RESSALVA

Atendendo solicitacao da autora,

0 texto completo desta tese sera

disponibilizado somente a partir
de 24/03/2025



A
AVAvAv  UNIVERSIDADE ESTADUAL PAULISTA

WA
u nesp ' 40LI0 DE MESQUITA FILHO”

Campus de S3o José do Rio Preto

Maité Bernardo Correia dos Santos

Producéo de &cido ferulico usando descarboxilase heterdloga de
Klebsiella pneumoniae TD 4.7 e aplicacdo da enzima na producao de 4-
vinilguaiacol
Produccion de descarboxilasa de &cido ferulico heterdlogo a partir de

Klebsiella pneumoniae TD 4.7 y aplicacion de la enzima en la
produccion de 4-vinilguayacol

Sao José do Rio Preto
2023



Maité Bernardo Correia dos Santos

Producéo de &cido ferudlico usando descarboxilase heterdloga de
Klebsiella pneumoniae TD 4.7 e aplicacao da enzima na producao de 4-

vinilguaiacol

Produccion de descarboxilasa de acido ferdlico heterdlogo a partir de
Klebsiella pneumoniae TD 4.7 y aplicacion de la enzima en la
produccion de 4-vinilguayacol

Tese apresentada ao Programa de Poés-
Graduacdo em Microbiologia, do Instituto de
Biociéncias, Letras e Ciéncias Exatas da
Universidade Estadual Paulista “Julio de
Mesquita Filho”, Campus de Sao José do Rio
Preto-SP, Brasil e ao Programa de Pos-
Graduacdo em Quimica da Universidade de
Castilla-La Mancha, Campus de Ciudad Real,
Castilla-La Mancha, Espanha como parte dos
requisitos para obtencéo do titulo de doutora em
Microbiologia e Quimica, respectivamente.

Financiadoras: = CNPq Proc.140035/2019-2,
PDSE/CAPES Proc. 88881.622878/2021-01 e
UCLM-2021-GRIN-31106

Orientadora: Profa. Dra. Eleni Gomes
Orientador: Prof. Dr. Sergio Gomez Alonso
Coorientador: Prof. Dr. Roberto Ruller

Tutora: Profa. Dra. Ana Isabel Briones Pérez

Sao José do Rio Preto
2023



Santos, Maité Bernardo Correia dos

$237p Produgdo de &cido ferdlico usando descarboxilase heteréloga de Klebsiella
pneumoniae TD 4.7 e aplicacéo da enzima na producéo de 4-vinilguaiacol / Maité
Bernardo Correia dos Santos. -- S&o José do Rio Preto, 2023

155 p. :il.

Tese (doutorado com dupla titulagdo) - Universidade Estadual Paulista (Unesp),
Instituto de Biociéncias Letras e Ciéncias Exatas, Sdo José do Rio Preto e
Universidade de Castilla-La Mancha.

Orientadora: Eleni Gomes

Orientador: Sergio Gomez Alonso

Coorientador: Roberto Ruller

Tutora: Ana Isabel Briones Pérez

1. Acido fertlico. 2. Acido p- umarico. 3. 4-vinilguaiacol. 4. 4-vinilfenol. 5.

Bagaco de cana de agucar. . Titulo.

Sistema de geracdo automatica de fichas catalograficas da Unesp. Biblioteca do Instituto de Biociéncias Letras e Ciéncias

Exatas, Sdo José do Rio Preto. Dados fornecidos pelo autor(a).

Essa ficha ndo pode ser modificada.




Maité Bernardo Correia dos Santos

Producéo de &cido ferulico usando descarboxilase heterdloga de

Klebsiella pneumoniae TD 4.7 e aplicacao da enzima na producao de 4-

vinilguaiacol

Produccion de descarboxilasa de 4cido ferulico heterdlogo a partir de
Klebsiella pneumoniae TD 4.7 y aplicacién de la enzima en la
produccion de 4-vinilguayacol

Profa. Dra. Eleni Gomes

Tese apresentada ao Programa de Poés-
Graduacdo em Microbiologia, do Instituto de
Biociéncias, Letras e Ciéncias Exatas da
Universidade Estadual Paulista “Julio de
Mesquita Filho”, Campus de Sao José do Rio
Preto-SP, Brasil e ao Programa de POs-
Graduacdo em Quimica da Universidade de
Castilla-La Mancha, Campus de Ciudad Real,
Castilla-La Mancha, Espanha como parte dos
requisitos para obtencéo do titulo de doutora em
Microbiologia e Quimica, respectivamente.

Financiadoras: = CNPq Proc.140035/2019-2,
PDSE/CAPES Proc. 88881.622878/2021-01 e
UCLM-2021-GRIN-31106

Comissao Examinadora

Universidade Estadual Paulista “Julio de Mesquita Filho” - UNESP
Campus de Séo José do Rio Preto

Orientadora

Prof. Dr. Sergio Gomez Alonso
UCLM — Campus de Ciudad Real

Orientador



Prof. Dr. Henrique Ferreira

Universidade Estadual Paulista “Julio de Mesquita Filho” - UNESP
Campus de Rio Claro-SP

Profa. Dra. Ellen Silva Lago Vanzela

Universidade Estadual Paulista “Julio de Mesquita Filho” - UNESP
Campus de Sao José do Rio Preto-SP

Profa. Dra. Eliana Gertrudes de Macedo Lemos

Universidade Estadual Paulista “Julio de Mesquita Filho” - UNESP
Campus de Jaboticabal-SP

Sao José do Rio Preto-SP, Brasil
24 de marco de 2023



AGRADECIMENTOS

Gostaria de deixar registrada toda minha gratiddo as forgas a que estiveram
presentes durante a realizacdo desta etapa, sendo a primeira e mais importante a

Luz Divina que sempre me guiou e forneceu energia nos momentos necessarios.

Demostrar eterna gratiddo aos meus orientadores Eleni Gomes e Sergio
Gbomez Alonso, ela que me aceitou e confiou que juntas poderiamos construir
conhecimento e sempre esteve ao meu lado durante todo o desenvolvimento e ele
gue me recebeu de portas abertas em seu grupo de pesquisa na Espanha e me
forneceu todos recursos necessarios para o pleno desenvolvimento de uma
importante etapa deste projeto que culminou numa bela parceria que veio a se tornar
um Doutorado em regime de Cotutela. Mas acima de tudo, demonstrar que estive
muito bem amparada em momentos imprescindiveis a conclusdo deste trabalho.
Bem como ao meu coorientador Roberto Ruller que foi imprescindivel em etapas
importantes deste trabalho, compartilhando seu conhecimento que permitiu a

obtencéo de bons resultados.

Ao meu amado esposo Jorge, o qual ndo mediu esforcos para que fosse
possivel cada virgula aqui presente, sendo companheiro e sempre disposto a
encarar todo e qualquer desafio para a plena conclusédo deste trabalho. Gostaria de
demonstrar gratiddo e reconhecimentos especiais, pois sei 0 quao singular é a vida
de um pdés graduando e quanto isso pode modificar a rotina de quem se dispbe a
vivenciar, e hoje olhando cada momento que compartilhamos sei 0 quéo importante

€ ter um verdadeiro companheiro ao lado.

Aos meus pais Isabel e Edgar, irmédo Edgar, irméas Isabella e Pamella que
sempre compreenderam minhas auséncias e me acalentavam o0 coracao

compartilhando suas melhores energias.

Agradecimentos especiais a amiga Josiani de Cassia por todo auxilio e acéo
com as analises estatisticas e melhoria da discussdo e ao amigo Jorge Hernandez
com as analises computacionais, sem ambos estes trabalhos ndo se completariam.
Aos colegas de laboratério pelas conversas, risos e compartihamento de
conhecimentos que muitas vezes deixavam leve um dia longo de experimentos, sao

eles: Eduardo Simioni, Roni, Cintia, Vitéria, Erike, Anas, Anna, Matheus, Jana, Ana,



Gustavo, José, Eduardo, Tania, Inés, Yara e Thiago. Aos professores Mauricio
Boscolo, Roberto da Silva, Arni, Gustavo Bonilla, Ricardo Mariutti, Roberto Ruller e
Ellen Lago por todo suporte e auxilio nos momentos de duvida ao longo do
desenvolvimento do trabalho.

"O presente trabalho foi realizado com apoio da Coordenacdo de
Aperfeicoamento de Pessoal de Nivel Superior - Brasil (CAPES) - Cadigo
de Financiamento 88881.622878/2021-01, e Conselho  Nacional de
Desenvolvimento Cientifico e Tecnolégico (CNPq) - Proc.140035/2019-2, a qual
agradeco. Também agradeco a Universidad de Castilla-La Mancha - UCLM
-2021-GRIN-31106, mantenedora do laboratério onde realizei parte dos meus

estudos.



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.
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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.





