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RESUMO: O 4&cido ferulico (FA) interliga os polimeros da parede celular diminuindo a atividade de
hidrolases. O FA é um importante intermediario na constituicdo da biomassa lignoceluldsica, a qual é
apontada como uma promissora matéria-prima para produgéo de bioetanol. O FA & produzido pela oxidag¢éo
do coniferaldeido, numa reacéo catalisada pela coniferaldeido desidrogenase (CALDH). Este trabalho teve
como objetivo testar, in vitro, inibidores da CALDH visando reduzir o conteiudo de FA e aumentar a
acessibilidade de hidrolases aos polissacarideos da parede. Sementes de milho (Zea mays L.) foram
germinadas no escuro (72 h, 25°C), 25 plantulas uniformes foram mantidas em hidroponia por 24 h. Para
determinacado da atividade enzimatica, foram macerados 2 g de raizes frescas em tampéao de extracdo. O
homogeneizado foi centrifugado (2.200 xg, 30 min, 4°C). As proteinas foram precipitadas por saturagdo com
sulfato de amobnio a 70%. A solugéo foi centrifugada (15 min), e o pellet ressuspendido com tampéao de
extracdo foi considerado o extrato enzimatico. A reagao foi iniciada com a adicao de substrato e mantida a
40°C por 10 min. O produto da reagéao foi analisado a 330 nm por HPLC. Os ensaios enzimaticos foram
conduzidos na presenga de dissulfeto de tetraetiltiuram, acido rosmarinico e frans-chalcona, numa
concentragéo similar a do substrato (30 uM). Todos estes compostos inibiram a atividade da enzima em
cerca de 20% sugerindo que eles podem, possivelmente, ser usados para reduzir a recalcitréncia da parede
celular.
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INTRODUGAO

O &cido ferulico (FA) € um importante componente da parede celular. Ele auxilia na
integridade da parede celular e impede o ataque de hidrolases sobre a celulose (dos
Santos et al., 2008). O FA é sintetizado pela oxidagdo do coniferaldeido, numa reacgéo
catalisada pela coniferaldeido desidrogenase (CALDH) que atua na via dos
fenilpropenoides, responsavel pela produgao dos precursores da lignina, os monolignois
(Nair et al., 2004).

Dados preliminares sugerem uma correlacédo inversa entre a digestibilidade dos
tecidos vegetais e o grau de interligacado por fenilpropenoides. A inibicdo da CALDH pode
reduzir a disponibilidade de FA e assim, permitir maior extracido de polissacarideos da
parede celular. Tecnologias capazes de viabilizar a hidrolise da celulose e hemiceluloses
em seus monossacarideos constituintes a baixo custo tornardo possivel a utilizagdo das
mais diversas fontes de biomassa lignoceluldsica, para a producdo de etanol, com
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consequéncias positivas para a economia e meio ambiente. O objetivo deste trabalho foi
testar in vitro possiveis inibidores da CALDH analisando a reducdo da oxidacdo de
coniferaldeido a acido ferulico.

MATERIAL E METODOS
Cultivo e tratamento das plantulas para ensaios bioquimicos

As sementes de milho cv IPR 114 foram esterilizadas com hipoclorito de sédio 2%,
lavadas com agua deionizada e distribuidas uniformemente em papel de germinacao
umedecido com agua deionizada. As sementes foram recobertas com outra folha de
papel, enroladas delicadamente e acondicionadas em tubos apropriados para preservar a
umidade e climatizados em camaras de germinagao por 72 h. As plantas viaveis foram
selecionadas e acondicionadas em suportes ajustaveis e apropriados para o crescimento
em hidroponia, utilizando-se solugao nutritiva de Hoagland meia forcga.

Protocolo para determinagao da atividade da CALDH

A padronizacao da atividade enzimatica da CALDH foi adaptada a partir de Nair et
al. (2004) para as diferentes plantas. Os tecidos vegetais (2 g de biomassa fresca) foram
macerados em 3 mL de meio de extracao contendo ditiotreitol 5 mM, EDTA 1 mM, 10% de
glicerol e tampao Hepes 50 mM pH 8,0. A suspenséo foi centrifugada a 2200xg por 30
min sob refrigeragédo e o sobrenadante precipitado com sulfato de aménio 70%. A proteina
precipitada foi centrifugada por 15 min e o precipitado dissolvido com 1 mL de tampé&o de
extracao sendo considerado o extrato enzimatico final. Para o ensaio enzimatico foi
acompanhada a oxidacao de coniferaldeido a FA a 40°C, 10 min. O volume final do meio
de reagao (1 mL) continha 100 pL de extrato enzimatico, DTT 5 mM, tamp&ao Hepes/HCI
50 mM, pH8,0, NAD" 1 mM e coniferaldeido 30 uM. A reacéo foi iniciada com a adicdo do
substrato e encerrada apés 10 min incubada a 40°C com 60 pyL de HCI 3 M. A seguir as
amostras foram centrifugadas por 2 min em 10000xg. A atividade enzimatica foi avaliada
a 330 nm por HPLC pela producédo de FA min™ mg de proteina™.

Selecéo de inibidores enzimaticos

Os ensaios enzimaticos foram submetidos com diferentes classes de compostos
para identificar possiveis inibidores. O primeiro composto testado foi o dissulfeto de
tetraetiltiuram (Figura 1), composto ativo do Dissulfiram, droga utilizada no tratamento de
alcoolismo, que é responsavel pela inibicdo competitiva da enzima aldeido desidrogenase
em humanos. Também foram utilizados o acido rosmarinico (Figura 2), o éster do acido
cafeico e a t-chalcona (Figura 3), inibidora de algumas enzimas da via dos
fenilpropenoides (Chen et al., 2011). Todos os inibidores foram testados, in vitro, numa
concentracao de 30 uM, que foi a mesma concentracao utilizada para o substrato.
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Figura 1 — Dissulfeto de tetraetiltiuram (Dissulfiram). Figura 2 - Acido rosmarinico.
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Figura 3 - {-chalcona.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Os resultados revelaram que os 3 compostos testados inibem a atividade da
CALDH em relagédo ao controle (Figura 4). A porcentagem de inibigdo foi 21% para o
dissulfeto de tetraetiltiuram, 26% para o acido rosmarinico e 21% para a t-chalcona. O
dissulfeto de tetraetiltiuram conhecido como inibidor da enzima aldeido desidrogenase de
humanos foi o inibidor mais efetivo da CALDH de milho.

Segundo Chen et al. (2011) a t-chalcona é inibidor da atividade de enzimas
relacionadas com a via dos fenilpropenoides, como a fenilalanina aménia liase (PAL) e a
4-coumarato CoA ligase (4-CL), apresentando um efeito semelhante na atividade da
CALDH, in vitro. A inibicdo da atividade da CALDH e dos teores de lignina pela t-
chalcona, podem agir sinergicamente na redugao da recalcitrancia da lignocelulose. O
acido rosmarinico, um composto fendlico, também inibiu significativamente a atividade da
CALDH. Esses efeitos podem ocasionar a redugcédo do conteudo de FA na parede celular,
e assim aumentar a acessibilidade das enzimas hidroliticas sobre os polissacarideos.

Dados preliminares sugerem que pode haver uma correlagdo inversa entre os
niveis de agucar nos tecidos vegetais e o grau de interligagao por fenilpropenoides (como
o acido ferulico), podendo se relacionar com a susceptibilidade da parede as hidrolases e
a presenca de fenilpropenoides na parede celular.
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Figura 4 - Efeitos de inibidores quimicos sobre a atividade da CALDH, controle (A), 30 uM de dissulfeto de
tetraetiltiuram (B), 30 uM de acido rosmarinico (C) e 30 uM de t-chalcona (D).
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CONCLUSAO

Os compostos testados reduziram a atividade da CALDH in vitro sugerindo que
podem ser aplicados in vivo para produzir plantas menos recalcitrantes. Ensaios
adicionais serao realizados para determinar o efeito destes inibidores sobre rendimento
de acucares fermentaveis a partir da hidrdélise da biomassa lignoceluldsica.
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