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RESUMO

A crescente valorizagdo dos processos industriais sustentaveis e limitacbes na
obtencdo de alguns produtos de importancia industrial tém tornado a tecnologia
enzimatica uma alternativa cada vez mais oportuna. A biossintese de compostos
permite produgdo continua, sem impacto ou interferéncia sazonal, maior controle e
otimizagcdo de parametros e maior especificidade dos produtos. A enzima acido
ferulico descarboxilase (FADase) catalisa a descarboxilagdo nao oxidativa do acido
ferulico (AF) em 4-vinilguaiacol (4VG), um composto fendlico volatil utilizado como
aromatizante em alimentos e bebidas. O 4VG, composto com aroma picante de
cravo, € um produto de interesse industrial cuja demanda ndo é suprida por fontes
naturais e com alto custo de producéo por via quimica. Com a finalidade de entender
a dinamica estrutural e parametros funcionais da FADase heterdloga, derivada do
gene da bactéria Klebsiella pneumoniae, para aplicagdo na produg¢ao de 4VG, foram
realizados estudos bioquimicos e biofisicos da enzima. Para futura aplicagdo em
processos industriais de producdo, também foram realizadas tentativas de
imobilizacdo da enzima. Os testes de capacidade de conversao de AF em 4VG pela
enzima purificada e em extrato bruto tiveram consumo de substrato e formacao de
produto foram confirmados por HPLC. A temperatura e pH 6timos determinados
foram 40 °C e pH 5,5, e a faixa de estabilidade variou entre 35°C e 50 °C e pH 5,0 a
5,5. O melting point de 60 °C foi determinado por Differential Scanning Calorimetry
(DSC) e a investigagao de um possivel estagio intermediario de desenovelamento foi
feito por Circular Dichroism (CD) nas faixas de 218 e 222nm, que apontou apenas
dois estagios. A modelagem computacional da enzima possibilitou a confirmacgao da
estrutura, seu sitio catalitico e sugeriu compatibilidade com glutaraldeido como
agente reticulante a ser utilizado para imobilizagdo. Nos ensaios de imobilizagao
com CLEAs (cross-linked aggregates) e m-CLEAs (magnetic cross-linked
aggregates), observou-se perda da atividade da enzima. Visando o entendimento
deste resultado, a interacdo da FADase com o ligante foi analisada por
espectroscopia de fluorescéncia, a partir da qual foram determinados dois sitios de
ligacdo e uma constante de associagdo muito baixa para que a ligagdo fosse
estavel. Entretanto, estes resultados ainda sdo inconclusivos € novos ensaios sdo

necessarios para se definir as condigdes de imobilizacdo adequadas para a enzima.

Palavras—chave: Acido fertlico descarboxilase. Acido ferulico. 4-vinilguaiacol.



ABSTRACT

The growing appreciation of sustainable industrial processes and limitations in
obtaining some industrially important products have made enzymatic technology an
increasingly opportune alternative. The biosynthesis of compounds allows continuous
production, without seasonal interference or impact, greater control and optimization
of parameters and greater product specificity. The enzyme ferulic acid decarboxylase
(FADase) catalyzes the non-oxidative decarboxylation of ferulic acid (FA) to
4-vinylguaiacol (4VG), a volatile phenolic compound used as a flavoring in foods and
beverages. 4VG, a compound with a spicy clove aroma, is a product of industrial
interest whose demand is not met by natural sources and with a high cost of
chemical production. In order to understand the structural dynamics and functional
parameters of the heterologous FADase, derived from the gene of the bacterium
Klebsiella pneumoniae, for application in the production of 4VG, biochemical and
biophysical studies of the enzyme were carried out. For future application in industrial
production processes, attempts were also made to immobilize the enzyme. Tests on
the ability to convert FA into 4VG by the purified enzyme and crude extract had
substrate consumption and product formation confirmed by HPLC. The optimal
temperature and pH determined were 40°C and pH 5.5, and the stability range varied
between 35 and 50°C and pH 5.0 to 5.5. The melting point of 60°C was determined
by Differential Scanning Calorimetry (DSC) and the investigation of a possible
intermediate stage of unfolding was carried out by Circular Dichroism (CD) in the
ranges of 218 and 222 nm, which identified only two stages. The computational
modeling of the enzyme enabled confirmation of the structure, its catalytic site and
suggested compatibility with glutaraldehyde as a cross-linking agent to be used for
immobilization. In immobilization assays with CLEAs (cross-linked aggregates) and
m-CLEAs (magnetic cross-linked aggregates), loss of enzyme activity was observed.
Aiming at understanding this result, the interaction of the FADase with the ligand was
analyzed by Fluorescence Spectroscopy, from which two binding sites and a very low
association constant were determined for the binding to be stable. However, these
results are still inconclusive and new tests are needed to define the appropriate

immobilization conditions for the enzyme.

Keywords: Ferulic acid decarboxylase. Ferulic acid. 4-vinylguaiacol.
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CAPITULO |

1 INTRODUGAO GERAL

A tecnologia enzimatica uma alternativa cada vez mais oportuna em
processos industriais sustentaveis e para suprir as limitagdes na obtencdo de
produtos de importancia industrial por técnicas de extragdo natural ou por sintese
quimica (DETERING; MUNDRY; BERGER, 2020; SOUZA et al.,, 2017). A
biossintese de compostos pode ser mais interessante do ponto de vista econdmico
em comparagao aos processos de extracao a partir de produtos naturais, visto que
permite producdo continua, sem impacto ou interferéncia sazonal, maior controle e
otimizacdo de paréametros e maior quantidade dos produtos. Entre os métodos de
sintese, aqueles por via enzimatica permitem maior especificidade do produto, além
de ser mais amigavel sob o ponto de vista ambiental (BETTIO, 2020).

A &acido ferulico descarboxilase (FADase) (EC 4.1.1.102) é uma enzima da
familia das liases capaz de catalisar a descarboxilagdo n&o oxidativa do acido
feralico (AF) em 4-vinilguaiacol (4VG), um composto fendlico volatil muito utilizado
em alimentos e bebidas por possuir o aroma picante de cravo (LI; LONG; DING,
2019; SUN et al, 2018). O 4VG é um composto de interesse industrial que nao tem
sua demanda suprida por fontes naturais e tem alto custo de producéo por via de
sintese quimica (SANTOS, 2018; SUN et al, 2018).

As descarboxilases independentes de cofatores externos, como a FADase,
sdo candidatas promissoras para o bioprocesso de produgdo de 4VG e seus
derivados, e s&o disponiveis a partir da producao heterdloga em Escherichia coli (E.
coli), no contexto de aplicagéo industrial, apesar serem expressadas de forma nativa
em diversos microrganismos, principalmente bactérias (DETERING; MUNDRY;
BERGER, 2020; SANTOS, 2018; GU et al., 2011).

O 4VG possui um limiar de detecgao extremamente baixo, em torno de 0,30
ppm e apresenta um aroma bastante persistente mesmo em pequenas
concentragdes, o que aumenta o valor agregado do produto (MEILGAARD, 1975). O
composto também apresenta crescente valor medicinal devido a sua possivel
atividade anticancer e atividade antioxidante, assim como uso na industria
cosmeética, farmacéutica e quimica (LUO et al., 2021; LI; LONG; DING, 2019;
TANSKA; MIKOLAJCZAK; KONOPKA, 2018).
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O AF, substrato da reagao, pode ser extraido de residuos lignocelulésicos,
uma fonte sustentavel e de baixo custo. Por ser um dos compostos fendlicos mais
abundantes nestes residuos, livre ou ligados covalentemente aos biopolimeros de
hemicelulose e lignina, o AF pode ser extraido de bagago de cana de agucar por
meio de hidrdlise alcalina, sendo uma fonte barata e acessivel do precursor do 4VG
(AL ARNI, 2018; SANTOS, 2018). A extracdo do acido feruco requer a dissociagao
da hemicelulose e lignina, a qual requer combinagao de processos quimicos, fisicos
e biologicos devido a resisténcia natural das paredes das células vegetais. A fragao
de lignina obtida é chamada de liquor, um liquido rico em compostos aromaticos
(SANTOS, 2018; ROOPAN, 2017).

Diferentemente da alta disponibilidade do AF em residuos lignoceluldsicos, a
quantidade de 4VG disponivel nas plantas € muito limitada, o que ndo atende o
aumento da demanda de consumo mundial (SANTOS, 2018; SUN et al, 2018).
Atualmente, a maior parte do 4VG é produzida por sintese quimica de alto custo de
producao devido ao elevado preco do AF obtido de forma sintética por processos
quimicos (SAEED et al., 2019; SANTOS, 2018; SUN et al, 2018). Desse modo, a
extragdo do acido ferulico a partir de baga¢o de cana de agucar e sua subsequente
transformacao por via enzimatica a 4VG, além de ser um método ambientalmente
mais seguro, faz do 4VG um produto natural, com maior valor agregado.

O presente trabalho esta inserido num projeto maior do grupo de pesquisa
que visa o desenvolvimento de métodos de extracao de acido ferulico a partir de
bagaco de cana e busca detectar, isolar e produzir a FADase e aplica-la na
biotransformacao do AF a 4VG. Este estudo teve por objetivos entender a dindmica
estrutural e parametros funcionais para aplicacdo da FADase na producao de 4VG,
utilizando ensaios bioquimicos e biofisicos com uma FADase produzida por
Klebsiella pneumoniae, clonada em E. coli. Ainda, busca na imobilizagdo da FADase
melhoria do desempenho, estabilidade e atividade da enzimas para aplicagao
industrial e produgdo em larga escala através de protocolos utilizando CLEAs e
m-CLEAs.
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CAPITULO IV

CONSIDERAGOES FINAIS

A partir dos estudos realizados no presente trabalho foi possivel obter
informacdes sobre as caracteristicas bioquimicas e biofisicas da enzima FADase
bacteriana heterdloga, produzida a partir do gene de uma bactéria K. pneumoniae
expresso em E. coli, e estabelecer alguns parametros para sua aplicagdo na
producao de 4VG a partir de AF.

Dentre os resultados observados, temos que é possivel utilizar o extrato bruto
de expressao da FADase para producao de 4VG, uma forma economicamente mais
viavel considerando a produgdo em larga escala pelo menor custo de produgao.
Também foi estabelecida a tolerancia da enzima apenas na faixa de pH entre 5,0 e
6,0 e perda de atividade em temperaturas superiores a 50°C, com melting point em
60°C.

A enzima apresentou atividade em substratos analogos de AF, o que motiva
mais estudos a respeito do seu emprego na produgdo de 4-vinil derivados, e
demonstrou bons resultados com o uso dos precipitantes (NH,),SO, e PEG.

Quanto a imobilizacdo da enzima, apesar dos modelos gerados in silico
sugerirem estrutura favoravel a utilizagcado de glutaraldeido como agente reticulante
devido a grande quantidade de residuos de lisina, nos estudos in vitro a atividade
enzimatica cessou em todos os testes de imobilizagéo.

A constante de associagcdao (K,) entre a enzima e o glutaraldeido é
extremamente baixa, o que indica ligagao instavel. A instabilidade da ligacdo ainda
pode sugerir competicdo entre o ligante e o substrato (AF), o que pode explicar o
cessar da atividade enzimatica de consumo de AF e produgado de 4VG da enzima
FADase na presenca de glutaraldeido.

Os resultados obtidos elucidam caracteristicas estruturais e funcionais da
enzima e preconizam futuros estudos acerca de estratégias para aplicacdo da

FADase bacteriana heteréloga na produgao de 4VG.





