades estdo
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disponiveis no National Center for Biotechnology Information (NCBI)

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/. O gene At1g24430 pertencente ao clado Illa possivelmente

possui funcdo similar a RsVISY da espécie Petunia hybrida sendo um alcool coniferilico
aciltransferase (https://www.uniprot.org/uniprot/AIXWY7). Os genes At3g29690 e

At3g29680 sdo sequéncias proximas filogeneticamente e possivelmente relacionadas a
sintese de agamatina. At2g39980 e At5g01210 possivelmente desempenham fungdes
similares assim como At5g42830, At5g07850, At5g07860 e At5g07870 sdo proximas entre
si. O gene At5g57840 classificado como pertencente ao clado Va possui sequéncia com alta
similaridade com DcHCBT responsavel pela sintese de hidroxinamoil.

Em arroz, foram anotadas funcionalmente um total de 27 sequéncias, sendo que
Mitchell et al. (2007) inicialmente identificaram o grupo responsavel pela biossintese de
acido hidroxicindmico, com 12 proteinas em arroz, e Bartley et al. (2013) ampliaram a
analise identificando 20 proteinas em arroz e verificaram que esse clado se subdivide em
dois: um contendo OsAt1 a OsAt10 (grupo A) e outro OsAt11 a OsAt20 (grupo B).

O subclado que contém OsAt5, foi relacionado com a incorporacdo de FA ao
monolignol (KARLEN et al., 2016), j& o subclado contendo OsAt10 foi identificado como
responsavel pela incorporacdo de pCA a hemicelulose (BARTLEY et al., 2013) e o grupo
At9, cuja funcdo foi recentemente descrita como associada a incorporacdo de FA a
hemicelulose (DE SOUZA et al., 2018, 2019). J& para o grupo de genes At6 e At7, ainda

ndo existem estudos que atribuam uma funcéo especifica.

Pela analise filogenética, pode-se inferir que o gene 0s04g56910 possui similaridade
ao gene HVACT responsavel pela formacdo de hidroxicinamoil agamatina. O gene
0Os08g44840 pertencente ao clado b é ortélogo ao gene AtDCR (At5g23940), que codifica
PERMEABLE LEAVES 3 (PEL3), uma acil-transferase putativa. A mutacdo nesse locus
resulta em fendtipo de tricoma alterado (os tricomas ficam emaranhados durante a expansao
da folha).

Através da construcdo da filogenia de genes BAHD aciltransferases ja identificados,
Arabidopsis e arroz foi possivel separar 0s genes em clados, prever funcdes de alguns deles
e confirmar funcgdes ja existentes, porém muitos genes forampréximos filogeneticamente
apenas de genes de Arabidopsis e arroz ndo identificados, ndo sendo possivel, por apenas

esse método, a previsao de suas funges.


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/
https://www.uniprot.org/uniprot/A1XWY7
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4 CONCLUSAO E PERSPECTIVAS FUTURAS

A utilizag&o de técnicas de engenharia genética para a inibicao e ativacao de genes
da familia BAHD aciltransferase para producdo de produtos no contexto de uma
biorrefinaria é extremamente interessante. Os produtos oriundos desta superfamilia
apresentam aplicagcdes econdmicas no contexto biotecnolégico, farmacéutico, na agricultura

e industrias de cosméticos.

Além disso, esses metabolitos de fontes naturais, atuam também na mitigacdo de
impactos ambientais que sdo causados atraves de produtos oriundos de fontes fésseis, como

a diminuicdo de emissdo gases que sdo responsaveis pelo efeito estufa.

Foi possivel a classificacdo de sequéncias de arroz e Arabidopsis nos oito clados,
assim como a confirmacdo de funcbes génicas ja descritas na literatura, demonstrando a

eficacia da metodologia utilizada e a previsao funcional de alguns genes.

Como perspectiva futura, estudos precisam ser desenvolvidos visando a
caracterizacdo por meio de bioinformatica e o estudo da funcionalidade de genes em
diferentes espécies de interesse econdmico que ainda nao foram caracterizados pela
literatura, além de estudo em laboratério para a caracterizagdo funcional dos genes
selecionados com potencial biotecnoldgico. Além da simulacdo em larga escala dos
produtos sintetizados pela familia BAHD aciltransferase através de Softwares de engenharia
como o Aspen, assim como simulacdes econémicas destes metabolitos quando aplicados no

contexto de uma biorrefinaria.
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