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CONFERENCIA INAUGURAL






CIN-1

Biosintesis combinatoria y generacion de nuevos compuestos
bioactivos en actinomicetos

José Antonio Salas

Departamento de Biologia Funcional e Instituto Universitario de Oncologia del Principado de
Asturias (IUOPA), Universidad de Oviedo, 33006 Oviedo

Los actinomicetos constituyen un grupo bacteriano de gran interés industrial por su capacidad
de producir una gran variedad de compuestos bioactivos con actividades biolégicas de interés
terapéutico, en veterinaria o en agricultura. El aislamiento de compuestos bioactivos producidos
por actinomicetos ha sido llevado a cabo principalmente por la industria farmacéutica a través
de programas de escrutinio mediante el aislamiento de microrganismos procedentes de
distintos ambientes naturales, principalmente muestras de suelo, y la deteccién de la capacidad
de éstos de producir nuevos compuestos. La mejora en la produccion se ha realizado a través
de programas de mutagénesis y seleccion de mutantes con alta capacidad de produccién del
metabolito deseado. La sintesis quimica ha sido también una alternativa al llevar a cabo con
éxito la sintesis de muchos compuestos o participar en la generacion de compuestos
semisintéticos. En los ultimos afios, han surgido nuevas estrategias para la busqueda de
nuevos compuestos bioactivos o derivados. En primer lugar, el rastreo en nichos ecolégicos no
bien caracterizados como los fondos marinos. En segundo lugar, la quimica combinatoria
mediante la creacién de librerias de compuestos susceptibles de ser ensayados frente a
determinadas dianas celulares principalmente a través del uso de tecnologias de alto
rendimiento. Una tercera estrategia implica la aplicacién de la tecnologia de ADN recombinante
a las rutas de biosintesis de compuestos bioactivos en microorganismos. Mediante esta
tecnologia es posible crear microorganismos recombinantes que contienen combinaciones
génicas que no se han descrito en la naturaleza. Estos microorganismos recombinantes
pueden dar lugar a la generacién de nuevos compuestos con nuevas estructuras quimicas,
potencialmente con propiedades mejoradas con respecto al compuesto parental del que
proceden. Esta tecnologia se ha denominado “biosintesis combinatoria”. Mediante esta
tecnologia es posible introducir modificaciones quimicas en compuestos bioactivos que no son
facilmente accesibles a la quimica organica. En los ultimos anos se han aislado, identificado y
caracterizado un buen numero de rutas de biosintesis de diferentes compuestos bioactivos
producidos por actinomicetos. En esta comunicacion se presentan datos de la aplicaciéon de la
biosintesis combinatoria a la generacion de nuevos derivados de compuestos con actividad
antitumoral.
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BAA-O1

Trichoderma: biocontrol, genes de defensa y plantas
transgénicas

Enrique Monte*

Centro Hispano-Luso de Investigaciones Agrarias (CIALE). Departamento de Microbiologia y
Genética, Universidad de Salamanca, Campus de Villamayor, 37185 Salamanca.

Email: emv@usal.es

Trichoderma es un género de hongos ascomicetos con multiples aplicaciones biotecnoldgicas:
desde la produccion de celulasas y xilanasas por T. reesei hasta la aplicacion de diferentes
especies como agentes de control bioldgico en agricultura, constituyendo una alternativa a los
productos quimicos fitosanitarios. Las habilidades de Trichoderma spp. como agentes de
control biolégico se conocen desde hace mas de 75 afios, ya que cuentan entre sus atributos
ser capaces de parasitar e inhibir el crecimiento de muchos microorganismos fitopatdgenos
(Monte, 2001). Estos hongos del suelo estan ampliamente distribuidos en la naturaleza, son
faciles de aislar y cultivar, crecen rapidamente en muchos ambientes, no causan dafios al
hombre y animales, y favorecen a las plantas: activan las defensas, estimulan el crecimiento y
favorecen la captacion de nutrientes. Algunas cepas de Trichoderma han sido recientemente
registradas para su aplicacion comercial como productos fungicidas en agricultura por su
probada eficacia de biocontrol, gran capacidad para sobrevivir en distintos ambientes, y
estabilidad genética y fenotipica. Los mecanismos de accion de Trichoderma en interaccion
con la planta son: (i) una especial capacidad para parasitar hongos fitopatégenos, debida a la
produccion de enzimas hidroliticas de la pared celular como glucanasas, quitinasas y
proteasas, (ii) la produccion de antibioticos, (iii) la competiciéon por el espacio y los nutrientes,
especialmente en la rizosfera, que implica una mayor velocidad de crecimiento, una mejor
asimilacion de nutrientes y la detoxificacion de compuestos xenobidticos, (iv) la estimulacion de
las defensas de la planta, (v) la capacidad de favorecer la germinacion de semillas, y promover
el desarrollo de planta y raices, (vi) la inducciéon en la planta de resistencia a estreses
ambientales, (vii) la liberacion de elicitores de respuestas beneficiosas para la planta a partir de
sustratos de rizosfera y suelo, y (viii) el aumento de la captacion de nutrientes y la eficacia
fertilizante en la planta (Lorito y col., 2010). Algunas cepas so6lo expresan uno de estos
mecanismos pero las mas eficientes despliegan varios de ellos, simultdnea o secuencialmente,
e incluso pueden ser favorecedoras de las actividades de rizobacterias y micorrizas. En los
ultimos afios se han secuenciado los genomas de tres especies de Trichoderma: T. reesei, T.
atroviride y T. virens; por lo que el nimero de genes implicados potencialmente en biocontrol
se ha visto aumentado. Cuando se han expresado algunos de estos genes en plantas (ej.:
quitinasas, glucosidasas o heat shock proteins) éstos ha servido para mejorar la capacidad de
las mismas para defenderse frente a fitopatdgenos o tolerar estreses térmicos, osmoticos o
salinos (Lorito et al., 1998; Dana et al., 2006; Montero-Barrientos et al., 2009) Pese a que la
transformacion de plantas con genes de Trichoderma no va a acompanada de reduccion de su
fenotipo, los cultivares transgénicos disponibles todavia esperan su explotacién comercial.

Referencias:

1. Lorito M, Woo SL, Harman GE, Monte E. (2010). Translational research on Trichoderma: from ‘omics
to the field. Annual Review of Phytopathology 48: 395-417.

2. Dana MM, Pintor-Toro JA, Cubero B. (2006). Transgenic tobacco plants overexpressing chitinases of
fungal origin show enhanced resistance to biotic and abiotic stress agents. Plant Physiology 142: 722—
370.

3. Lorito M,Woo SL, Garcia |, Colucci G, Harman GE, et al. (1998). Genes from mycoparasitic fungi as a
source for improving plant resistance to fungal pathogens. PNAS 95:7860-7865.

4. Monte E. (2001). Editorial paper: Understanding Trichoderma: Between Agricultural Biotechnology and
Microbial Ecology. International Microbiology 4: 1-4.

5. Montero-Barrientos M, Hermosa R, Cardoza RE, Gutiérrez S, Nicolas C, Monte E. (2010). Transgenic
expression of the Trichoderma harzianum hsp70 gene increases Arabidopsis resistance to heat and
other abiotic stresses. Journal of Plant Physiology 167: 659-66
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BAA-02

Potencial de las bacterias rizosféricas en la eliminacion de
contaminantes

Sara Rodriguez-Conde, Alicia Garcia, Ana Segura*

Grupo de degradacion de téxicos organicos, Estacion Experimental del Zaidin, CSIC.
C/ Profesor Albareda, 1,18008 Granada (Espafia).
Email: ana.sequra@eez.csic.es

Aunque la creciente industrializacion ha mejorado la calidad de vida de los ciudadanos,
también ha causado graves problemas medioambientales, entre ellos un aumento de los
contaminantes en la atmdsfera y los suelos. Los hidrocarburos policiclicos aromaticos (PAHSs)
son uno de los grupos de contaminantes organicos mas ampliamente distribuidos en la biosfera
y algunos de ellos son toxicos y/o tienen propiedades carcinogénicas. En nuestro laboratorio
hemos aislado varias bacterias degradadoras de fenantreno (utilizado como compuesto
modelo) de la rizosfera y del suelo desnudo de zonas contaminadas. La utilizacion de estos
microorganismos en estrategias de rizorremediacion es una opcion biotecnoldgica prometedora
para llevar a cabo la eliminaciéon de los contaminantes del suelo que, sin embargo dada la
complejidad de las interacciones planta-bacteria, puede resultar poco eficaz. Nosotros hemos
estudiado la capacidad de colonizacion de raiz y semilla de estas bacterias junto con la
degradadacion de fenantreno en la rizosfera y ademas hemos identificado los genes
catabdlicos de cada una de ellas con el fin de estudiar la expresion de los mismos en la
rizosfera. Estas tres caracteristicas i) que las bacterias tengan una buena capacidad de
adhesion a la semilla de las plantas (como via facil y econémica de inoculacion); ii) que posean
buenas propiedades como colonizadoras de raiz y que ademas sean competitivas frente a
otras bacterias que estén ya presentes en el suelo vy iii) que las rutas catabdlicas estén activas
en la rizosfera son fundamentales a la hora de llevar a cabo una buena rizorremediacion.

Estudios llevados a cabo en dos cepas de Burkholderia y varias cepas pertenecientes a la
familia Sphingomonadaceae han demostrado que todas ellas son buenas candidatas a ser
utilizadas en estrategias de rizorremediacion ya que son buenas colonizadoras de semillas y
raices de trébol (Trifolium) y tienen buenas capacidades degradativas. El principal objetivo de
este trabajo es determinar la mejor combinacion planta-bacteria para un disefio racional de las
estrategias de rizorremediacion.
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BAA-O3

Aproximaciones biotecnolégicas al control de enfermedades
de plantas: de las bacterias como agentes de control biolégico
a la agricultura ecolégica tradicional

Antonio de Vicente*, Francisco M. Cazorla, Alejandro Pérez-Garcia

Instituto de Hortofruticultura Subtropical y Mediterranea, Universidad de Malaga (IHSM-UMA-
CSIC). Departamento de Microbiologia, Facultad de Ciencias, Campus de Teatinos, 29071
Malaga. Email: adevicente@uma.es.

La busqueda de estrategias para el control biolégico de enfermedades de plantas mediado por
microorganismos, se suele iniciar con la seleccion de éstos desde distintos habitats naturales,
normalmente asociados con el cultivo a proteger. Los procesos de seleccion de candidatos han
estado orientados con frecuencia a la obtencién de microorganismos con determinadas
caracteristicas bioldgicas interesantes desde el punto de vista del control, especialmente su
actividad antagonista in vitro frente al agente fitopatdégeno. Las micosis tanto aéreas como de
suelo, son uno de los principales problemas fitopatoldgicos; en nuestro laboratorio empleamos
como sistemas de estudio el oidio de cucurbitaceas y la podredumbre radicular de aguacate,
modelos de enfermedad de parte aérea y de raiz, respectivamente.

Se han empleado distintas estrategias de aislamiento y seleccion, que han llevado a obtener
varias cepas de Pseudomonas y Bacillus, con buenas propiedades como agentes de control
biolégico. Asi hablaremos, en primer lugar, de bacterias cuya actividad de biocontrol esta
asociada a su antagonismo frente al patdégeno, mediado por la produccién de antimicrobianos.
Este es el caso de cepas de Bacillus subtilis, donde la produccién de lipopéptidos, sobre todo
iturinas y fengicinas, esta asociada con su capacidad de control de oidio y bacteriosis de
cucurbitdceas. Ilgualmente, la cepa de Pseudomonas fluorescens PCL1606 muestra capacidad
de control frente a Rosellinia necatrix en aguacate, mediada por la produccion del antibiético
HPR. No obstante, con frecuencia, los microorganismos muestran fallos en el biocontrol
cuando se aplican a escalas comerciales, debido a problemas de colonizacion y persistencia en
el habitat rizosférico, o la humedad requerida para su actividad en filosfera. Por esto, otra via
alternativa de seleccion se basa en la busqueda de bacterias con capacidad colonizadora de la
rizosfera; este es el caso de Pseudomonas pseudoalcaligenes AVO110, cuya capacidad de
proteccion frente a R. necatrix estd asociada a su patrén de colonizacion de las raices de
aguacate y de las hifas del hongo. Por otro lado, también se ha puesto de manifiesto la utilidad
de otros mecanismos basados en la biusqueda de microorganismos con actividad PGPR o de
estimulacion de la ISR, como en el caso de algunas cepas de Pseudomonas y Bacillus, que
son capaces de proporcionar proteccion frente al oidio de cucurbitaceas, tras ser aplicadas en
las raices de plantas de melén.

Sin embargo, otra estrategia de control biolégico nos llega desde la agricultura ecoldgica
tradicional, y no desde la aplicacion de cepas bacterianas aisladas y seleccionadas. Asi, en el
caso de la podredumbre radicular de aguacate, se ha ensayado la aplicacién de varias
enmiendas organicas, que han mostrado cierta capacidad supresiva frente al desarrollo de esta
enfermedad. En dicho estudio, ademas se han analizado los cambios en la diversidad y en la
actividad de la microbiota rizosférica y del suelo en relacién con la aplicacion de las diferentes
enmiendas. De los resultados disponibles hasta el momento se deduce que son cambios
sutiles en la composicion de la microbiota y en particular en las actividades de la misma, los
que parecen estar relacionados con la capacidad supresiva de R. necatrix por parte de dichas
enmiendas; ademas del papel que puede suponer la mejora que las enmiendas inducen en el
crecimiento y estado fisiolégico general de las plantas.

Agradecimientos: Estos trabajos han sido subvencionados por el Plan Nacional de I1+D+| del Ministerio
de Ciencia e Innovacion (Proyectos AGL2007-65340-C02-01 y AGL2008-05453-C02-01), cofinanciados
con fondos FEDER (EU).
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aplicaciones biotecnolégicas
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En las ultimas décadas, el compostaje se ha convertido en una de las herramientas mas
eficaces en cuanto al reciclaje y valorizacion de residuos organicos. Gran parte de esa eficacia
viene determinada por la riqueza microbiana existente en los materiales compostados que, a su
vez, estd condicionada por la naturaleza de los residuos y las caracteristicas ambientales
predominantes en las distintas etapas del proceso. La conjuncion de ambos factores favorece
la presencia de poblaciones microbianas especificamente adaptadas a las condiciones
imperantes en cada caso, lo que propicia una amplia diversidad de especies potencialmente
interesantes, no soélo para el propio proceso de compostaje, sino para otras muchas
aplicaciones de caracter industrial y medioambiental. Entre las comunidades presentes,
destaca especialmente la de las especies lignoceluloliticas, con un papel preponderante,
gracias a su implicacion en el ciclo del carbono y a la relativa abundancia de lignocelulosa en la
naturaleza.

Desde un punto de vista aplicado, los microorganismos lignoceluloliticos también han
despertado la atencion de diversos sectores econdémicos, gracias a su capacidad para reducir
el impacto ambiental o abaratar los costes de diferentes procesos industriales. Asi sucede en la
industria papelera, donde varias de las altamente contaminantes etapas quimicas necesarias
para la obtencién de la pasta de celulosa, han sido parcialmente sustituidas por procesos
biolégicos, en los que los microorganismos lignoceluloliticos son protagonistas principales.
También comienzan a ostentar un destacado papel en otro de los sectores econémicos de vital
importancia en una sociedad como la actual: el energético, El futuro y cercano agotamiento de
los combustibles fosiles ha forzado la busqueda de fuentes alternativas que permitan mantener
un nivel de produccién acorde con la demanda de una sociedad altamente tecnificada. En este
sentido, los biocombustibles estan llamados a desempefar un importante papel, al igual que
los microorganismos lignoceluloliticos, cuyas capacidades metabdlicas hacen posible la
utilizacion de materiales menos comprometidos en la generacidon de bioetanol y otros
compuestos energéticos.

Otros campos en los que encuentran aplicacién los microorganismos lignoceluloliticos son el de
la biorremediacién y el sector alimentario, asi como la denominada industria quimica verde. En
el sector ambiental, enzimas ligninoliticas tales como lacasas y peroxidasas son utilizadas en la
degradacion de contaminantes de naturaleza aromatica, tales como hidrocarburos policiclicos,
fenoles clorados, nitrocompuestos, dioxinas o colorantes sintéticos, que entran en la
composicion de diversos productos de uso habitual. En el sector alimentario, lacasas,
xilanasas, arabinofurosidas o celulasas permiten modificar la calidad nutricional de diferentes
productos, incrementar su nivel de seguridad, mejorar los procesos de produccion o incluso
generar nuevos productos. Finalmente, las exigencias sociales y legislativas sobre la industria
quimica, demandando procesos con un mayor grado de sostenibilidad, han favorecido el
desarrollo de una pujante industria alternativa que promueve la produccion de numerosos
insumos quimicos a partir de los compuestos generados por la hidrélisis de materiales
lignoceluldsicos.

En la actualidad, una realidad industrial basada en la biologia aun resulta lejana. Sin embargo,
cada vez se hace mas factible, gracias a diferentes estrategias politicas que incentivan una
economia con fundamento biolégico. La lignocelulosa y, por tanto, los microorganismos
lignoceluloliticos, han de jugar un importante papel en este futuro cercano. Al igual que los ha-
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bitats en los que estas poblaciones microbianas son mayoritarias, tal y como sucede con el
compostaje.
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Biooxidacion avanzada de compuestos contaminantes por
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La creciente demanda de la sociedad para la descontaminacién de aguas y suelos ha
impulsado en los ultimos afios el desarrollo de nuevas tecnologias para su tratamiento,
basadas en procesos biolégicos y fisicoquimicos. Entre ellos, los que implican a
microorganismos ligninoliticos y los denominados “procesos de oxidacion avanzada” (POA)
son, respectivamente, los que mayor atencién suscitan entre investigadores y tecnélogos. La
razon estriba en que los agentes bioldgicos o quimicos involucrados en cada caso poseen dos
de las propiedades mas buscadas en agentes degradativos para su inclusion en estrategias de
remediacion de sitios contaminados, a saber: alta reactividad y baja selectividad. En efecto, la
capacidad de los microorganismos ligninoliticos para degradar una gran cantidad y variedad de
compuestos contaminantes se debe principalmente a la baja especificidad de sustrato de las
enzimas implicadas, que no son otras que las ligninoliticas (lacasas y peroxidasas). Ademas,
estas enzimas exhiben un mecanismo indirecto de accién por el que generan oxidantes de bajo
peso molecular y alto potencial redox, lo que amplia enormemente el rango de compuestos
susceptibles de oxidacién. Los POA, por su parte, engloban un conjunto de tecnologias
fisicoquimicas cuyo denominador comun es la produccion de radicales muy reactivos,
principalmente hidroxilo (-OH). Gracias a su elevado potencial de reduccién (2,8 V frente al
electrodo estandar de hidrégeno), los radicales -OH oxidan casi todo compuesto organico con
el que colisionan, pudiendo incluso llegar a mineralizarlo. A pesar de la efectividad de estos
procesos, su uso se ve limitado a sitios contaminados con baja carga organica, ya que la alta
reactividad y baja selectividad de los radicales -OH requiere que sean producidos de manera
continua y en gran cantidad, de modo que el consumo de energia y reactivos es muy elevado.
Por esta razén, los POA se estan investigando como pretratamiento de procesos biolégicos
mas baratos, en cuyo caso una oxidacion parcial de los contaminantes que conduzca a la
disminucién de su toxicidad y al aumento de su biodegradabilidad es el objetivo perseguido.

Nuestro grupo de investigacion lleva varios afios estudiando la posibilidad de combinar en un
unico proceso la degradacion de contaminantes por oxidacion avanzada y por microorganismos
ligninoliticos. La estrategia que estamos utilizando, y que denominamos biooxidacion
avanzada, se basa en la induccién de la produccién extracelular de radicales -OH en dichos
microorganismos. Estudios previos de investigadores del grupo, realizados con Pleurotus
eryngii, habian demostrado que dicha induccion es posible mediante la incubacién del hongo
con una quinona y Fe®*. Sucintamente, el mecanismo consiste en el establecimiento de un ciclo
redox de la quinona (catalizado por deshidrogenasas intracelulares, que reducen la quinona, y
las enzimas ligninoliticas, que oxidan la hidroquinona resultante en el medio extracelular),
cuyos radicales semiquinona intermediarios desencadenan la formacién de los reactivos de la
reaccién de Fenton (Fe2+ + H,0, > Fe** + OH + ‘OH). Actualmente sabemos que este
mecanismo se muestra igualmente operativo en otros hongos ligninoliticos (Trametes
versicolor, Bjerkandera adusta, Phlebia radiata, Picnoporus cinnabarinus, Phanerochaete
chrysosporium y Coriolopsis rigida), asi como en bacterias filamentosas productoras de lacasa
(Streptomyces cyaneus y Streptomyces ipomoea) y en hongos ascomicetos que no secretan
enzimas ligninoliticas (Aspergillus nidulans). En este ultimo caso, la oxidacion de las
hidroquinonas requiere la inclusién en la mezcla de incubacion de agentes oxidantes de las
mismas o el uso de condiciones que favorezcan su autooxidacion.

Hasta la fecha hemos comprobado la biooxidacion avanzada de compuestos contaminantes
con P. eryngii, T. versicolor, S. cyaneus y A. nidulans. Los compuestos que han sido
degradados incluyen colorantes de tipo azo, diazo, antraquinona, triariimetano, ftalocianina e
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indigo, BTEX (benceno, tolueno, etilbenceno y xileno) y compuestos alifaticos y aromaticos

clorados’. De los resultados obtenidos en estos estudios cabe destacar que, en los casos en
los que ha sido analizado, se ha demostrado la mineralizacién de los contaminantes.

'Estudio realizado en colaboracién con Gloria Caminal (CSIC).

Il Congreso de Microbiologia Industrial y Biotecnologia Microbiana -39 -






Sesioén Cientifica ll:
BIOTECNOLOGIA FARMACEUTICA






BF-O1

Replicaciéon del virus de la gripe: disefio de medidas
terapéuticas y preventivas
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Noelia Zamarrefio", Rocio Arranz1i José M. Valpuesta1, José L. Carrascosa’, Jaime Martin-
Benito', Oscar Llorca® Juan Ortin'*

"Centro Nacional de Biotecnologia (CSIC), Darwin 3, 28049 Madrid.
2Centro de Investigaciones Bioldgicas (CSIC), Ramiro de Maeztu 9, 28040 Madrid.
3CIBER de Enfermedades Respiratorias (ISClII).

Los virus de la gripe tipo A contienen como genoma un conjunto de 8 segmentos de RNA de
cadena sencilla y polaridad negativa. Cada uno de ellos esta estructurado en forma de
ribonucleoproteina (VRNP) por asociacién con la polimerasa, un heterotrimero formado por las
proteinas PB1, PB2 y PA, y multiples monémeros de nucleoproteina (NP). Cada una de estas
RNPs es una maquina independiente de sintesis de RNA, responsable de la transcripcién y
replicacion del segmento de RNA. La replicacion tiene lugar a través de un intermedio de polaridad
positiva (cCRNP), mientras que la transcripcién se inicia con el “robo de cap” de mRNAs celulares y
termina por poliadenilacion.

A pesar de la importancia de las RNPs, la informacion estructural sobre ellas es escasa. Nuestro
grupo ha determinado la estructura tridimensional de una RNP recombinante biolégicamente activa
mediante criomicroscopia electronica y reconstruccion tridimensional. La estructura muestra un
anillo nonamérico de NPs con dos de los monémeros asociados a la polimerasa. El acoplamiento
de la estructura atémica de la NP y de algun dominio proteico de la polimerasa, asi como su
analisis genético, nos ha permitido definir algunas de las interacciones de los elementos
funcionales de la RNP y proponer la localizacion del RNA gendémico. Esta estructura servira como
base para generar un modelo cuasi-atomico de esta maquina molecular que permita ensayar
nuevos modelos de transcripcién y replicacién virales.

Para analizar los mecanismos por los que estas RNPs replican y transcriben, hemos usado
sistemas recombinantes de transcripcion/replicacion in vivo y mutantes bien definidos de la
polimerasa que son deficientes en replicacion o transcripcion viral. Con estos instrumentos
experimentales nos hemos preguntado los roles de la polimerasa asociada a la RNP y de la
polimerasa soluble de nueva sintesis durante estos procesos. Estos experimentos de
complementacion génica han mostrado que los complejos de polimerasa solubles son
responsables de la replicacién y el empaquetamiento del RNA de la progenie en trans, mientras
que la polimerasa presente en la RNP es responsable de la transcripcion viral en cis. Por ello,
hemos propuesto un nuevo modelo cis/trans para la transcripcién/replicacion viral.

Para someter a prueba este modelo mediante aproximaciones estructurales hemos generado y
purificado complejos minimos de replicacion de RNA viral que contienen sélo la polimerasa y un
micro-RNA viral modelo de sélo 46 nucledtidos. Estos complejos se generan por replicacion
intracelular y son capaces de transcribir y replicar in vitro el RNA que contienen. Su analisis
estructural mediante microscopia electrénica ha mostrado una mezcla de monémeros y dimeros
que podrian interpretarse como intermedios en el proceso de replicacion.
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Investigacion y desarrollo de nuevas vacunas contra la
tuberculosis
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En la ultima década importantes esfuerzos en investigacién han dado como resultado el disefio
y construccion de nuevos candidatos a vacunas contra tuberculosis. La actual vacuna contra la
tuberculosis, BCG, es una vacuna viva atenuada en uso desde hace mas de 90 afios ya que
protege contra las formas mas graves de la enfermedad. La eficacia de BCG es muy variable
contra las formas de tuberculosis pulmonar, por lo que la investigacion y desarrollo nuevas
vacunas es un reto importante para la comunidad cientifica. El objetivo es desarrollar una
nueva generacion de vacunas eficaces contra las formas respiratorias de la enfermedad,
responsable de transmision de la tuberculosis.

Nuestros trabajos iniciales mostraron que el gen phoP es esencial para la virulencia de
Mycobacterium tuberculosis ! y comenzamos la construccion de mutantes de racionalmente
atenuados del bacilo de la tuberculosis mediante la inactivacion de dicho gen. El mutante de
phoP-, SO2, ha demostrado ser muy atenuado en modelos celulares y animales. SO2 es mas
atenuado que BCG Pasteur en ratones SCID inmunocomprometidos y proteger mejor que
BCG en ensayos de proteccion en cobayos y primates no humanos de la infeccion por
tuberculosis 2°. Recientes estudios del reguldon PhoP muestran que este es crucial en la
regulacion global de la virulencia de M. tuberculosis®. Estas observaciones se utilizaron para
la construccion de una nueva generacion de vacunas vivas atenuadas basado en la
inactivacion phoP y generando una segunda mutacién adicional que afecta a la sintesis de una
familia de lipidos asociados con la virulencia de M. tuberculosis. La construccion final es la
primera vacuna viva atenuada que cumple los requisitos del consenso de Ginebra para las
vacunas vivas. La vacuna ha demostrado una excelente atenuacion, perfil de seguridad y
eficacia de la proteccion conferida por rigurosos estudios preclinicos en modelos animales
pertinentesz'S. Actualmente el proyecto “vacuna tuberculosis” cuenta con un socio fabricante,
CZ Veterinaria www.czveterinaria.com/, que tiene una amplia experiencia en la produccion de
vacunas de uso en veterinaria y recientemente ha constituido una filial para el desarrollo de
vacunas para humanos BIOFABRI http://biofabri.com/. Nuestro plan de investigacion aplicada
es el desarrollo de una vacuna viva atenuada contra la tuberculosis para su evaluacion clinica
en humanos.
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Los casos de bacterias resistentes a antibiéticos y a quimioterapias clasicas registrados en los
ultimos afios ha sido espectacular. Paralelamente al aumento de las resistencias microbianas,
la investigacion y desarrollo de nuevos antibiéticos se ha visto mermada. Se hace, pues,
necesaria la busqueda de nuevas alternativas quimiterapéuticas.

Los enzibidticos se definen como enzimas de orige fagico capaces de actuar sobre las
bacterias provocandoles la muerte celular. Estos enzimas constituyen una de las mayores
alternativas en las nuevas terapias contra poblaciones microbianas resistentes a los
antibiodticos. Los enzibioticos ya fueron usados durante la primera mitad del siglo XX siendo su
uso desechado tras el descubrimiento de la penicilina y el nacimiento de la Epoca Dorada de
los Antibidticos. Curiosamente, es ahora, cuando la eficacia de los antibidticos esta
disminuyendo, que la utilidad de los fagos y sus enzimas liticos esta siendo reconsiderada.

La frecuencia de los casos de tuberculosis esta sufriendo un repunte en los ultimos afios
debido, en parte, al aumento de las resistencias a los farmacos clasicos.

Mycobacterium tuberculosis es un patdégeno intracelular lo que dificulta la terapia. Ademas, la
pared bacteriana que presenta es altamente resistente debido a la presencia de los acidos
micolicos. Esta resistencia contribuye todavia mas a dificultar la penetracion de los farmacos.

El mycobacteriofago D29 es un virus de doble cadena de DNA. Este virus es un fago litico
capaz de infectar especies de mycobacterias tanto de crecimiento rapido como de crecimiento
lento. El genoma de este fago ha sido completemente secuenciado y presenta una gran
similitud al bacteriofago L5. Esto ha facilitado la busqueda de los genes codificantes para los
enzimas liticos del fago D29.

El bacteriofago D29 es capaz de penetrar en los macrofagos y aparecer dentro de las bacterias
en el estadio intracelular. Esto aumentaria la potencialidad del fago en la terapia ya que puede
ser utilizado como fuente de enzimas liticas o como vehiculo de transporte de posibles
farmacos.

Nuestro laboratorio ha llevado a cabo los estudios necesarios para la busqueda y
caracterizacion de los genes liticos del bacteriofago D29 para su utilizacién en la terapia contra
la tuberculosis.
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El medio marino, que representa el 95% de la biosfera, es una fuente todavia poco explorada
de biodiversidad, entendida ésta como Recursos Genéticos Marinos. Desde la aparicion del
primer ser vivo hace mas de 3.500 millones de afios, la evoluciéon ha equipado a algunos
organismos vivos con sistemas quimicos de defensa, depredacién, sefalizacion y
comunicacion inter e intracelular muchas veces desconocida. Ese arsenal quimico puede, en
algunos casos, ser inspiracion de moléculas con actividad biolégica mediante novedosos
mecanismos de accién que podrian mejorar los actuales tratamientos en salud humana.

Medicamentos recientemente comercializados como Prialt®, w-conotoxina aislada inicialmente
del gasteropodo marino Conus magus (1) y muy efectiva para paliar dolores crénicos, o el
anticancerigeno Yondelis®, cuyo compuesto activo, trabectedin, fue elucidado de extractos de
la ascidia Ecteinascidia turbinata y actualmente producido por semisintesis a partir de la
fermentacion de la Pseudomonas fluorescens A2-2 (2), son claros ejemplos de la utilidad de la
biodiversidad marina como fuente de nuevos farmacos. Actualmente hay otros candidatos en
fases clinicas para oncologia, enfermedades neurodegenarivas, antiinfectivos,
inmunomoduladores, etc. cuya estructura molecular ha venido inspirada de exquisitas
moléculas obtenidas de diversos organismos marinos, especialmente de invertebrados como
esponjas. Sin embargo, son relativamente escasos los productos microbianos marinos en
ensayos clinicos con la excepcion de Salinosporamide A, aislada del caldo de cultivo de la
actinobacteria Salinospora sp. (3).

Los avances en técnicas moleculares han revolucionado el concepto clasico de biodiversidad y
ahora empezamos a explorar y a entender que la inmensa mayoria de formas de vida son
microorganismos no cultivados hasta el momento. Por otro lado, los farmacos que se estan
empleando en medicina para combatir infecciones y para quimioterapia suelen ser
biosintetizados por unos sistemas enzimaticos modulares llamados Poliketide Synthases'y Non
Ribosomal Peptide Synthetases (PKS y NRPS) (4) y estos clusters de genes del metabolismo
secundario que son muy abundantes en microorganismos (actinomicetos, cianobacterias,
hongos) estdn muchas veces “silenciados” o no activados y necesitan inductores muy
especificos (5). Estas premisas nos abren las puertas de una nueva experimentacion en
descubrimiento de nuevos farmacos a partir de microorganismos asociados al medio marino
empleando herramientas para valorar la biodiversidad taxonémica, identificar estos genes e
intentar expresarlos, asi como poder descartar tan pronto como sea posible cepas productoras
de compuestos activos ya descritos con anterioridad y asi poder centrarnos en nuevos
candidatos que reporten nueva diversidad metabdlica con actividad biolégica especifica.

Pero no sélo los microorganismos pueden ser fuente de nuevas entidades quimicas, también
pueden contribuir a disefiar sistemas de produccion que permitan solventar el problema del
suministro de productos naturales marinos cuando la sintesis quimica no sea econémicamente
viable.

En PharmaMar estamos desarrollando programas de aislamiento, caracterizacién, cultivo,
elucidacién estructural y valoracion in vitro e in vivo de moléculas con actividad antitumoral a
partir de microorganismos aislados de muestras marinas para Drug Discovery.
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La ultima década ha supuesto un gran cambio en las estrategias y en el manejo de
inmunosupresores en el trasplante de érganos sélidos. Asi, desde que en 1994 se aprobase
por parte de la FDA el uso del Tacrolimus (Prograf®, Astellas Pharma US), éste ha ido
desbancando rapidamente a la Ciclosporina como tratamiento post-transplante anti-rechazo (p.
ej.: trasplantes de higado, pulmodn, rifdn o pancreas), ya que presenta una actividad entre 100
y 200 veces superior. Asi mismo, su aplicacion se ha extendido a casos de dermatitis atdpica,
recubrimiento de stents (por sus propiedades anticoagulantes y anti-inflamatorias) o al uso
veterinario (p. €j.: queratoconjuntivitis sicca). Este uso ha generado unas ventas superiores a
los 1900 millones de délares en el pasado ano 2009 mediante las diferentes presentaciones del
producto. Reflejo de estos beneficios es el nUmero de especies productores de tacrolimus que
han sido descritas en los ultimos afos: Streptomyces tacrolimucus [anteriormente
Streptomyces sp ATCC 55098 (Martinez-Castro et al., 2010)], Streptomyces sp ATCC 53770
(MA 6548), Streptomyces sp MA 6949, Streptomyces kanamiceticus KCC-S0436, Streptomyces
clavuligerus CKD1119, Streptomyces glaucescens, o Streptomyces tsukubaensis.

La metodologia de secuenciacion de genomas esta evolucionando de manera exponencial
gracias a los sistemas de secuenciacion ultrarrapida. Asi, existen actualmente casi 1200
genomas completos y 5201 en proceso de secuencia, de los cuales 4812 son de origen
bacteriano, entre los que se encuentran 43 del género Streptomyces. Esta herramienta abre las
puertas a la aplicacion de otras técnicas —Omicas al estudio de un género, que como
Streptomyces, produce casi el 65 % de los antibidticos que se encuentran actualmente en el
mercado.

La secuenciacion del genoma del microorganismo productor de tacrolimus S. tsukubaensis
realizada en el Instituto de Biotecnologia de Ledn (INBIOTEC) ha mostrado un tamafio, para
este genoma, de 8,06 Mb, dentro de la cual se han detectado 6653 marcos de lectura abiertos,
6 operones ribosomales, 65 ARNt y dos plasmidos circulares de mas de 25 kb. Como
validacion del proceso de secuenciacion se ha realzado en mapa de referencia del proteoma
citoplasmatico de este microorganismo mediante electroforesis bidimensional. En él se han
detectado 1428 puntos proteicos de los cuales mas del 85% han sido identificados
correctamente por espectrometria de masas. Ademas, siguiendo el sistema de ordenamiento
de librerias génicas descrito por Martinez-Castro y col. (2009), se realiz6 una genoteca
colocada en cosmidos de ‘S. tsukubaensis’ que ha permitido la secuenciacion de sus extremos
facilitando el ordenamiento de la misma y la aplicacion de la metodologia Redirect a la delecion
de genes.

Este proceso de secuenciacién ha permitido localizar los genes biosintéticos de tacrolimus, asi
como otros genes relacionados con la regulacion de la produccion de metabolitos secundarios,
como son: los receptores de gamma-butirolactonas (“hormonas bacterianas”) o los genes
relacionados con la regulacion por fosfato. La delecion de varios de estos genes, asi como la
optimizaciéon de los medios de produccién, ha permitido conocer mas profundamente la
regulacion génica de la produccion de tacrolimus y duplicar la produccidon de este
inmunosupresor.
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Se denominan contaminantes emergentes, a productos presentes en la naturaleza a muy bajas
concentraciones pero persistentes, de los cuales se ha empezado a observar efectos
perniciosos en los ecosistemas y ademas estadn pendientes de ser regulados préximamente.
Entre ellos se encuentran farmacos, productos de cuidado personal, fragancias, retardantes de
llama.

Se ha demostrado que Trametes versicolor puede degradar muchos de estos compuestos
incluso a bajas concentraciones tanto en matrices liquidas como en solidas. En general el
primer paso es oxidativo y se ha demostrado que los enzimas implicados en el primer paso
suelen ser la lacasa o el citocromo P450, aunque no siempre. La ventaja evidente de utilizar el
microorganismo es sin duda que se trata de un sistema multienzimatico que puede llevar a
cabo multiples reacciones consecutivas o paralelas.

Normalmente este tipo de contaminantes se encuentran en matrices muy complejas y
mezclados por lo que utilizar un solo enzima dificilmente podra resolver el problema. Tampoco
tiene sentido optimizar las condiciones de degradacion para cada producto.

Para estudiar la posible implicacion de la lacasa en la degradacion del compuesto se realizan
experimentos “in vitro” utilizando lacasa comercial con y sin mediadores. En el caso del
citocromo P-450 se realizan experimentos con inhibidores de este enzima (1-
aminobenzotriazole i/o piperonil butoxido). Con el mismo objetivo de entender la respuesta
enzimatica del hongo en presencia de estos contaminantes, se esta estudiando la induccion de
diferentes enzimas oxidativos cuantificando el ARNm que codifica para dichas proteinas.

Demostrar que se puede degradar un determinado contaminante ya no es suficiente, y si no
llega a mineralizarse hay que saber en qué se transforma, para poder estudiar su toxicidad o
efectos nocivos. Por ejemplo, el ibuprofeno, este compuesto no es degradado segun los
resultados que hemos obtenido, ni por la lacasa ni por el citocromo P450, sin embargo es
rapidamente hidroxilado y el producto resultante es el 1,2-dihidroxiibuprofeno (1). En este caso
este producto dihidroxilado no se degrada y es mas toxico que su predecesor. En los pocos
trabajos que hay de biodegradacion, sélo se ha estudiado la desaparicion y se tiene la idea que
es facilmente degradable.

Para poder estudiar estos aspectos, realizamos estudios con los compuestos puros y a altas
concentraciones (ppm), para facilitar la identificacion y caracterizacion de los productos. En
muchos casos, éstos son susceptibles de ser posteriormente degradados bien llegando a la
mineralizacién o al menos a la apertura de las estructuras aromaticas.

Se presentaran algunos de los resultados obtenidos con naproxeno (2), diclofenac (3) y
ketoprofeno (4).

Finalmente, se presentaran los resultados obtenidos en la eliminacion de farmacos de un lodo
de depuradora, para ilustrar no solo que el hongo es capaz de degradar un contaminante puro,
siné también mezclas en matrices reales.
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La interaccion lacasa-electrodos permite conocer aspectos fundamentales para la aplicacion de
esta enzima en diferentes campos biotecnoldgicos, por ejemplo en el disefio de biosensores o
en la construccion de células de biodiésel. La consecucion de tales aplicaciones implica,
preferentemente, el uso de lacasas con altos potenciales de oxidacion en su sitio T1. La
aplicacién de esta enzima en biotecnologia implica también su inmovilizacién y si se trata de
construir biosensores, debe conseguirse que la molécula mantenga su forma activa y su
capacidad para llevar a cabo reacciones de transferencia directa de electrones (DET) con
superficies tales como carbono y oro. A este respecto, debe tenerse en cuenta que el
ensamblaje de proteinas sobre las superficies citadas juega un papel clave en la
caracterizacion del electrodo, que incluye entre otros aspectos su sensibilidad, estabilidad y
durabilidad. Por ello, la estructura molecular y la organizaciéon de las proteinas en dichas
superficies ha recibido gran atencién en los ultimos afios.

En este trabajo se ha llevado a cabo la caracterizacién nanoscépica de una lacasa de alto
potencial redox (Fusarium proliferatum) adsorbida sobre Au(111) y HOPG, mediante
microscopia de fuerza atémica (AFM) y de efecto tunel (STM). Las imagenes obtenidas por
AFM en aire y en medio acuoso (pH 7) revelaron que la estructura de una submonocapa de
lacasa (SML) en ambas superficies fue muy diferente. En Au(111) las moléculas de lacasa
formaron una capa compacta y homogénea, mientras que en HOPG dichas moléculas
formaron una compleja y ramificada red que dejé grandes espacios libres. Con el fin de
estudiar el tipo de interaccion establecida entre la lacasa y los electrodos empleados, se
realizaron medidas de AFM en presencia de KCI, lo que permitié descartar que el tipo principal
de interaccion entre la lacasa y ambos sustratos fuera una accion electrostatica. Nuestros
resultados indican que existe una interaccion covalente fuerte con el oro y una interaccion mas
débil por fuerzas de van der Waals con el HOPG. La reactividad de la lacasa en ambas
superficies también fue muy diferente y dicha enzima sélo mantuvo su actividad catalitica en
carbono. La pérdida de su actividad catalitica cuando esta adsorbida en oro, se recupera al
cubrir dicha superficie con una capa de alcanotiol, sobre la que se adsorbe la lacasa. Ello nos
ha permitido elucidar sobre la importancia del mecanismo de adsorcién de la enzima en los
distintos electrodos usados en relacion con la conservacion o pérdida de su actividad en dichas
superficies. Se propone que no sélo la fuerte interaccion lacasa-oro sino la formacién de iones
hidroxilos y 6xidos en dicho electrodo son los responsables de la pérdida de la actividad
catalitica de dicha enzima.

A
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A) Imagen de AFM (Tapping mode, en aire) de una submonocapa de lacasa sobre HOPG.
B) Imagen de STM de una submonocapa de lacasa sobre Au(111).
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La aplicacion de xilanasas para el blanqueo enzimaticamente asistido de la pasta de papel ha
sido ampliamente estudiada y ha llegado a ser implementada industrialmente. Por lo tanto, la
identificacion de nuevas enzimas robustas y estables que sean capaces modificar
selectivamente los xilanos de las fibras, logrando un incremento en el grado de blancura de la
pasta con una minima eliminacion de xilano, resulta altamente llamativa.

El xilano, es un heteropolisacarido complejo abundante en la pared celular vegetal. Su
degradacion requiere una gran variedad de enzimas que actian de manera cooperativa, siendo
las xilanasas una de las enzimas clave. Las endoxilanasas cortan el esqueleto de xilano de
manera aleatoria y actualmente son las enzimas mas utilizadas en la industria papelera, siendo
las de familia GH11 las mas comunes. Las xilanasas de familia GH10 también han sido
considerablemente descritas y caracterizadas, pero su utilizacién es menor, principalmente
porque suelen ser activas a pHs neutros o acidos y son de gran tamafo. Ambas caracteristicas
no son beneficiosas en procesos papeleros.

Recientemente se ha descrito una nueva familia de xilanasas, clasificadas dentro de la familia 5
de glicosil hidrolasas (GH5). Aparentemente requieren ramificaciones de metil glucurénico en el
esqueleto del xilano para realizar la hidrdlisis, y no son activas sobre arabinoxilanos. Su accion
complementaria la accion de las xilanasas de las otras 2 familias mencionadas.

El presente trabajo presenta la identificacion y caracterizacion de dos nuevas xilanasas de
familia GH5. La primera, denominada Xyn5D, pertenece a la nueva especie xilanolitica
Paenibacillus barcinonensis. Esta xilanasa fue identificada por métodos protedémicos
(electroforesis bidimensional) acoplados a espectrometria de masas. Es capaz de degradar
metilglucuronoxilanos de abedul y de haya, y ademas es activa sobre el xilano de Eucalyptus y
no tiene actividad sobre oligosacaridos neutros. Presenta una actividad 6ptima a 50 °C y pH
6,5. La segunda, Xyn5B, perteneciente a la cepa xilanolitica Bacillus sp. BP-7, fue detectada
por meétodos tradicionales de busqueda de clones activos a partir de una genoteca. Tiene un
perfil de actuacion similar a Xyn5D pero ademas presenta actividad sobre oligosacaridos
neutros, comportamiento descrito por primera vez en esta familia. Sus condiciones éptimas de
hidrolisis son 55 °C y pH 6.0.

Se realizé la evaluacion de la enzima Xyn5B como agente blanqueador de pastas de papel de
Eucalyptus y se registré también la eficiencia de la accion en conjunto con la xilanasa Xyn11A
de Bacillus sp. BP-7, de la familia GH11. Xyn5B resulté efectiva tanto en pruebas de
deslignificacién y blanqueo (disminucién de indice kappa e incremento de blancura de las
pastas) como en la eliminacion de acidos hexenuroénicos, que contribuyen negativamente a la
permanencia o estabilidad cromatica del papel. El efecto de Xyn5B fue menos acentuado que
el producido por Xyn11A, sin embargo al aplicar las dos enzimas en conjunto apreci6 un efecto
sinérgico de accioén, capaz de incrementar la blancura de la pasta en 2.3 unidades 1.S.0. sobre
la pasta control (sin tratamiento enzimatico).

Referencias:
1. Gallardo et al. Characterization of a Family GH5 Xylanase with Activity on Neutral Oligosaccharides
and Evaluation as a Pulp Bleaching Aid. Appl Environ Microbiol. 2010. 76 (18):6290-4.

Il Congreso de Microbiologia Industrial y Biotecnologia Microbiana -57 -



EIB-O4

Peroxidasa versatil de alto potencial redox: Estudios
estructura-funcion dirigidos a su aplicacién biotecnolégica

Francisco J. Ruiz Duenas*, Maria Morales, Maria Jesus Martinez, Angel T. Martinez

CIB, CSIC. Ramiro de Maeztu 9, 28040-E Madrid, Espafa. Email: firuiz@cib.csic.es

Los basidiomicetos de podredumbre blanca secretan una gran variedad de peroxidasas de alto
potencial redox que juegan un papel clave en el proceso de degradacion de la lignina llevado a
cabo por estos hongos en la naturaleza. Entre éstas peroxidasas “ligninoliticas” se incluyen la
lignina peroxidasa (LiP), manganeso peroxidasa (MnP) y peroxidasa versétil (VP). Esta ultima
se ha descrito Uunicamente en cultivos de hongos de los géneros Pleurotus y Bjerkandera,
aunque actualmente se estadn detectando genes vp en los genomas de otros basidiomicetos
ligninoliticos, incluyendo el de Ceriporiopsis subvermispora. La VP se caracteriza por su
capacidad para oxidar sustratos tipicos de las otras peroxidasas, de alto y bajo potencial redox,
producidas por los hongos basidiomicetos, ademas de por oxidar compuestos que ninguna de
éstas es capaz de oxidar directamente. Entre estos sustratos se incluyen: (i) Mn?*, sustrato de
la MnP (siendo el Mn®* resultante de dicha oxidacion capaz de oxidar fenoles, incluyendo las
unidades fendlicas de la lignina, e iniciar reacciones de peroxidacion de lipidos); (ii) alcohol
veratrilico (VA), sustrato tipico de la LiP que puede actuar como intermediario en el proceso de
oxidacién de la lignina llevado a cabo por esta enzima; (iii) fenoles sencillos, que son sustratos
de peroxidasas de bajo potencial redox como la peroxidasa de Coprinopsis cinerea (CIP); y iv)
colorantes industriales de gran tamafo y elevado potencial redox, como el RB5. Esta
versatilidad catalitica de la VP, unida al elevado potencial redox y a la capacidad para oxidar
directamente compuestos que las otras peroxidasas solo oxidan en presencia de mediadores
(Mn3+ y VA) hacen que esta enzima presente un gran interés biotecnoldgico y medioambiental.

Estudios cinéticos, espectroscépicos y cristalograficos de la VP y de diferentes variantes
obtenidas por mutagénesis dirigida han demostrado que sus propiedades cinéticas se deben a
la coexistencia en una Unica proteina de diferentes sitios cataliticos, reminiscentes de aquellos
presentes en las otras familias de peroxidasas de basidiomicetos descritas anteriormente. Las
estructuras cristalograficas de la VP salvaje y recombinante, y los estudios cinéticos de las
variantes mutadas han revelado diferencias en el sitio de oxidacion de Mn®* comparado con la
MnP. Entre éstas se incluye una mayor plasticidad de este sitio catalitico en la VP que se
evidencia por la eficiente oxidacion del Mn®* en presencia de Unicamente dos de los tres
residuos acidos que lo forman. Por otro lado, se ha demostrado que un triptéfano expuesto al
solvente es el residuo cataliticamente activo responsable de la oxidacion del anillo bencénico
del VA y de otros compuestos aromaticos de alto potencial redox, incluyendo el polimero de
lignina, que no pueden acceder a través del canal principal de acceso al hemo hasta el centro
activo de la enzima. Mediante resonancia paramagnética electronica se ha podido detectar la
formacién de un radical de este triptéfano en las dos formas activas del ciclo catalitico de la
enzima, siendo la primera vez que se demuestra de forma directa la formacién de un radical de
proteina en una peroxidasa ligninolitica. Es en este radical donde se inicia una ruta de
transferencia electrénica que va desde la superficie de la enzima hasta el hemo. Sin embargo,
no solo el radical es importante. Su entorno también juega un papel clave en el proceso de
catalisis. La modificacién de forma controlada de los residuos que rodean el triptéfano catalitico
ha permitido introducir propiedades de tipo LiP en la VP, pudiéndose explicar de este modo las
razones que determinan las diferencias cataliticas entre VP y LiP. Finalmente, se ha
demostrado que la VP oxida algunos fenoles y colorantes en el borde del canal de acceso al
hemo, tal y como se habia observado previamente en la CIP. El aumento en el tamafio de este
canal en la VP ha permitido mejorar sus propiedades cataliticas oxidando estos sustratos de
bajo potencial redox.

El conocimiento actual de las relaciones estructura-funcion de la VP permite pensar en el
disefio a medida de esta enzima para su uso en diferentes aplicaciones industriales y/o
medioambientales. Entre estas se pueden citar las relacionadas con el aprovechamiento de la
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biomasa lignoceluldsica, asi como la transformaciéon de hidrocarburos policiclicos aromaticos,
pesticidas, contaminantes aromaticos fendlicos y no fendlicos y una gran variedad de
colorantes industriales.
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El papel esta formado principalmente por fibras celuldsicas y también otros compuestos que
tienen la funcién de conferirle al papel las propiedades finales deseadas, asi como de mejorar
la procesabilidad durante su fabricacion en la maquina de papel.

El encolado interno es un proceso en la fabricacién de papel que tiene como finalidad reducir la
penetracion del agua en la estructura de la hoja, creando una superficie hidrofébica en la
interfase fibra-agua. Hasta la actualidad se han usado agentes de encolado como la colofonia,
para procesos acidos, y el ASA (anhidrido alquenil succinico) y el AKD (dimero de alquil
ceteno) para procesos alcalinos.

Se ha demostrado que el uso de enzimas en la industria de la pasta y papel puede ayudar a
reducir el consumo de agentes quimicos y energia en los procesos donde se aplican, tanto a
nivel industrial, de planta piloto o desarrollo en laboratorio. La enzima lacasa en particular ha
despertado gran interés en la investigacion, especialmente en combinacién con un mediador
(sistema lacasa-mediador, LMS), para la deslignificacion y blanqueo de pulpas madereras
(Moldes y Vidal, 2008; Valls y Roncero, 2009) y no madereras (Fillat y Roncero, 2010). Algunos
mediadores naturales también se han utilizado en combinacién con la lacasa: en blanqueo
(Fillat et al., 2010), en funcionalizacion de fibras celuldsicas (Aracri et al., 2009) y para mejorar
las propiedades de fibras con elevado contenido en lignina (Liu et al., 2009).

Hasta ahora ningun sistema enzimatico se ha utilizado, como el aqui presentado, para realizar
el encolado interno del papel, combinando la enzima lacasa con compuestos hidrofébicos. El
estudio se ha basado en la patente obtenida por Garcia et al. (2009). Nueve compuestos con
grupos hidrofébicos en su estructura fueron ensayados y se observo que el mayor grado de
encolado de los papeles se obtuvo con el lauryl galato (LG). Con él se realizaron tratamientos
con distintas dosis, tanto de enzima como de LG, y también se variaron los tiempos de
reaccion, en vistas a una futura optimizacion del sistema.
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El transporte constituye la gran incognita energética del futuro. Es un sector clave de nuestras
economias, depende en un 98% del petréleo y es el responsable del 30% de las emisiones de
CO, a la atmésfera en la Union Europea. Dado que la movilidad que proporciona el transporte
es esencial para el desarrollo econdmico y el bienestar social, los responsables de formular
politicas energéticas buscan soluciones para reducir los efectos negativos del uso del
transporte sin reducir sus contribuciones positivas. Entre las estrategias para la diversificacion
energética en el transporte, la utilizacion de biocarburantes derivados de productos vegetales
es la opcidon mas sencilla, efectiva y realista a corto plazo.

Bajo el término biocarburantes se recoge un amplio abanico de productos resultantes de
procesos muy diversos y con un grado de desarrollo muy diferente, algunos estan todavia en
etapa experimental mientras que otros se comercializan desde hace décadas. Cada vez existe
un mayor consenso en reconocer que los biocarburantes actuales (denominados de primera
generacion) son una energia de transiciébn que Unicamente podra sustituir una parte de los
derivados del petroleo debido a problemas de abastecimiento de las materias primas. Esta
situacién, junto con las nuevas propuestas de la Comisiéon Europea (1), que establecen un
objetivo minimo se sustitucién obligatorio del 10% de los combustibles de transporte por
renovables, ha hecho que se depositen tantas esperanzas en los biocarburantes de “segunda
generacion”, en otras palabras, derivados de plantas o de residuos vegetales que no entran en
competencia directa con las utilizaciones alimentarias.

Para la produccion de biocarburantes de segunda generacion se pueden elegir entre tres
grandes opciones. La primera es bioquimica y consiste en extraer los azucares de la celulosa
con la ayuda de enzimas muy activas. La segunda opcion consiste en gasificar la materia prima
con una mezcla de hidrégeno y de mondxido de carbono, transformando después esta mezcla
en un carburante liquido pasando por una serie de etapas intermediarias. La tercera opcion
consiste en la obtencion de un combustible liquido mediante un proceso de pirdlisis o
licuefacién. Aunque presentan diferente estado de desarrollo, ninguna de estas tecnologias ha
alcanzado su estado comercial y necesario apoyar de manera decidida la 1+D+i en este campo
para hacer que los biocarburantes de segunda generacion puedan desarrollarse a gran escala.

En la presentacion se realizard un analisis del grado actual de desarrollo de estas tecnologias
y de los instrumentos que se estédn desarrollando en la Unién Europea para acelerar su
desarrollo comercial y alcanzar los objetivos fijados para 2020 de diversificacién energética y
lucha contra el cambio climatico.

Referencias:

1. Directiva 2009/28/CE del Parlamento Europeo y del Consejo, de 23 de abril de 2009, relativa al
fomento del uso de energia procedente de fuentes renovables. L 140/16, Diario Oficial de la Unién
Europea: 5.6.2009.
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Las tecnologias de produccion que desarrolla e implemenenta Abengoa Bioenergia se agrupan
en dos grandes grupos:

e Tecnologias capaces de producir etanol a partir de azdcar y almidén (primera
generacion)
e Tecnologias capaces de transformar la biomasa lignoceluldsica (segunda generacion)

Las primeras agrupan a las tecnologias actualmente implementadas a escala industrial y que
se caracterizan por ser capaces de trasformar materia prima azucarada o amilacea en etanol.
El ejemplo mas comun de tecnologia de primera generacion es aquella que transforma el
almiddn de los cereales o el azucar de la remolacha o de la cafa en etanol.

Las segundas engloban aquellas tecnologias capaces de transformar la biomasa
lignoceluldsica en etanol.

De acuerdo a la vision de Abengoa Bioenergia, el unico camino para ampliar los objetivos de
sustitucion de energia primaria en el sector del transporte por energia procedente de
biocombustibles, maximizando la produccién doméstica de la Union Europea, es mediante el
desarrollo de tecnologias de segunda generacion para la produccion de bioetanol.

Sin embargo, la utilizacion de la biomasa lignocelulésica, cuya naturaleza es altamente
recalcitrante, hace necesario el desarrollo de procesos capaces de convertirla eficientemente.
Abengoa Bioenergia es lider mundial en el desarrollo de tecnologia para transformacion de
biomasa lignocelulésica en etanol tanto mediante procesos termoquimicos como bioquimicos.

La produccién de etanol a partir de biomasa lignocelulésica ruta biolégica se consigue
mediante el fraccionamiento de biomasa en sus componentes principales (celulosa,
hemicelulosa y lignina) para la posterior fermentacién de los azucares y valorizacién del residuo
del proceso (lignina)

Actualmente no existe tecnologia comercial capaz de transformar eficientemente este tipo de
biomasa. Abengoa Bioenergia lidera mundialmente la investigacion en este campo habiendo:

Desarrollado un concepto de proceso,

Construido una planta piloto capaz de tratar 1 tn/d de biomasa lignocelulésica
Construido una planta de demostracion industrial de 70 tn/d

Ademas, estamos disefiando y construyendo una planta industrial con una
capacidad de 400 tn/d

Algunas de los retos mas importantes, que se trataran en la presentacion, para la optimizacion
de la competitividad, tanto econémica como ambiental, de estos procesos son de tipo biolégico.
Por ejemplo, el desarrollo de mezclas enzimaticas mas activas, organismos capaces de
degradar la lignina para mejorar la accesibilidad a la biomasa de los enzimas celulésicos,
organismos capaces de aprovechar eficientemente los sustratos hemicelulésicos para la
sintesis de etanol, desarrollo de microalgas y cianobacterias que capturen el CO, producido en
la fermentacién y/o puedan usarse como materia prima para su transformacién en carburantes.
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El bioetanol es el alcohol etilico producido a partir de la fermentacion de los azucares que se
encuentran en los productos vegetales. Aunque el almidon de las semillas de cereales, junto
con la sacarosa de la cafa de azucar y la remolacha, constituyen la fuente mas accesible de
azucares fermentables para la obtencién del bioetanol, los materiales lignoceluldsicos, tales
como la paja de cereales o los residuos de origen forestal, constituyen una alternativa de futuro
al no competir con la cadena alimenticia y ser suficientemente abundantes. Durante el proceso
de produccion de bioetanol a partir de paja de trigo es necesaria una etapa de pretratamiento
que desestructure la pared celular vegetal y deje accesibles los polisacaridos para ser
hidrolizados, por celulasas y hemicelulasas, hasta azucares sencillos que puedan ser
fermentados por levaduras hasta etanol. El proceso conocido como steam explosion es uno de
los mas utilizados, especialmente el que se realiza en condiciones acidas en las que la
hemicelulosa se solubiliza y queda disponible para poder ser fermentada. Sin embargo, en este
tratamiento se generan inhibidores, derivados de la ruptura de los azucares (acidos organicos y
distintos tipos de furfurales) y la lignina (fenoles), que disminuyen el rendimiento de las
fermentaciones.

Uno de los objetivos importantes para que la obtencidén de etanol de segunda generacion tenga
éxito es encontrar complejos enzimaticos que puedan hidrolizar eficazmente los polisacaridos
tras la steam explosion, especialmente la celulosa que es el polimero mayoritario. Aunque
existen celulasas comercializadas hace muchos afos, aun existen importantes barreras
tecnoldgicas para su uso en la produccion de etanol a gran escala, como su alto coste y baja
actividad especifica. Tras un amplio screening de hongos aislados de materiales
lignoceluldsicos en degradacion y tierras agricolas u obtenidas de diferentes colecciones de
cultivo, en nuestro laboratorio estamos estudiando dos cepas de Penicillium, por su alta
actividad exo y endo B-glucanasas y B-glucosidasa. En la actualidad se estan purificando y
caracterizando estas enzimas y se esta tratando de incrementar los niveles de produccion
sometiendo a los hongos a un proceso de mutagénesis al azar (utilizando radiacion UV).

Por otra parte, con la intencién de incrementar los rendimientos en el proceso de obtencion de
bioetanol a partir de paja de trigo, hemos estudiado el papel de las lacasas fungicas tras la
steam explosion, realizada tanto en presencia de vapor de agua como de acido diluido. Las
lacasas polimerizan los fenoles libres disminuyendo el efecto téxico de estos compuestos e
incrementando fuertemente la produccion de etanol a partir de los C6 por Saccharomyces
cerevisiae (170% en el caso de la steam explosion en presencia de vapor de agua y un 100%
en el caso de la steam explosion en condiciones acidas). Trabajos recientes sobre el efecto de
la lacasa en la fementacién de los C5 por Pichia stipitis indican que el tratamiento con esta
enzima es esencial cuando la concentracién de solidos en la mezcla a hidrolizar es del 20%
(concentracion utillizada a escala piloto en las plantas de produccién).

Agradecimientos: Este trabajo se esta realizando en colaboracion con Abengoa Bioenergia Nuevas
Tecnologias, en el marco de los proyectos CENIT [+DEA (2007-1031), subvencionado por el CDTI, y
Demo E-2 ( PEN-120000-2009-31 financiado por el MICINN).
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El actual consumo de combustibles fosiles resulta insostenible a largo plazo debido al
agotamiento de las reservas. Ademas esta provocando serios problemas debido al cambio
climatico derivado de la movilizacién del diéxido de carbono acumulado en dicho combustibles,
a la atmodsfera, mediante su combustion. La alternativa a este problema pasa por una
disminucién en el consumo de energia, asi como por la sustitucién de las actuales fuentes
fosiles de energia por energias renovables. Entre las diferentes energias renovables
existentes, la biomasa es una de las mas interesantes ya que es una fuente de energia
almacenable y disponible a demanda. De estas, la biomasa rica en carbohidratos y/o lipidos es
especialmente valiosa por la posibilidad de obtener a partir de la misma biocombustibles como
el bioetanol y/o el biodiesel, utilizables por la actual flota de vehiculos de transporte.

Dentro de las biomasas propuestas como fuente de biocombustibles se enmarcan los
microorganismos fotosintéticos, microalgas y cianobacterias principalmente. La ventaja de este
tipo de microorganismos frente a otros cultivos energéticos como la soja, colza, palma, etc., es
que no constituyen una fuente de alimentos, enmarcandose en lo que se denomina
biocombustibles de segunda generacion. Ademas, las microalgas y cianobacterias presentan
ventajas frente a estos cultivos como el que no requieren suelo fértil para su desarrollo, asi
como pueden utilizar agua de mar y/o aguas procedentes de otros usos (urbanos o
industriales) contribuyendo asi a su depuracion, y consumen grandes cantidades de diéxido de
carbono por lo que también permiten depurar gases industriales. Todo ello hace de la
produccion de biocombustibles a partir de microalgas y cianobacterias una alternativa
altamente sostenible, por lo que en los ultimos afios grandes expectativas se han despertado a
este respecto.

A pesar de estas premisas, la produccion de biocombustibles a partir de microalgas y
cianobacterias es hoy dia sélo una hipétesis cientifica y técnica apenas soportada por algunos
ejemplos de demostracion a escala piloto. La mayor parte de las experiencias actuales se
derivan de plantas de produccion de pequefa escala que en los ultimos afios han producido
biomasa de microalgas para aplicaciones de valor como alimentacion animal-humana y
productos nutracéuticos. La produccién de biocombustibles a partir de estas experiencias es
inviable por dificultades de coste y escala, siendo necesario desarrollar una reingenieria de
todo el proceso, desde la célula a la obtencion del biocombustible. Las expectativas para
alcanzar este objetivo son buenas ya que actualmente numerosos equipos multidisciplinares
financiados por organismos publicos y privados estan trabajando simultaneamente en este
tema, lo que sin duda favorecera el desarrollo de la biotecnologia en general y la de microalgas
en particular como fuente de riqueza y progreso.
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Los biocombustibles son en la actualidad una de las mas solidas alternativas a los
combustibles fosiles, entre todas las evaluadas. Pero a la demanda de biocombustibles ha sido
asociado el reciente incremento de los precios en el mercado de alimentos y su competencia
por recursos fundamentales, como el suelo y el agua de uso agrario. En este sentido, las
microalgas se empiezan a plantear como una buena alternativa. A diferencia de la agricultura
tradicional, la produccién masiva y a gran escala de microalgas no requiere ni de suelo fértil ni
de agua de uso agrario, al poder emplearse agua de mar o aguas residuales, por tanto no
compite con estos recursos. Por otro lado, algunas especies de microalgas presentan niveles
de eficiencia fotosintética superiores en un orden de magnitud a las especies agricolas
tradicionales, pudiendo alcanzar contenidos en grasas superiores al 20% peso seco.

En la actualidad se conocen mas de 30.000 especies de microalgas, sin embargo sélo han sido
estudiados los usos de no mas de un 10% y no mas de 10 especies se mantienen en cultivo a
gran escala. Este hecho convierte a las microalgas en un grupo de organismos aun por
explorar, haciendo de los trabajos de “screening” un eje basico de cualquier planteamiento de
investigacion aplicada. Los trabajos de caracterizacién han de proporcionar la informacion
basica sobre la cual fundamentar la seleccidon de especies y de cepas con mayor potencial
productivo, al igual que deben de ser rapidos, econdmicos y a la vez precisos, haciendo posible
el analisis de un gran numero de muestras y, por tanto, aumentando las posibilidades de éxito
de los trabajos de “screening”. En este sentido, la citometria de flujo y los microcultivos son una
valida alternativa a los sistemas de “screening” tradicionales. Los citométros permiten disponer
en cuestién de minutos de una gran cantidad de datos a nivel celular (tamafo, complejidad,
vitalidad, composicion, ratio de insaturacion y contenido relativo de acidos grasos
poliinsaturados, etc), lo que permite una imagen casi en tiempo real del estado de cultivo,
siendo posible la efectiva definicion de indicadores celulares sobre los cuales basar un
programa de “screening” masivo y automatizado. Por otra parte, los microcultivos permiten
reproducir con cierto grado de aproximacion las condiciones de crecimiento en los grandes
cultivos masivos, sin las limitaciones derivadas de la necesidad de manejar grandes
volumenes. Otro parametro importante como la extractabilidad de las grasas, nos permitira
evaluar de una forma mas certera el potencial productor de biodiesel.

La combinacion de todos estos parametros permitiria desarrollar una estrategia éptima para el
desarrollo de un programa de seleccion de nuevas especies y cepas de microalgas con alto
potencial para la produccion de biodiesel.
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La biotecnologia es la aplicacion de los principios cientificos y de la ingenieria a la
transformacion de los materiales mediante células, organismos vivos o enzimas (catalizadores
bioldgicos), para producir bienes o servicios. Las levaduras constituyen un grupo de
microorganismos de importancia fundamental y enorme interés en procesos biotecnolégicos,
entre los que se incluye la elaboracion del vino. La fermentacion espontanea del mosto de uva
se caracteriza por la participacién secuencial de diferentes especies de levaduras
procedentes de los racimos de uva y del propio entorno de la bodega; en las primeras etapas
de la fermentacion predominan especies no-Saccharomyces de metabolismo oxidativo o
escaso poder fermentativo que, a medida que las condiciones del medio se modifican, dan
paso a diversas cepas de Saccharomyces cerevisiae capaces de finalizar la fermentacion.
Esta biodiversidad microbiana responsable de la fermentacién contribuye a la produccién de
vinos de mayor calidad y tipicidad aromatica. Como contrapartida, la dinamica de la
fermentacion espontanea es con frecuencia impredecible y puede aportar aspectos
indeseables al vino, llegando incluso a alterar su composicion. Los riesgos asociados a este
tipo de fermentaciones implican lentitud o incluso parada de la fermentacion y proliferacion de
levaduras contaminantes, y por este motivo los elaboradores recurren con frecuencia a
cultivos de levaduras secas activas para iniciar la fermentacién. Actualmente la busqueda de
vinos con caracteristicas propias y personales, que reflejen el origen de la zona de
procedencia ha puesto de manifiesto que el uso continuado de cepas comerciales
seleccionadas de S. cerevisiae conlleva a una colonizacién de las bodegas donde son
utilizadas, con la consecuente disminucién de la biodiversidad microbiana de las mismas. Esta
pérdida de biodiversidad natural se traduce en la ausencia de tipicidad y originalidad de los
vinos de una region o zona de produccién determinada. En estos casos se considera una
buena opcion la seleccion de cepas autéctonas de levaduras para su empleo como cultivos
iniciadores, por lo que la caracterizacion de cepas de levaduras es esencial para aquellos
elaboradores que quieran establecer control microbiolégico de sus fermentaciones y sacar
ventaja del potencial de su zona o regién de produccion para conseguir nuevos y mejores
productos. En el caso de la Comunidad de Madrid, el sector productor adscrito a la D.O. Vinos
de Madrid demanda la disponibilidad de cepas de levaduras locales y bien adaptadas a las
condiciones de elaboracién tanto en condiciones tradicionales como en elaboraciones
ecoldgicas, en un intento de tipificar y diversificar sus productos. Como medida de actuacion
se plantea la recuperacion de las poblaciones de levaduras autdctonas, cada vez menos
presentes en las bodegas de elaboracion, mirando hacia el vifiedo como un posible reducto
de levaduras autoctonas de interés biotecnoldgico, ya que el vifiedo constituye hoy dia el
habitat ideal donde se debe preservar e incluso favorecer la presencia de especies
fermentativas de levaduras. Al mismo tiempo, existe un creciente interés por el uso de cepas
indigenas de S. cerevisiae en cultivos iniciadores mixtos, dirigidos a reflejar la biodiversidad
de una region determinada. De este modo, se vienen realizando extensos estudios ecologicos
tanto en bodegas como mas recientemente en vifiedos, utilizando métodos moleculares de
identificacion, con el propésito de seleccionar las levaduras mejor adaptadas a condiciones de
fermentaciones locales y que aporten personalidad vy tipicidad a los vinos. Estos trabajos han
mostrado que en la microbiota fermentativa encontrada en el vifiedo existe una gran
diversidad de patrones genéticos que, junto a las cepas de levaduras locales aisladas en
bodegas a lo largo de 20 afios y mantenidas en la coleccion de levaduras del IMIDRA, estan
siendo caracterizadas para su seleccion en base a propiedades biotecnolégicas de interés
para cada zona y tipo de elaboracion de los vinos de la D.O. “Vinos de Madrid”. Entre los
resultados obtenidos cabe destacar la disponibilidad de dos cepas de S. cerevisiae,
patentadas y depositadas en la CECT para la produccion de vinos blancos. También se han
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seleccionado dos cepas de S. cerevisiae con buenas caracteristicas para mejorar la calidad
aromatica de vinos ecoldgicos. Al mismo tiempo se han encontrado propiedades enzimaticas
en levaduras no-Saccharomyces que han demostrado ser potencialmente aptas para su
utilizacion como cultivos iniciadores junto a cepas de S. cerevisae.
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La deteccion e identificacion de las bacterias patdgenas y alteradoras de los alimentos es
importante para asegurar una mayor calidad y una vida util mas larga de estos productos. Los
métodos de identificacion bacteriana usados habitualmente en identificacién de especies
patdgenas y alterantes de la calidad de los alimentos, aunque miniaturizados y automatizados,
se siguen basando en principios similares a las pruebas de identificacién clasicas. Las
metodologias de identificacion deberian ser rapidas, sencillas, fiables y de facil
implementacion. Las técnicas de biologia molecular, tanto gendmicas como protedmicas,
representan una atractiva alternativa a los tediosos métodos tradicionales. Por otra parte,
dichas técnicas han experimentado un gran desarrollo en los ultimos afios presentando un
enorme potencial para la implantacion de nuevas herramientas para una rapida identificaciéon
de las distintas especies. Los métodos actuales de identificacion que se estan desarrollando
para la identificacion de especies patdgenas y alterantes se basan en la amplificacion del ADN
mediante reaccion en cadena de la polimerasa (PCR) y posterior andlisis del ADN amplificado
mediante secuenciacion, RFLPs, etc. Otras técnicas basadas en la PCR tales como PCR en
tiempo real, permiten una rapida identificacién y un facil manejo. En los ultimos afios, las
técnicas protedmicas basadas en espectrometria de masas con desorcion/ionizaciéon laser
asistida por matriz (MALDI) con analizador de tiempo de vuelo (TOF) han adquirido gran
importancia en la identificacion de especies debido a su sencillez, rapidez y relativamente
asequible implementacion. En nuestro estudio, mediante técnicas de PCR se amplificé el ADN
extraido de diferentes especies patégenas y alterantes aisladas de productos marinos,
pertenecientes tanto a bacterias Gram-positivas como a Gram-negativas, que posteriormente
fue secuenciado. Las secuencias fueron analizadas y comparadas con las publicadas en las
bases de datos y se establecieron las relaciones filogenéticas. Por otra parte, todas las
especies fueron analizadas mediante MALDI-TOF de proteinas de bajo peso molecular,
extraidas de células bacterianas intactas mediante un método rapido y sencillo. Se construyo
una base de datos de los espectros de todas las especies consideradas y se estudiaron las
relaciones filogenéticas. Los resultados filogenético y filoprotedmico mostraron una buena
correlacion (proximo a 100% en el género y mas del 90% en la especie). Cabe destacar que el
método filoprotedmico permitié una mejor identificacion en el caso de algunas especies tales
como las pertenecientes a los géneros Pseudomonas y Bacillus. La tecnologia MALDI-TOF MS
permite la identificacion de los microorganismos a partir de extractos celulares obtenidos a
partir de colonias crecidas en placa de cultivo en apenas unos minutos con una metodologia

extremadamente simple y rapida (unas dos horas), y sin apenas consumibles.
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High-redox potential laccases (HRPLs) and versatile peroxidases (VPs) secreted by white rot
fungi are a clear example of generalists biocatalysts that make a virtue of their substrate
promiscuity. These ligninolytic enzymes transform hundreds of substrates of different nature
and complexity, ranging from xenobiotic (e.g. pesticides, industrial dyes, PAHSs) to biopolymers
(lignin, starch). Hence, HRPLs and VPs have potential applications in bioremediation, finishing
of textiles, pulp-paper biobleaching, biofuels, organic synthesis, the engineering of 3D-
nanobiodevises and many other processes. Unfortunately their practical design by directed
evolution has hitherto been hampered by the lack of appropriate approaches to circumvent the
complex problems of their functional expression along with their poor stability.

Our laboratory has been working for years in the improvement of these biocatalysts by directed
evolution. We are using Saccharomyces cerevisiae as heterologous host, not only for the
enzyme functional expression but also for recreating new ways of diversity. | will discuss these
laboratory’s efforts to expand the range of applications of these ligninolytic oxidoreductases
engineered by directed evolution and semi-rational approaches.
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Los polihidroxialcanoatos (PHA) son un tipo de poliésteres naturales producidos por numerosos
micrororganismos. Constituyen uno de los grupos mas fascinante y numeroso de polimeros
termoplasticos conocidos, con mas de cien tipos diferentes producidos a partir de una enorme
diversidad de monémeros.

Esta diversidad quimica se traduce en un amplio rango de propiedades que abarcan desde
materiales rigidos, que se asemejan al polipropileno, hasta otros que son totalmente elasticos.
A diferencia de otros biopolimeros, los PHA son totalmente biodegradables por lo que
representan una ventaja desde el punto de vista medioambiental. Estos poliésteres pueden
utilizarse para el desarrollo de aplicaciones tan diversas como: embalajes, industria textil,
quimica fina, implantes y material biomédico, sistemas de transporte de farmacos e, incluso,
biocarburantes.

Utilizando Microbiotools® hemos desarrollado TriBioPlast®, una plataforma tecnoldgica para la
produccion de PHA. Mediante diferentes métodos de seleccion se han identificado cepas super
productoras de estos poliésteres. A partir de diversas materias primas, fundamentalmente
subproductos industriales, se han obtenido numerosos PHA con caracteristicas muy diferentes.
Uno de estos polimeros se selecciond, en base a sus propiedades fisico-quimicas, iniciandose
la optimizacién tanto del proceso de produccién en biorreactores, como del proceso de
donwstream (separacion, extraccion y purificacion). Con el fin de determinar su posible
utilizacion en el sector biomédico, se estan realizando varios estudios (biodegradabilidad,
citotoxicidad y biocompatibilidad) cuyos resultados indican que este PHA es un buen candidato
para el desarrollo de ese tipo de aplicaciones

-78 - 11l Congreso de Microbiologia Industrial y Biotecnologia Microbiana



NR-O3

Nuevas aproximaciones al descubrimiento de productos
naturales: diversidad microbiana y potencial biosintético
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Los productos naturales de origen microbiano han sido durante décadas una de las principales
fuentes de aislamiento de nuevas moléculas con actividad biolégica y potencial desarrollo de
candidatos a farmacos. La enorme diversidad quimica de estas moléculas esta en gran medida
determinada por la diversidad de los organismos productores y la posibilidad de manipular su
capacidad de biosintética asegurando la produccion de nuevos compuestos.

La Fundacién Medina es un nuevo Centro de Investigacién nacido de la alianza de Merck
Sharp and Dohme de Espana, la Junta de Andalucia y la Universidad de Granada enfocada en
la investigacion en medicamentos innovadores, tomando como punto de partida la
transferencia de una experiencia de mas de 50 afios de investigacion de MSD en el
descubrimiento de nuevas moléculas a partir de productos naturales de origen microbiano. Uno
de los elementos claves y determinantes del éxito de los programas de descubrimiento de
farmacos desarrollados actualmente por los investigadores de la Fundacion MEDINA han sido
y siguen siendo la puesta en escena de iniciativas que asegurasen la mayor diversidad de las
cepas de los grupos de microorganismos seleccionados para los programas de screening, uno
de los elementos claves y puntos de partida para la biosintesis de estas moléculas. La
diversificacion de las metodologias empleadas para acceder a una mayor diversidad de
poblaciones microbianas, asi como la introduccion de herramientas que permitan identificar
dentro de estos grupos aquellos con un mayor potencial biosintético han sido determinantes a
la hora de garantizar la produccién y caracterizacién de una de las colecciones de extractos
con la mayor diversidad de nuevas entidades quimicas con actividad bioldgica.
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El problema de contaminacién medioambiental que ha generado el uso del plastico
convencional ha provocado un enorme interés en el estudio e implantacién de procesos de tipo
sostenible que permitan utilizar la enorme cantidad de carbono que se acumula en forma de
biomasa, (residuos denominados “crudos” o sin refinar), para generar productos de alto
consumo como son los polimeros plasticos. Uno de los materiales que se estan considerando
mas seriamente como material plastico alternativo son los poliésteres bacterianos o
polihidroxialcanoatos (PHAs). Los PHAs se acumulan en el interior celular de algunas bacterias
cuando las condiciones de cultivo no son 6ptimas para el crecimiento. Estos biopolimeros son
biodegradables y las bacterias los sintetizan a partir de fuentes renovables como la glucosa, la
fructosa o los &cidos grasos que forman parte de los aceites vegetales. Desde su
descubrimiento hasta nuestros dias se ha investigado mucho sobre este tema, no sélo desde el
punto de vista de la ingenieria quimica, para desarrollar procesos de fermentacién eficaces
para la producciéon sostenible de estos polimeros, sino también desde el punto de vista de la
microbiologia molecular, ya que se han identificado en numerosas especies bacterianas los
genes responsables de la sintesis de estas macromoléculas. Actualmente se tiene un amplio
conocimiento sobre los procesos bioquimicos implicados en el metabolismo del PHA
llegandose incluso a la produccion de PHAs en plantas.

Los PHA también han atraido considerable atencién debido a su potencial uso como fuentes de
mondmeros quirales o sintones, ya que son de gran utilidad como precursores en la industria
farmacéutica, y son dificiles de conseguir en estado puro mediante los procesos quimicos
convencionales. Ademas y dado su caracter biocompatible, los PHAs se estan empleando en
aplicaciones biomédicas y farmacéuticas, como implantes en ingenieria de tejidos y en
sistemas de liberacion controlada de farmacos.

La sintesis de PHA de nueva composicion sigue siendo de gran interés, en especial los
poliésteres con grupos funcionales en su cadena lateral que son susceptibles de ser
modificados quimicamente tras el proceso de biosintesis. Las propiedades estructurales
resultantes de los PHAs funcionalizados que se pueden obtener mediante el disefio de
bacterias recombinantes estan dando lugar a los PHAs de segunda y tercera generacion.
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La levadura Saccharomyces cerevisiae es uno de los organismos modelo por excelencia en
investigacion basica, dado que el enorme conocimiento que poseemos de las bases genéticas
y moleculares de su fisiologia. Al igual que otras células eucariéticas mas complejas, S.
cerevisiae utiliza lipidos de membrana como segundos mensajeros en rutas de sefializacién
celular. Entre ellos, las distintas especies fosforiladas de fosfatidilinositol actian en la
regulacién de la dinamica del citoesqueleto y el trafico de membranas. En concreto, el
fosfatidilinositol-4,5-bisfosfato (PIP,) constituye un lipido esencial para la morfogénesis,
endocitosis y secrecion polarizada en la levadura. Sin embargo, S. cerevisiae carece de
actividad fosfatidilinositol 3-quinasa (PI3K) de clase |, la enzima que convierte este lipido en
fosfatidilinositol-3,4,5-trisfosfato (PIP3), un segundo mensajero implicado en diversas rutas de
sefializacion en células superiores. En concreto, la sefalizacién dependiente de PIP; esta
involucrada en el control de la proliferacion celular, la apoptosis, la regulacion de procesos
inflamatorios, la respuesta a insulina, etc., lo que convierte a esta ruta en una diana terapéutica
de enorme interés. La sobreexpresion de la subunidad catalitica de la PI3K de mamiferos en
levadura resulta letal como consecuencia de la eliminacién de PIP, de la membrana. Esta
toxicidad de la PI3K heterdloga se puede suprimir mediante la co-expresion del supresor de
tumores PTEN, una fosfatidilinositol 3-fosfatasa cuya mutacion es la principal causa de la
activacion de esta ruta oncogénica en canceres humanos. Nuestros resultados muestran que
este sistema de “levadura humanizada” es util para el analisis del potencial oncogénico de
mutaciones tanto en PTEN y PI3K, asi como en el principal efector de la ruta, la proteina
quinasa B (Akt). En el caso de PTEN hemos realizado un analisis mutagénico exhaustivo, tanto
de manera dirigida como al azar, definiendo la contribucién individual a la funcién de multiples
residuos dentro de la region catalitica. Una aplicacion de este sistema es su adaptacion para la
realizacion de ensayos de inhibicién sobre compuestos quimicos. Hemos validado el sistema
mediante el uso de inhibidores comerciales, comprobando que son capaces de restaurar el
crecimiento de las células de levadura que expresan PI3K heterdloga. Esto implica que el
sistema podria utilizarse en la busqueda y evaluaciéon de nuevos compuestos con potencial
actividad antitumoral.
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El futuro de la Biotecnologia Microbiana

Daniel Ramén

Biopolis, S.L.

Hace 30 afos pisé por primera vez el suelo de un laboratorio de Microbiologia de la mano del
que fue mi maestro y amigo, el Profesor Federico Uruburu. Supongo que no podia sospechar
todo lo que iba a venir después gracias a la enorme generosidad de Don Federico y a la de mis
compafieros del Departamento de Microbiologia de la Universitat de Valéncia. Lo que recuerdo
bien es que me fascinaron ellos y la microbiologia, tanto que decidi dejar la tradicion del
negocio familiar de la carniceria y dedicarme al mundo de la investigacién microbiana. Pocos
afos mas tarde, tras mi paso por el Departamento de Genética Molecular de Antibidticos S.A. y
mi relacion con mi segundo maestro, el Profesor Miguel Angel Pefalva, decidi centrarme en la
microbiologia industrial. Fue sin duda la decisién mas acertada de toda mi vida profesional.

Ahora, esta conferencia de clausura del lll Congreso de Microbiologia Industrial me da la
oportunidad de mirar atras en el tiempo y ver donde estabamos y hacia donde va el futuro de la
microbiologia industrial. Quedan lejanos los dias en los que teniamos que purificar las mezclas
liticas para sacar protoplastos o los enzimas de restriccion, donde todas las semanas habia
que pasar una tarde en la biblioteca para repasar el Biological Abstracts o el Current Contents,
y donde tener un ordenador de 640 kb con una pantalla de fésforo verde era tener un tesoro.
Quién diga que cualquier tiempo pasado fue mejor miente, incluso si se esta refiriendo a la
investigacion cientifica. Las herramientas de las que ahora disponemos (equipamiento
sofisticado, oferta amplia de fungible de laboratorio, repertorios bibliograficos en Internet) hace
que podamos centrar nuestras neuronas en la generacion de nuevo conocimiento y que no
perdamos tiempo en labores rutinarias. Es mas, esas herramientas nos han dado en apenas
veinte afos un aluvidon de conocimientos basicos sobre como funciona una célula microbiana.
Quizas el unico pero sea la fascinacion desmesurada por estas nuevas tecnologias y la falta de
solidez en lo basico: la bioquimica, la fisiologia y la genética de los microorganismos.
Probablemente este ritmo vertiginoso ha llevado a algunos a olvidar que por mucho que hoy
dispongamos de herramientas sofisticadas (ingenieria metabdlica, secuenciacion de genomas
y metagenomas, transcriptomica y metabolémica) el fin de la microbiologia industrial sigue
siendo el mismo: entender porque y para qué un determinado microorganismo decide producir
un metabolito de interés como respuesta a una serie de estimulos externos. La pregunta clave
que hacer al microorganismo sigue siendo la misma: ¢ dime por qué sélo lo produces en estas
condiciones? Solo si tenemos la respuesta lograremos disefiar el proceso industrial optimizado.

Aprendi de mi abuelo materno, un fabricante de cinturones, una maxima: “no mires hacia atras
ni para tomar impulso”. No era original suya pero la aplicaba en todos y cada uno de los actos
de su vida. Le haré caso a mi abuelo, por eso, en esta conferencia s6lo hablaré del pasado
para rastrear el brillante futuro de la microbiologia industrial. Como uno debe hablar de lo que
sabe, lo haré con una mayoria de ejemplos del mundo de la microbiologia de alimentos que es
el campo en donde desarrollo la mayor parte de mi quehacer diario. Espero convencer al
auditorio de que lo que hemos avanzado no es nada en comparaciéon con lo que viene. Y,
sobre todo, espero convencer a los jovenes presentes que no puede haber una decisién mas
acertada que centrar tu futuro profesional en la microbiologia industrial, una disciplina cientifica
cuyos logros, a diferencia de otras, tienen un impacto inmediato en nuestra vida cotidiana.
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Degradacion de PAHs por Pseudomonas stutzeri CECT 930
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En los ultimos anos, la aparicion en el medio ambiente de sustancias persistentes y altamente
contaminantes, como son los hidrocarburos aromaticos policiclicos (HAP), debido a diversidad
de actividades de origen antropogénico, ha generado una gran preocupacion e interés en el
estudio de tecnologias de tratamiento de este tipo de compuestos. Una de las alternativas mas
atractivas por su bajo coste e impacto ambiental es la biorremediaciéon, que consiste
principalmente en la utilizacion de diferentes organismos (plantas, levaduras, hongos,
bacterias, etc.) del medio para neutralizar sustancias toxicas, bien transformandolas en
compuestos menos nocivos bien convirtiéndolas en inocuas para el medio ambiente y la salud
humana [1].

Para la realizacién de este estudio se ha seleccionado la bacteria Pseudomona stutzeri (CECT
930; ATTC 17588), capaz de degradar compuestos aromaticos de hasta 5 anillos. Como
contaminante modelo se ha elegido el fenantreno, compuesto aromatico de tres anillos, que
presenta como factor limitante, al igual que el resto de los PAH’s, su baja solubilidad en agua
[2].

Inicialmente se ha comprobado la eficacia de esta técnica a escala matraz, en las condiciones
optimas de operacion, pH 8 y 37°C [3]. Asimismo, se ha comprobado la necesidad de adicionar
al medio surfactantes no idnicos, como el Tween 80, que favorece tanto la solubilidad del
contaminante en el medio acuoso de cultivo, como su biodisponibilidad [4]. Los prometedores
resultados de biorremediacion (85% de reduccion en siete dias), permitieron abordar el estudio
de la utilizacion de este contaminante a escala reactor de laboratorio. Para ello, se ha utilizado
un reactor de tanque agitado de 5 L, con un volumen de trabajo de 3 L, que permitié establecer
el uso de una agitacion de 300 rpm y una aireacion de 0,17 vvm que evitasen la aparicion de
problemas operacionales que dificultasen el proceso biolégico. Los valores obtenidos son
similares a los alcanzados a escala matraz (62% de eliminacion de la concentracién de
fenantreno y 30% de reduccion de la DQO tras una semana de tratamiento).

En vista de los resultados obtenidos se han realizado ensayos mezclando tres PAH's
diferentes, uno de tres anillos aromaticos (fenantreno) y dos de cuatro (pireno y
benzoantraceno) obteniéndose valores de eliminacion superiores a escala de reactor que en
matraz tras una semana de operacion: 50% para el contenido en fenantreno y 40% tanto para
el pireno como el benzoantraceno.

Agradecimientos: Este trabajo ha sido financiado por el Ministerio de Ciencia e Innovacion (Proyecto
CTQ2008-0359).
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Los hidrocarburos aromaticos policiclicos (PAHs) son considerados como contaminantes
xenobiodticos persistentes en suelos, lodos y aire. Debido a la presencia en su estructura de dos
0 mas anillos aromaticos, dichos compuestos pueden presentar efectos tanto cancerigenos
como mutagénicos [1]. Su persistencia en el medioambiente es principalmente debida a su baja
solubilidad en agua y a su estable estructura aromatica [2]. Es por ello, que los suelos
contaminados con estas sustancias presentan riesgos tanto para la salud humana como para el
medioambiente y, como consecuencia, las legislaciones de distintos paises estan reduciendo
sus valores limites admitidos. Para la resolucion de esta problematica, en los ultimos anos se
han desarrollado diversas técnicas de tratamiento in situ: fitorremediacién, oxidacién quimica,
remediacion electrocinética, biorremediacion,.. de entre ellas esta ultima es una de las mas
prometedoras.

El objetivo de este trabajo fue evaluar la biorremediacion de un suelo contaminado con PAHs
mediante hongos de podredumbre blanca (Trametes versicolor y Pleurotus ostreatus).
Inicialmente se llevaron a cabo estudios mediante cultivos en estado sélido con objeto de
evaluar la capacidad degradativa de PAHs (fenantreno y pireno) por parte de los
microorganismos. Las variables de proceso analizadas fueron: tipo de residuo agroindustrial
(salvado de cebada, monda de naranja), humedad, concentracién de PAHs y tiempo de
tratamiento. Posteriormente, se procedidé a la biorremediacidén del suelo contaminado en las
condiciones optimizadas en los ensayos previos.

Los resultados evidencian la elevada capacidad degradativa de ambos hongos aunque los
mejores niveles se obtuvieron con P. ostreatus. Operando con este hongo cultivado sobre
monda de naranja, se alcanzaron los mayores niveles de degradacién tanto para fenantreno
como pireno (=85-90%). El estudio de este sistema para la recuperacion de suelos
contaminados ambos PAHs demostré la aplicabilidad del proceso disefiado en el presente
trabajo.

Agradecimientos: esta investigacion fue financiada por el Ministerio de Ciencia e Innovacién (Proyecto
CTQ2008-0359).
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El objetivo del presente estudio es el de desarrollar un sistema innovador para el tratamiento
bioldgico aerobio de agua residual contaminada con fenol, para conseguir una alta eficacia de
degradacion con un bajo coste econémico. La configuracion del biorreactor consiste en un
lecho en surtidor con tubo central (spouted bed) donde el cultivo microbiano esta soportado en
particulas de polimero de B-ciclodextrina [1]. La baja densidad de las particulas de este
polimero, asi como el propio disefio del reactor, permite un ahorro de energia de bombeo,
haciéndose innecesaria la recirculacion del efluente habitualmente imprescindible en reactores
con lecho moévil [2]. Se han desarrollado dos tipos de biorreactores de spouted bed con
distintos sistemas de aireacioén. Uno de ellos implementa un dispositivo de aireacion lateral en
la base, que proporciona una mejor eficacia de transferencia de oxigeno. En este trabajo, se
han estudiado las diferencias en la distribucion de las comunidades bacterianas entre ambos
reactores debido al efecto de la aireacion lateral y la eficacia de depuracion del sistema. Las
variables operativas fueron la carga y la concentracion de fenol alimentadas, asi como la
disponibilidad de oxigeno disuelto. Se investigd la evolucion de las poblaciones microbianas de
cada biorreactor a partir del perfilado molecular en electroforesis en gel con gradiente
desnaturalizante (DGGE) [3]; y la identificacion de los genotipos predominantes mediante la
secuenciacion del ADN. Las técnicas moleculares fueron complementadas con métodos
tradicionales de aislamiento y se realiz6 la identificacion de las cepas obtenidas mediante
tincion DAPI.. Se observé una clara diferencia en la distribucion poblacional entre ambos
biorreactores, siendo la Delftia sp. (Comamonadaceae, Burkholderiales, Beta Proteobacteria) la
cepa dominante en el reactor sin aireacion lateral y Ralstonia basilensis (Ralstoniaceae,
Burkholderiales, Beta Proteobacteria) en el reactor con aireacion lateral. También se
encuentran diferencias en términos de densidad poblacional entre la biomasa soportada y la
biomasa suspendida en ambos biorreactores. Aunque los sistemas no mostraron diferencias
claras en las cargas organicas eliminadas, si se aprecié una oxigenacidon mejorada en el
biorreactor con aireacién lateral y un diferente patron de biodegradacion. Actualmente se esta
analizando el comportamiento de las principales cepas presentes en el biorreactor con
aireacién lateral ante diversas combinaciones de nutrientes, oxigenacion y concentracion de
fenol, para decidir en qué condiciones de operaciéon del biorreactor se podria optimizar la
biodegradacion del fenol.
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La biotecnologia de los filmes agricolas oxo-biodegradables en el medio ambiente constituye
un tema de investigacion de gran actualidad que comprende el estudio de la degradacién
abidtica y su posterior biodegradacién microbiana™? En el presente Trabajo, se estudia la
biodegradacion de filmes de acolchado agricola (25um) basados en polietiieno de baja
densidad (LDPE) previamente fotodegradados en envejecimiento acelerado. En los filmes
también se han incorporado estearatos de hierro y calcio como aditivos pro-oxidantes por su
drastico efecto acelerante de la fotooxidacion®. Para el estudio se ha empleado la bacteria
Brevibacillus borstelensis por el interés biotecnolégico que ha despertado recientemente en la
biodegradacion de polietilenos4. La biodegradacion se ha llevado a cabo a 30°C y 45°C por ser
ésta ultima una temperatura limite en la aplicacion de acolchado. Se estudié la formacion de
biofilmes mediante espectroscopia electrénica de barrido, espectroscopia FTIR-ATR y medidas
de angulo de contacto. El seguimiento de la fotodegradacion se ha realizado también por otras
técnicas como extraccidon y analisis de productos de bajo peso molecular por GC-MS,
determinacion de pesos moleculares por GPC y estudio de oxidacion por medidas de la
emision de quimioluminiscencia (QL). La biodegradacién de los materiales por B. borstelensis 'y
su mineralizacién se han estudiado empleando la técnica de medidas Indirectas de Impedancia
para la valoracion del diéxido de carbono producido en el metabolismo microbiano®. Los
resultados han puesto de manifiesto el aumento drastico de la biodegradacion en los materiales
altamente fotooxidados y de menor peso molecular®.
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El Diuron, N-(3,4-diclorofenil) N, N-dimetilurea, es un herbicida derivado de la urea que ha sido
utilizado desde la década de 1950 en muchos cultivos agricolas y también en areas no
cultivadas. Este compuesto esta considerado como relativamente persistente en el medio
ambiente (de un mes a un afo) y debido a sus caracteristicas quimicas puede encontrarse en
el suelo, los sedimentos de las aguas subterraneas y aguas superficiales [1]. El Diuron se ha
incluido como sustancia prioritaria en la Directiva Marco del Agua. Por otra parte, hay algunos
estudios que han demostrado la alta toxicidad para el fitoplancton e invertebrados acuaticos.

En primer lugar, se ha determinado la ecotoxicidad de este compuesto asi como la de los
posibles metabolitos que puede generar mediante su degradacién en el medio, ya sea de
manera aerobia, obteniéndose DCPMU, DCPU y/o DCA, o en condiciones anaerobias,
obteniéndose el CPDMU. Como resultado se ha obtenido que el Diuron es el mas téxico de
todos ellos, seguido del CPDMU, asi como la DCA, mientras que los otros dos metabolitos no
presentan toxicidad. El ensayo utilizado de ecotoxicidad es un test de toxicidad aguda que
emplea algas pertenecientes a Pseudokirchneriella subcapitata. Cabe destacar que no se han
encontrado referencias bibliograficas relacionadas con el analisis de la toxicidad para CPDMU.

Por otro lado, tampoco hay estudios de toxicidad para mezclas de los diferentes metabolitos.
Se considera importante llevar a cabo un estudio en este sentido, dada la segura coexistencia
de estos compuestos en el medio. Se realiza un estudio de los posibles efectos sinérgicos y/o
antagonicos que se puedan producir entre ellos, para lo que se usan mezclas de los mismos
tanto de manera proporcional a los valores de EC50 de cada compuesto, como sin
proporcionalidad de la relacién de muestra. Para valores de concentracion bajos en las
mezclas binarias proporcionales a su EC50 de Diuron con CPDMU y Diuron con DCA,
predomina el efecto sinérgico, evolucionando a un fuerte antagonismo segun aumenta su
concentracién. Por el contrario, la combinacién de CPDMU y DCA mantiene un efecto
antagonico en todo el rango de concentraciones. La mezcla ternaria de Diuron, CPDMU y DCA
posee un caracter antagonico muy fuerte. Cabe destacar un aumento de la toxicidad de las
muestras respecto del efecto esperado, cuando se combina DCA y Diuron sin una relacién
constante de sus concentraciones, para bajos valores de DCA cuando aumentan las de Diuron.

Por dltimo se ha realizado un estudio de la biodegradacién de Diuron, tanto en condiciones
aerobias, en las que la degradacion es lenta y con pequefia produccion de metabolitos, como
anaerobias, cuyos rendimientos de mineralizaciéon del compuesto son menores de los
esperados, siendo el principal metabolito generado el CPDMU. Se ha determinado la evolucion
del contaminante y sus metabolitos durante los ensayos de biodegradacion, en los que se ha
empleado la bacteria Variovorax sp. [2].
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La contaminacién por metales de los medios acuaticos es uno de los graves problemas
ambientales que existen en nuestros dias. Diferentes tecnologias se han desarrollado para
retirar estos elementos. La mayoria de ellas son procesos quimicos costosos, poco eficientes y
poco ecologicos. Actualmente se estan desarrollando sistemas biolégicos como una alternativa
que esta ganando gran interés. La biomasa muerta o viva de muchos microorganismos ha
demostrado tener una gran capacidad para retener grandes cantidades de metal. En este
trabajo se estudia la capacidad de biosorcién de cadmio por la biomasa viva de la microalga
marina Phaeodactylum tricornutum.

Se establecieron una serie de cultivos de la microalga expuestos a un rango de
concentraciones de cadmio de 1-100 mg L" durante 96 h. Con una densidad celular inicial de
25 x 10* cels mL™" (equivalente a solo 5.75 ug mL" de material biosorbente seco) esta
microalga lleg6 a retirar un 13.38 % del cadmio afiadido cuando la concentracion de metal en el
medio era de 1 mg L". Los menores porcentajes de cadmio retirado fueron del 0.23 %, aunque
en este caso la concentracion de metal en el medio era de 100 mg L". Los resultados
obtenidos sugieren que esta microalga, como biomasa viva, puede ser usada eficientemente
para retirar cadmio cuando el rango de concentraciones de este metal en el medio es bajo.
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La utilizacién de microorganismos como biosorbentes de metales pesados ofrece una
alternativa ecologica y eficaz a los métodos ya existentes para la destoxificacion y recuperacion
de metales toxicos o valiosos presentes en los medios acuaticos. Actualmente, los procesos
tecnologicos mas usados suelen ser quimicos. Sin embargo, estos procesos son costosos y
contaminantes, la alternativa mediante el uso de diferentes biomasas microbianas parece tener
un gran potencial de futuro. Asi, muchas microalgas tienen la capacidad de concentrar metales
a partir de soluciones acuosas diluidas y de bioacumularlos en el interior celular.

En este trabajo se ensayo la retirada de cadmio por células vivas de la microalga marina
Tetraselmis suecica expuesta a un rango de concentraciones de 0.6-45 mg L' del metal
durante 72 horas. La cantidad inicial de biosorbente fue de 46 ug peso seco mL™". Tanto el
modelo de Langmuir como el de Freundlich fueron adecuados para describir matematicamente
el proceso de biosorcion de cadmio mediante esta microalga, obteniéndose valores de los
coeficientes de determinacion (RZ) de 0.993 y 0.995, respectivamente. La maxima capacidad
de biosorcion de cadmio por medio de esta microalga, deducida del modelo Langmuir, fue de
40.22 mg Cd g" después de 72 horas. Los resultados sugieren que la biomasa de esta
microalga puede ser efectivamente aplicada en la retirada de cadmio.
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La remocién de metales pesados constituye uno de los mayores retos de descontaminacion de
ambientes a nivel mundial, debido a que entre las fuentes de contaminacién se encuentran los
procesos de extraccion de recursos naturales como el carbén, mineria e industria petrolera
también se ha reportado contaminacién por procesos industriales como fabricacion de
baterias, pinturas, revestimientos soldaduras y curtimbres.

La capa S es una estructura paracristalina presente en la superficie de las células de
eubacterias, esta constituida por monémeros de proteina o glicoproteina, que son secretados y
se ensamblan formando una estructura de dos dimensiones simétrica y porosa que sirve como
interfase entre la célula y el ambiente por lo tanto su funcidbn no es Unica para todas las
bacterias, se ha asociado con intercambio de moléculas con el ambiente, adhesion celular,
reconocimiento superficial, factores de virulencia, lugar de anclaje de enzimas y unién de
metales pesados.

En este estudio se evalud el potencial de la proteina de la capa S de Lysinibacillus sphaericus
para la remocién de metales pesados. Primero se evalud el crecimiento a concentraciones
bajas en medio de sales con arsenato de sodio, dicromato de potasio o acetato de plomo de 64
aislamientos de Lysinibacillus sphaericus que presentaron la proteina de capa S; después se
determind la concentracion minima inhibitoria (CMI) a las 37 cepas preseleccionadas. De los L.
sphaericus evaluados 4 presentaron valores bajos de CMI, 14 presentaron tolerancia media y
11 cepas fueron clasificadas como de alta tolerancia puesto que crecieron a la mayor
concentracion evaluada de arsénico y cromo, a su vez la concentracién minima inhibitoria en
plomo fue de 5 mM por lo tanto fueron seleccionadas para realizar la extraccion de la proteina
de la capa S.

Se evalud la capacidad de union de la proteina de la capa S, aislada de 11 cepas de L.
Sphaericus a cromo hexavalente, para lo cual se recristalizé la proteina con cloruro de calcio en
interfase liquido-aire y se adicionaron 200 ppm de Cr(VI) a las 48 horas se obtuvo una
remocion variable del metal. La capa S purificada de L. sphaericus IV(4)10 y CBAMS5 fueron las
que presentaron mayor union del metal pesado con una biosorcion de 228,8 y 229,9 mg de
Cr(VI) por gramo de proteina respectivamente.

Por microscopia electronica de transmisién se corrobordé que la capa S con uniéon a cromo
forma una monocapa en la interfase liquido-aire. Adicionalmente la proteina de la capa S
purificada fue digerida con tripsina para su identificacion por perfil peptidico utilizando
espectrometria de masas MALDI-TOF, La busqueda en bases de datos utilizando dieron
resultados significativos con la proteina de capa S de las cepas C3-41, 1593,IAB881, 2317-2 y
SSlI-1 de Lysinibacillus sphaericus.

Los resultados indican que la proteina de capa S de Lysinibacillus sphaericus IV(4)10 y CBAM5
se pueden considerar como una buena alternativa para futuros programas de biorremediacion
de aguas contaminadas con cromo.

Il Congreso de Microbiologia Industrial y Biotecnologia Microbiana -97 -



BAA-P9

Hacia un diseio para la biorremediacion de efluentes
industriales contaminados con materia organica y altos niveles
de cromo: Aislamiento de microorganismos y caracterizacion
de sus capacidades biorremediadoras de cromo

Irma Marin*, Ghizlane Loulidi', Gerardo Pulido, Ana Morato, Moustafa Malki, Mohamed
Merzouki" José P. Abad

Dpto. de Biologia Molecular. Facultad de Ciencias-Edif. Biologia. Universidad Auténoma de
Madrid, Cantoblanco, 28049 Madrid. Email: jpabad@cbm.uam.es

"Laboratoire de Biotechnologie. Dpt. de Biologie. Faculté des Sciences Dhar EI Mahraz.
Université Sidi Mohammed Ben Abdellah. Fes. Marruecos

Diversas industrias utilizan sales de cromo y deben eliminar aguas que contienen este metal
altamente téxico. Entre éstas se encuentran las curtidurias de pieles. Los efluentes de estas
industrias contienen altos niveles de materia organica y de cromo por lo que son dificiles de
tratar por medios de depuraciéon habituales. En esta comunicacién mostramos la puesta en
marcha de un reactor para la eliminacion de materia organica de los efluentes altamente
contaminados con cromo, asi como el aislamiento de microorganismos resistentes a este metal
y que puedan tener capacidad de eliminar el cromo de los efluentes. Para ello se ha partido de
muestras procedentes de las aguas de tratamiento de pieles de las curtidurias de Fez
(Marruecos), de las que se han aislado varios microorganismos resistentes a cromo (lll) y a
cromo (IV). Uno de estos microorganismos, que se ha identificado molecularmente como
perteneciente al genero Acinetobacter, ha sido caracterizado en cuanto a su velocidad de
eliminacion de cromo (VI) de una solucion, resultando que puede eliminar el 75 % del metal al
cabo de 3 dias. Estudios preliminares de microscopia electrénica parecen indicar que la
eliminacion del cromo que esta bacteria lleva a cabo se debe a un proceso de bioadsorcion
superficial del mismo. Por otro lado, también se han encontrado hongos resistentes a cromo
que pueden crecer en presencia de concentraciones de cromo mas elevadas que las maximas
a las que crecen las bacterias, aunque su capacidad de eliminar cromo de la solucién es
inferior a la de éstas. A la vista de estos resultados se esta disefiando un proceso de
tratamiento de los efluentes de industrias que utilizan cromo basado en tres etapas: i)
eliminacion de cromo por hongos, ii) eliminaciéon de cromo por bacterias, vy iii) eliminacion final
de materia organica utilizando lodos de depuradoras urbanas adaptados a la presencia de
cromo.
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Los alquilbencenos lineales de cadena larga (LABs) son un precursor de los alquilbencenos
sulfonados (LAS), unos de los surfactantes anidénicos mayormente utilizados tanto en
aplicaciones domésticas como industriales. Los LABs se caracterizan por estar formados por
un anillo bencénico al cual van unidas cadenas alifaticas de distintas longitudes (C10-C14) en
diferentes posiciones El emplazamiento objeto de estudio es un terreno industrial, cuyas aguas
subterraneas se contaminaron a partir de la rotura de un antiguo tanque de almacenamiento de
una mezcla de alquilbencenos de entre 10 y 14 carbonos. Para evaluar la viabilidad de la
aplicacion de tecnologias de bioremediacion, se llevaron a cabo ensayos de bioestimulacion y
biodegradabilidad del producto. Para ello se estudiaron parametros fisicoquimicos,
hidrogeologicos y las concentraciones de LABs en diferentes puntos de muestreo del acuifero,
y se realizé una bateria de ensayos de bioestimulacién a escala de laboratorio.

El potencial redox y la baja concentracion de nitratos encontrada en los pozos con presencia de
LABs indicaban una posible atenuacién natural en condiciones de desnitrificacion. Los
resultados obtenidos a escala de laboratorio llevados a cabo en distintas condiciones redox
(aerobio, aerobio-anaerobio, anaerobio) confirman esta hipétesis. La mayor biodegradacion se
alcanz6é en condiciones aerobias en presencia de nutrientes, seguida de la obtenida en
incubacion secuencial aerobia/anaerobia, ésta en condiciones desnitrificantes y finalmente la
anaerobia en condiciones desnitrificantes. Todas ellas en presencia de nutrientes.

En el presente estudio se han caracterizado las poblaciones microbianas (NMP degradadores
de LABs, PCR-DGGE 16SrRNA y proporcion de desnitrificantes en base al ratio
16SrRNA/nosZ) a lo largo del proceso de biodegradacion de los LABs en los mencionados
ensayos de biostimulacion.
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Las técnicas clasicas de bioestimulacion aplicadas a suelos contaminados afectados por
matrices complejas de hidrocarburos, generalmente permiten una biodegradacion de las
fracciones hidrocarbonadas mas ligeras (rango Co-C,y y HAPs de hasta 3 anillos arométicos).
Sin embargo, la fraccién alifatica y aromatica mas pesada, en muchos casos no puede ser
biodegradada hasta valores inferiores a los fijados por la legislacién vigente (RD 9/2005), en la
que se establecen los umbrales para evitar riesgo potencial para la salud humana.

La utilizacién de indculos fungicos autoctonos del mismo suelo industrial con actividad
polifenoloxidasa, se presenta como una estrategia de elevado potencial para el tratamiento de
las fracciones pesadas de hidrocarburos de 4 o mas anillos aromaticos. Asimismo, la utilizacién
de compost vegetal como enmienda organica del suelo, también puede ser beneficiosa para la
bioestimulacién de la actividad degradadora autéctona y la bioaumentacion con hongos
aléctonos con actividad ligninolitica, siendo asi, una tecnologia alternativa/complementaria a
tener en cuenta. La adicion del compost mejora la estructura y aireacién del suelo, por ser una
fuente alternativa de nutrientes y co-sustratos, ademéas de aportar una elevada biodiversidad
microbiana relacionada con la biodegradacion de sustratos lignocelulésicos.

En el presente estudio se ha evaluado el efecto de la bioaumentacion fungica en microcosmos
de un suelo industrial de una refineria de petréleo Argentina, utilizando hongos autéctonos del
suelo en los que previamente se habia verificado actividad polifenoloxidasa (Fusarium sp. y
Alternaria sp.). Estos experimentos se realizaron con o sin la adicién de compost vegetal, como
estrategia para mejorar la biodegradacion de hidrocarburos pesados (fraccion alifatica y
aromatica). Los tratamientos descritos han sido comparados con un ensayo de bioestimulacion
clasica con aireacién y fuente de N y P. Los resultados comparativos, se han obtenido a partir
de una caracterizacién quimica del proceso de biodegradacién (TNRCC 1005, EPA 418 y EPA
8270D), una caracterizacion microbiana de la interaccion de la poblacién fungica y bacteriana
(PCR-DGGE y gqPCR de genes 16SrRNA y region ITS1), y una caracterizacién ecotoxicologica
(MicrotoxTM).

El suelo utilizado se caracteriza por haber sido tratado previamente in-situ por landfarming, y
por estar expuesto a una elevada salinidad, sequedad y oscilacion térmica. Presenta un
contenido de hidrocarburos muy elevado (45.000 mg TPH - kg'1 suelo) y unos valores de HAPs
superiores a los valores objetivo de la legislacion Argentina. Los resultados obtenidos muestran
que la estrategia de bioaumentacion fungica combinada con la adicion de compost promovié
una mayor biodegradacién de los TPH (65% biodegradacion). En relacién a la biodegradacién
de HAPs, la mejor estrategia fue la bioaumentacién fungica, con una biodegradacién del 90%
para HAPs de 3-4 anillos y un 28-45% para los HAPs de 5-6 anillos.

El estudio molecular evidencio la existencia, en el suelo original, de hongos potencialmente
degradadores de hidrocarburos, la mayoria ascomicetos pertenecientes a los géneros
Thielavia, Fusarium y Exophiala. La adicion de compost, potencié la presencia de hongos
saprotréfico como ascomicetos celuloliticos pertenecientes a Stachybotrys, Chaetomium,
Fusariumy Aspergillus, que se caracterizan por ser resistentes a ambientes contaminados.
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Es importante destacar que tanto la adicion de compost vegetal y de biomasa fungica
mejoraron la biodegradacion final de las fracciones pesadas de hidrocarburo del suelo, asi
como la toxicidad del mismo, en comparacion con estrategias de bioestimulacion estandares.
Sin embargo aun es necesario un mayor conocimiento sobre la interaccién entre las
poblaciones fungica y bacteriana, y las condiciones ambientales del suelo, los cuales
condicionan los procesos de biodegradacion.
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El caracter sintético de numerosos colorantes de uso industrial, asi como su diversidad y su
complejidad estructural, hace que estos xenobidticos tengan una baja biodegradabilidad y dota
a los efluentes que los contienen de un elevado potencial contaminante. El tratamiento de estos
efluentes con agentes adsorbentes como carbon activo o bentonita, puede llevar a una
reduccién significativa de su color y, por tanto, de su toxicidad, pero suele implicar una
importante inversion econdémica. Por este motivo, en los ultimos afios se ha llevado a cabo la
investigacion exhaustiva de adsorbentes de bajo coste y alta efectividad; llegandose a
considerar a la biomasa microbiana, especialmente aquella de origen fungico, una de las
mejores alternativas a estas sustancias tradicionalmente empleadas [1].

Debido a lo anteriormente expuesto, el principal objetivo del presente trabajo de investigacion
fue el estudio de los niveles de decoloracion por biosorcion de Poly R-478, Poly S-119 y
Remazol Brilliant Blue R (RBBR), desarrollados por la biomasa muerta de cada uno de los
integrantes de una coleccion de microorganismos ambientales, con el fin de seleccionar
aquellos aislados con mayor potencial para ser empleados como agentes biosorbentes de
dichos colorantes sintéticos.

Para evaluar la capacidad de biosorcion de la coleccién de microorganismos aislados a partir
de material vegetal en distintas etapas del proceso de compostaje [2], se cuantificd la
decoloracion de medios de cultivo adicionados de Poly R-478, Poly S-119 o RBBR (200 mg/l)
tras permanecer 48 horas en contacto con la biomasa muerta de cada uno de los integrantes
de esta coleccion. La decoloracidon mediada por biosorcion se expresé como el porcentaje de
absorbancia perdido en los medios con colorante una vez tratados con la biomasa muerta,
considerando la absorbancia inicial como el 100% [3].

De los 20 integrantes de la coleccién de microorganismos estudiada (19 aislados fungicos y 1
aislado bacteriano), 4 cepas fungicas (HM2, HM3, HM7 y HM9) fueron seleccionadas por
provocar una decoloracién por biosorcién superior al 50% para los colorantes poliméricos Poly
R-478 y Poly S-119. La biomasa muerta del hongo mesdfilo HM7, identificado como Aspergillus
flavus 931422, mostré adicionalmente una capacidad similar para decolorar RBBR (colorante
de tipo antraquinonico).

Teniendo en cuenta los resultados obtenidos, la biomasa de los 4 microorganismos
seleccionados presenta potencial para ser empleada como agente biosorbente en procesos de
decoloracion de efluentes dénde colorantes de tipo polimérico o antraquinénico estén
presentes, como es el caso de los generados por la industria papelera o textil. Estos nuevos
biosorbentes demuestran la capacidad inherente de la biomasa microbiana para la
descontaminacion de efluentes coloreados y podrian constituir la base para el disefio de
biotratamientos mas econémicos y efectivos de los mismos.
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En las ultimas décadas, la utilizacién de materiales a nanoescala en la estabilizacion in situ de
contaminantes, esta permitiendo disponer de una novedosa y eficaz tecnologia que puede
proporcionar soluciones eficaces a costes competitivos en procesos de descontaminacion
ambiental. Diferentes estudios han demostrado la eficacia de las FeNP en la transformacién y
detoxificacion de una amplia gama de frecuentes contaminantes ambientales, tanto organicos
como inorganicos. La incorporacién de NP en los sistemas naturales implica su interaccion con
diferentes organismos, tanto unicelulares como pluricelulares. Ademas, la interaccion de los
nanomateriales con los contaminantes puede tanto aumentar como disminuir la toxicidad de
éstos sobre los organismos, por lo que es necesario clarificar y profundizar en el conocimiento
del impacto de estos nuevos tratamientos sobre el suelo, aguas y organismos vivos.

Los objetivos especificos de este trabajo son: (1) estudiar la eficacia de nanoparticulas
comerciales de hierro para la inmovilizacion de metales pesados (Pb); y (2) desarrollar una
metodologia molecular que permita evaluar el impacto de estos materiales en su interaccién
con los contaminantes y las comunidades microbianas del suelo. Los ensayos preliminares han
mostrado la capacidad de las nanoparticulas de Fe para inmovilizar mas del 90 % de Pb en 24
horas a la dosis de 5mg/l. En relacion al efecto en la actividad biolégica, no se observaron
diferencias significativas en las condiciones del estudio, aunque si se observan variaciones en
el efecto sobre diferentes poblaciones.
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La agricultura protegida bajo plastico es una actividad que genera importantes ingresos y se
encuentra muy arraigada en determinadas zonas de la geografia espafiola, destacando el
sudeste peninsular entre otras. Este tipo de agricultura intensiva produce una gran cantidad de
residuos vegetales que, unidos a los residuos organicos producidos por las industrias
agroalimentarias situadas en la zona y los residuos generados por los nucleos de poblacion
circundantes, pueden ocasionar problemas ambientales de considerable importancia.

Entre las posibles gestiones de estos residuos organicos destaca el compostaje, que se
presenta como una solucion respetuosa en términos ambientales y permite la obtencién de un
producto final, el compost, apto para su empleo en agricultura. Este compost contiene una
microbiota que esta implicada en el desarrollo y la produccion vegetal, asi como, agentes de
control biolégico frente a enfermedades vegetales. Estas enfermedades, en el caso de
agricultura protegida, cobran una especial importancia debido a factores como el de la
homogeneidad genética de las plantas empleadas, o la intensificacién de los cultivos, que
inducen al incremento de la susceptibilidad hacia los fitopatégenos y pueden resultar en
importantes pérdidas econémicas para el agricultor.

De acuerdo a todo lo anterior, el objetivo planteado en esta investigacion fue el de evaluar el
caracter biopesticida frente a microorganismos fitopatdgenos y el caracter biofertilizante en
horticolas de compost elaborados con residuos de la industria agroalimentaria y la agricultura
intensiva, previamente inoculados con cepas de conocida capacidad antagonista (caracter
biopesticida) y cepas implicadas en los ciclos del nitrogeno y el fésforo (caracter biofertilizante).
Para lograr esto, se cuantificaron los grupos microbianos implicados en la capacidad
biofertilizante y se realiz6 una comparativa de la capacidad biopesticida in vitro de los compost
incoculados con cepas de Trichoderma harzinaum y Bacillus pumilus y frente a los patégenos
Fusarium oxysporum f.sp. melonis, Pythium ultimun, Pseudomonas syringae pv. tomato y
Xanthomonas campestris pv. vesicatoria, que fueron seleccionados por su importante
incidencia en la agricultura protegida. Una vez concluido lo anterior, se realizé un analisis del
efecto supresivo in vivo a partir de los compost seleccionados frente a F. oxysporum f.sp.
melonis y X. campestris pv. vesicatoria en de plantas horticolas cuyo sustrato contaba con
compost inoculados con microorganismos de supuesta capacidad supresiva, asi como una
caracterizacion microbioldgica de estos compost.

Los resultados obtenidos reflejaron escasas diferencias entre los niveles de grupos
microbianos implicados en la capacidad fertilizante, sobre todo relacionadas con la
composicién de las mezclas iniciales. En cuanto a la supresividad frente a fitopatdégenos in
vitro, todos los compost mostraron supresividad frente a F. oxysporum f.sp. melonis. En
cambio, frente a P. syringae pv. tomato, se detectd una mayor supresividad en compost
previamente inoculados con Trichoderma harzianum. Los ensayos frente a X. campestris pv.
vesicatoria mostraron niveles inferiores de inhibicidn, y tan sélo cinco compost originaron cierto
efecto supresivo. Ninguno de los tres fitopatdgenos anteriores presenté inhibicion en las
muestras de compost estériles, aunque para P. ultimun, la supresividad parece tener un origen
tanto bioldgico como fisico-quimico.

Para evaluar la capacidad biofertilizante, algunos de los compost estudiados se inocularon con
Azotobacter vinelandii y Aspergillus niger y se determinaron las actividades fijadora de
nitrégeno, nitrificante, amonificante y solubilizadora de fosfatos. En todos los casos, estas
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actividades mostraron valores mayores que en los compost empleados como control (sin
inocular).

Puede concluirse, por tanto, que el empleo de composts inoculados con cepas seleccionadas
por su capacidad supresora o biofertilizante origina productos adecuados para su uso en
agricultura protegida y se muestra como una estrategia de interés para el agricultor ya que
establece unas condiciones adecuadas para el desarrollo y crecimiento vegetal.
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La rizosfera de plantas alberga una gran diversidad de microorganismos responsables de
multitud de procesos metabdlicos que afectan directamente el crecimiento de la planta. Una
practica comun en la agricultura extensiva es el uso de herbicidas para evitar el crecimiento de
malas hierbas y asi mejorar el rendimiento de la cosecha. Las comunidades rizobacterianas
pueden, potencialmente, verse afectadas por el uso de herbicidas que, en su mayoria, tienen
una considerable actividad biocida, bien directa, o indirectamente a través de exudados de la
raiz (Fang et al. 2005).

Se ha determinado el efecto del herbicida Roundup®PIus, cuyo principio activo es glifosato,
aplicado en post-emergencia sobre las comunidades rizobacterianas de plantas de maiz
modificado genéticamente (evento NK603) para tolerar el herbicida glifosato (Cerdeira et al.
2006), y se ha comparado con el efecto de un herbicida de uso habitual, aplicado en pre-
emergencia, Harness®GTZ, cuyos principios activos son acetocloro y terbutilazina,

El efecto de ambos herbicidas se ha evaluado mediante amplificacion, clonaje y secuenciacion
de ADN del suelo que codifica para el gen del ARNr 16S, mediante hibridacion de ADN total de
suelo en microarrays comerciales con el genoma completo de Streptomyces coelicolor (Val et
al. 2009), y mediante pyrosecuenciacion de la region hipervariable V6 del gen del ARNr 16S
(Barriuso et al. 2010).

Los resultados sugieren que ambos herbicidas tienen un impacto sobre la estructura de las
comunidades rizobacterianas del maiz transgénico, siendo mucho menos agresivo el herbicida
que contiene glifosato que el que contiene acetocloro y terbutilazina (Barriuso et al. 2010).
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La actividad individual de cepas promotoras de crecimiento vegetal se ha logrado potenciar a
través de mezclas bacterianas. Sin embargo, no todas las mezclas evaluadas en la literatura
han sido exitosas. En parte por un desconocimiento de las interacciones bacteria-bacteria para
promover el crecimiento vegetal. El objetivo de esta investigacion fue evaluar la actividad
promotora de consorcios bacterianos provenientes de enriquecimientos continuos en medio
libre de nitrégeno (Nfb) para fijar nitrégeno, producir acido indolacético y promover el
crecimiento en plantas de arroz. Los consorcios bacterianos se obtuvieron a través de suelo
rizosférico de plantas de arroz en floracién provenientes de 12 cultivos de las zonas de mayor
produccion del cereal en Colombia. Dicho inéculo fue sometido a 10 pases consecutivos cada
7 dias en medio Nfb. Se encontré que el 58% y el 50% de los consorcios aumentaron la
actividad nitrogenasa y la produccién de acido indolacético con el paso de las generaciones,
respectivamente. Bajo condiciones de invernadero se encontré que 2 consorcios de la quinta
generacion incrementaron el peso seco de raices entre el 65,62 y 193,16% frente a los
controles no inoculados. Igualmente, un consorcio de la primera generacidon aumento el peso
seco del vastago frente al control en un 43,52%. Para cada consorcio se desarrollaron series
de dilucién y plaguedé en medio Luria-Bertani, Nfb y medio Nfb suplementado con 1g/l de
extracto de levadura para aislar los miembros del consorcio. Por medio de una electroforesis en
gel con gradiente denaturante (DGGE) se determind un perfil molecular para cada uno de los
aislamientos purificados de los consorcios. Esto permitio establecer mezclas bacterianas que
presentaron los mayores incrementos en la promocién de crecimiento y recapitularon la
actividad promotora de los consorcios bacterianos. Adicionalmente, se encontraron 12 cepas
con producciones de acido indolacético por encima de 100 pg/ml que promovieron el
crecimiento en plantas de arroz. La metodologia empleada permitié la obtencién de consorcios
bacterianos promotores de crecimiento en plantas de arroz y la recuperacion de la actividad
promotora por medio de mezclas bacterianas lo que constituye una valiosa herramienta para el
avance del desarrollo de poli-inéculos.
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El aprovechamiento biotecnolégico de residuos agroindustriales es un objetivo prioritario de
muchos grupos de investigacion nacionales e internacionales. Entre los residuos
agroindustriales que se producen en Nicaragua destacan por su abundancia la pulpa de café,
cascarilla de arroz, hojas de yuca, hojas y tallos de banano y la paja de trigo, todos ellos de
naturaleza lignoceluldsica. La utilizacion de estos residuos, sin valor comercial per se, para la
obtencién de enzimas y de otros productos de alto valor afiadido, para la produccién de hongos
comestibles y como enmiendas de suelos degradados, podria contribuir tanto en el desarrollo
tecnolodgico del pais, como en la disminuciéon del impacto ambiental que la acumulacién de
estos residuos causa en el medio natural.

En este trabajo se presentan los resultados obtenidos de la utilizacion de distintos residuos
agricolas (pulpa de café, cascarilla de arroz, yuca y paja de trigo) procedentes de comunidades
rurales de Leodn (Nicaragua) en distintos procesos de interés industrial y ambiental.

Dada la experiencia de nuestro grupo de investigacion en la degradacion de residuos
lignocelulésicos por actinomicetos, se llevo a cabo la fermentacién en estado sélido (SSF) de
pulpa del café por cepas seleccionadas de Streptomyces. Los resultados obtenidos
demostraron la capacidad de las cepas ensayadas para colonizar el residuo y para producir
enzimas hidroliticas de interés biotecnoldgico, tales como xilanasas, mananasas, amilasas y
lipasas. Asi mismo, mediante la aplicaciéon de la técnica de pirdlisis asociada a cromatografia
de gases y espectrometria de masas (Py-GC/MS), se analizaron los componentes principales
del residuo fermentado, poniéndose de manifiesto la capacidad de los microorganismos
ensayados para reducir la toxicidad del residuo, al disminuir el contenido en polifenoles del
mismo. Ademas, las cepas de Streptomyces produjeron un incremento significativo del
nitrdgeno proteico de la pulpa de café después de 10 dias de incubacién, lo que puede resultar
interesante para la posible utilizacién de este residuo en la alimentacién animal.

La utilizaciébn de los residuos agroindustriales de Nicaragua para el cultivo de hongos
comestibles del género Pleurotus ha sido el segundo de los objetivos de este estudio. Asi, para
la produccion de las setas se utilizaron distintas mezclas de pulpa de café, cascarilla de arroz y
paja de trigo, y la cepa Pleurotus ostreatus CBS-411.71, siempre bajo condiciones ambientales
y nutricionales controladas. De las mezclas ensayadas, el porcentaje de eficiencia biolégica
mas elevado se alcanzd en la que contenia pulpa de café y cascarilla de arroz (131 %).
Ademas, es importante tener en cuenta que las setas que se obtuvieron en las diferentes
mezclas ensayadas, presentaron valores nutricionales similares a las obtenidas por otros
autores con otros residuos agricolas.

Por ultimo, los residuos fermentados por las cepas de Streptomyces seleccionadas y los
procedentes del cultivo de P.ostreatus fueron aplicados como enmiendas organicas a suelos
degradados. Este estudio se llevo a cabo en condiciones de invernadero, utilizando Phaseolus
vulgaris como planta indicadora de la mejora de la productividad de los suelos. La adicién de
las enmiendas organicas al suelo (especialmente las procedentes del cultivo de P.ostreatus)
produjo una mejora sustancial de algunas de las propiedades fisico-quimicas, microbiolégicas y
bioguimicas del mismo, asi como un aumento en el rendimiento del cultivo de P. vulgaris.
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La aplicacion de estiércoles animales constituye una practica habitual en los sistemas agricolas
por su efecto positivo sobre las caracteristicas del suelo, asi como sobre la produccién de los
cultivos. Sin embargo, estos materiales organicos pueden contener, en funcién de su
procedencia concentraciones de metales pesados, farmacos veterinarios y patégenos que
pueden suponer un foco de contaminacion para el suelo. De ahi el interés en evaluar la
incidencia de estas enmiendas sobre el medio edafico, no sélo desde el punto de vista de la
mejora de su fertilidad, sino también por su influencia sobre la actividad biolégica del suelo, que
va a condicionar la funcionalidad del mismo.

El experimento se ha llevado a cabo en un suelo de olivar, localizado en la Finca “La
Chimenea” en Aranjuez (Madrid), donde se aplicé estiércol porcino procedente de una
explotacién ubicada en la misma Finca. La dosis de aplicacion fue de 4,7 kg/mz, calculada en
funcion de las necesidades nitrogenadas del olivar.

Se evalud el efecto de la enmienda sobre las caracteristicas del suelo, haciendo especial
hincapié en su incidencia sobre actividades enzimaticas, ureasa y fostatasa, relacionadas con
los ciclos de nutrientes asi como sobre la respiracion del suelo.

Los resultados indican un incremento significativo de la actividad respiratoria, que se mantiene
3 meses después de la incorporacion del estiércol. Estos resultados concuerdan con el
aumento de la concentracién de materia organica y nutrientes aportados por la enmienda que
inducen una rapida respuesta de las poblaciones microbianas.

La actividad ureasa presenta un incremento significativo en los primeros dias tras la aplicacion,
debido al elevado imput de nitrégeno, sin embargo la elevada capacidad de transformacién del
material, hace que después de 60 dias, disminuya hasta los valores iniciales debido a las
pérdidas de nitrégeno por lixiviacion. La actividad fosfatasa presenta un significativo incremento
a partir de los 60 dias como consecuencia de la liberacion de sustrato tras la transformacion de
la materia orgéanica.

En conclusién, a la dosis de aplicacion, la incorporacion de la enmienda supone una practica
adecuada para el suelo de olivar, al mejorar las propiedades fisico-quimicas y estimular la
actividad biolégica del suelo.
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The presence of biofilm forming microorganisms in the water circuits of the paper industries has
a negative impact on both the paper manufacturing process and the quality of the final product
that may lead to great economic losses. This effect has become even more relevant in the past
few years due to the lower water consumption and emissions, which increase the temperature
and the organic load of process waters, two aspects that favour microbial growth and biofouling.
Biofilm formation begins with the deposition of organic and inorganic compounds present in
process water. This deposition leads to the formation of a conditioning layer onto which a colony
of primary polysaccharide segregating bacteria attaches itself. The process culminates in a
mature biofilm resulting from the attachment and subsequent growth of a secondary bacterial
colony on the formed layer. Microorganisms present in the biofilm can generate volatile
compounds (e.g. organic acids, sulphur compounds, amine compounds etc.) that cause
nuisance odours as result of their metabolism. Moreover, mature biofilms eventually detach
from the surface causing disruptions in the production.

Most studies on biofilm in the paper industry have been focused on the characterization of its
physical structure and microbial composition as well as on the effects of antimicrobial agents
(biocides, enzymes and dispersing) on sessile and planktonic cells. These studies provide
information about the importance of certain microorganisms in the early stages of biofilm
formation and on the type of polysaccharide that some of them produce.

These initiatives are driving research to be focused on those microorganisms considered the
most problematic for their high production of polysaccharides, since they are key for the
eventual development of microbial control products to prevent biofilm formation. To have a good
understanding of the growth of problematic microorganisms it is essential to have precise
measurements of the cells physiological state and their proliferation along with qualitative
information on the dynamics through which the transitions and the interaction between cellular
states take place. The measurements must be carried out in a controlled environment with
isolated biofilm forming microorganisms so as to avoid out the effects that the changes in
process waters may have on the physiological state of cells. The most common techniques
used to monitor the proliferation of microorganisms in industrial control programmes, such as
dry cell weight, culture medium turbidity (optical density) or ATP measurements, fail to provide
information on aspects such as cell viability or resistance.

The main objectives of this work was to study the physiological state dynamics of two biofilm
forming bacteria (Brevundimona vesicularis and Enterobacter cloacae) isolated from the water
circuits of two paper mills through the analysis of bacterial subpopulations with flow cytometry
and to elaborate predictive models with the data obtained. Results allow us to differentiate
cellular states, namely living, non cultivable and dead bacteria when a combination of
Propidium lodade and Tiazole Orange markers are used, enabling to quantitatively monitor the
changes in the three subpopulations.

A segregated model describing growth dynamics in the bioreactor for the two microorganisms
was proposed and calibrated with experimental data. In both cases, the model presents a good
agreement with the experimental data. These models may be useful in the development of
microbial control programs in the paper industry. In addition, the good results obtained by Flow
Cytometry prove that this technique may constitute a useful and reliable tool to study bacterial
populations dynamics.
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El biocontrol y la biofertilizacion son elementos clave para el desarrollo de una agricultura
sostenible, que requiera un menor uso de pesticidas y fertilizantes quimicos. En este sentido,
muchas especies de hongos del género Trichoderma son utilizadas comercialmente en el
campo debido a su eficacia en el control de enfermedades.

Hoy en dia, se sabe que muchas especies de Trichoderma, ademas de antagonizar
organismos fitopatdgenos, también interactian directamente con las raices de las plantas. Esta
interaccion, estimula los sistemas de defensa de las plantas y su crecimiento comportandose
asi Trichoderma como un simbionte oportunista.

Entender como actua Trichoderma a nivel molecular y qué factores intervienen en el
establecimiento del didlogo con la planta resulta fundamental para favorecer la rapida
identificacion de cepas efectivas y sus aplicaciones y para poner de manifiesto el potencial de
mejora genética de las cepas naturales.

En un trabajo previo se desarroll6 un microarray de oligonucleétidos de alta densidad, para
examinar la respuesta transcripcional de T. harzianum CECT 2413 en contacto con plantas de
tomate. Mediante este, se identificaron numerosos genes sobreexpresados durante las
primeras horas de contacto con la planta hospedadora.

Entre estos se selecciond una proteasa aspartica extracelular, p62871, particularmente
interesante porque a pesar de ya haber sido descrita en esta cepa, nunca antes se le relacioné
con la interaccion directa Trichoderma-planta.

p6281 fue asociada con la actividad micoparasitica de T. harzianum. A diferencia de otras
proteasas de esta cepa relacionadas con micoparasitismo, se induce especificamente durante
el contacto con raices de plantas y superficies inertes como fibras de nailon.

Con la finalidad de caracterizar este gen y estudiar su implicacion durante la asociacion
Trichoderma-planta, se construyeron mutantes sobreexpresados y silenciados de p6281.
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Las cianobacterias son el Unico grupo de eubacterias capaces de realizar fotosintesis oxigénica
similar a la de plantas superiores. Esto las convierte, desde un punto de vista biotecnoldgico,
en factorias celulares capaces de producir, gracias a la energia del sol, diversos productos,
como biocombustibles, alimentos y otros biomateriales de manera sostenible. Ademas, debido
a que su habitat mas frecuente es el medio acuoso, tienen un alto potencial en el campo de la
bioremediacion[1].

Los metales tienen un papel importante en la fisiologia celular ya que son cofactores esenciales
para muchas enzimas debido a sus propiedades rédox. Sin embargo, por encima de ciertas
concentraciones reaccionan con la materia organica de forma inespecifica afectando a
procesos tan vitales como la respiracion y la fotosintesis. Por lo tanto, los seres vivos necesitan
sistemas capaces de sensar y regular finamente las concentraciones intracelulares de los
metales. En los ultimos afos se ha acelerado la liberacion de metales pesados al medio
ambiente, en especial a los rios, debido al aumento en la actividad industrial en todo el planeta,
y esto se ha convertido en un problema medioambiental debido a su dificil eliminacién del
medio.

Con anterioridad en nuestro grupo de investigacion, se identificé y caracterizé en la
cianobacteria Synechocystis sp PCC 6803 un grupo de genes implicado en la resistencia al
niquel, compuesto por dos operones nrsSR y nrsBACD. NrsSR forman un sistema de dos
componentes que regula la expresion del operén nrsBACD. Los genes nrsB, nrsA y nrsC
codifican para un sistema BCA de resistencia a metales y el gen nrsD presenta homologia con
la superfamilia de transportadores de membrana MFS (Major Facilitator Superfamily). El
analisis bioinformatico de la proteina NrsD revel6 una region carboxiterminal rica en histidinas y
metioninas. Para estudiar esta region se purificé una proteina de fusion GST-NrsD-Ct y se
llevaron a cabo ensayos in vitro de unidn a columnas cargadas con metales divalentes (Cu2+,
Co”, Ni*, Zn2+). Estos ensayos mostraron que esta proteina presentaba una alta afinidad por
dichos metales.[2]

Con el objeto de estudiar este péptido in vivo, se han generado estirpes de Synechocystis que
expresan la proteina NrsD-Ct bajo los promotores de los genes {rxA y ginA de Synechocystis y
el promotor frc del plasmido pTrc99A. Estas estirpes han mostrado niveles mayores de
tolerancia a cobre y cobalto, mientras que en el caso del niquel y el zinc la tolerancia fue similar
a la estirpe silvestre.

Referencias:

1. Hsin-Ho Huang, Daniel Camsund, Peter Lindblad, and Thorsten Heidor. Design and characterization of
molecular tools for a Synthetic Biology approach towards developing cyanobacterial biotechnology.
Nucleic Acid research. 2010 May; 38(8): 2577—2593.

2. L. Lépez-Maury, M. Garcia-Dominguez, F.J. Florencio, J.C. Reyes (2002). A two-component signal
transduction system involved in nickel sensing in the cyanobacterium Synechocystis sp . PCC 6803.
Molecular Microbiology 43(1): 247-256.
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El tricloroetileno (TCE) es un hidrocarburo alifdtico que ha sido ampliamente utilizado en la
industria y es considerado un contaminante peligroso por su toxicidad y su caracter
recalcitrante. El hongo de podredumbre blanca Trametes versicolor degrada un amplio rango
de contaminantes, entre ellos el TCE, mediante su potente sistema enzimatico (Marco-Urrea
2008).

Con el objetivo de estudiar la expresion génica del hongo en respuesta a la presencia del
contaminante, se ha puesto a punto una metodologia para extraer el material genético de T.
versicolor, desde la disrupcién de la pared celular hasta la obtenciéon del RNA total purificado.
Asimismo, se han disefiado diferentes oligonucleétidos especificos para los genes de interés,
en este caso una lacasa y un citocromo P450, para su amplificaciéon y cuantificaciéon mediante
RT-PCR a tiempo real. Finalmente esta metodologia se ha acoplado a experimentos de
degradacion, para comparar la expresiéon génica de estos enzimas en presencia y ausencia del
contaminante clorado.

Los resultados obtenidos ponen de manifiesto que el sistema experimental para analizar la
expresion de los genes es adecuado. Por otro lado los experimentos de degradacién, muestran
que el TCE comienza a degradarse a partir de las 24 horas llegando a un porcentaje de
degradacion del 60% a las 72h. Paralelamente, se observa un incremento de la actividad
lacasa extracelular que se inicia a la 48h, llegando a su maxima actividad (119 UA/L) a las 72h.
Este resultado concuerda con el obtenido mediante RT-PCR, donde se observa un incremento
significativo del gen lacp a las 24h del inicio del contacto entre el hongo y el contaminante.
Respecto al gen del otro enzima estudiado, el citocromo P450, también se observa un
incremento de su expresion a las 24h. Asi pues, la respuesta de T. versicolor a la exposicion al
TCE es un incremento de la expresion de ambos genes a las 24h, poniendo de manifiesto la
activacion del sistema oxidativo del hongo, esté el enzima involucrado (citocromo) o no (lacasa)
en el primer paso de la degradacién. Por lo tanto, la simple inducciéon enzimatica no implica que
el enzima en cuestion esté involucrado en la degradacion del contaminante.

Referencias:
1. Marco-Urrea et al. (2008) Chemosphere 70, 404-410.
2. Marco-Urrea et al. (2008) J Chem Technol Biotechnology 83, 1190-1196.

Agradecimientos: B. Castillo disfruta de una beca FPI. Este trabajo esta financiado por los proyectos
MICIN: CTM2007-60971 y MMAMRM: 010/PC08/3-04.1. Los autores ' y * forman parte del grupo 2009-
SGR 656 y de la Unitat d’enginyeria bioquimica de la Xarxa de Referéncia en Biotecnologia (XRB) de la
Generalitat de Catalunya. Los autores ? forman parte del grupo 2009-SGR 01379 de la Generalitat de
Catalunya.

-114 - 11l Congreso de Microbiologia Industrial y Biotecnologia Microbiana



BAA-P23

Obtencién y caracterizacion de consorcios bacterianos
degradadores de hidrocarburos aromaticos

Ivan Lores Ovies'(*), Ana Isabel Pelaez', J.L. Rodriguez Gallego?, Maria-Eugenia
Guazzaroni®, Manuel Ferrer®, Jests Sanchez’

"Area de Microbiologia, Departamento de Biologia Funcional e Instituto de Biotecnologia,
Facultad de Medicina, Universidad de Oviedo, 33006 Oviedo.

2Area Prospeccion e Investigacion Minera. Universidad de Oviedo, 33600 Mieres.

3{nstituto de Catalisis, CSIC, 28049 Madrid, Spain.

©)Email: ivan.lores.ovies@gmail.com

Los hidrocarburos aromaticos policiclicos (HAPs) son estructuras formadas por dos o mas
moléculas de benceno fusionadas. Su presencia como contaminantes en el medio ambiente
afecta negativamente a la calidad del suelo y agua (1). Los microorganismos juegan un papel
muy importante en la eliminacion de los HAPs, de tal forma que las capacidades metabdlicas
de las poblaciones microbianas para degradar esos compuestos constituyen uno de los
fundamentos criticos que sustentan las técnicas de biorremediacion. Bien mediante
bioestimulacién (potenciacion de las actividades microbianas autéctonas) o bioaumentacion,
las bacterias del suelo contribuyen decisivamente a la desaparicion de los HAPs. En este
ultimo caso, los microorganismos, una vez seleccionados, pueden utilizarse de forma efectiva
para potenciar la degradacion.

A partir de un suelo con una larga historia de contaminacién (con naftaleno y una amplia
variedad de HAPs) cercano a la localidad de Lugones (Asturias), hemos obtenido, mediante
técnicas de enriquecimiento, diferentes consorcios bacterianos con capacidad de degradar
naftaleno y otros HAPs, que estamos aplicando en técnicas de bioaumentacién en “bioslurry”
(un tratamiento controlado del suelo en biorreactor) (2). La eficiencia de estos consorcios para
degradar HAPs estd relacionada con el mantenimiento de capacidades y relaciones
metabdlicas en y entre los distintos miembros (3). Por lo tanto, el conocimiento detallado de
esas funciones es muy Uutil para optimizar los procesos de descontaminacién. En esta
comunicacion se describe la caracterizacion de esos consorcios. La estabilidad de los
consorcios tras sucesivos pases de enriquecimiento ha sido analizada por técnicas de DGGE.
Para estudiar la filogenia y el significado funcional de esas bacterias en los consorcios se
procedio al analisis de las poblaciones cultivables y totales mediante aproximaciones
metagendémicas. Ademas se estudiaron las capacidades degradadoras de las bacterias
aisladas. Los resultados anteriores aportan datos interesantes sobre las complejas
interrelaciones y plasticidad metabdlica de las poblaciones implicadas en la degradacion de
naftaleno y otros HAPs.

Referencias:

1. Doyle E, Muckian L, Hickey AM, Clipson N. (2008). Microbial PAH degradation. Adv. Appl. Microbiol.
65, 27-66.
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Biodegradation of oil tank bottom sludge using microbial consortia. Biodegradation 18, 269-281.
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El grupo del acido aureolico comprende varios compuestos con actividad antitumoral que son
producidos por estreptomicetos y cuya estructura posee un aglicon triciclico al que se unen dos
cadenas oligosacaridicas y una cadena lateral hidrocarbonada. La mitramicina, conocida
comercialmente como Plicamicina®, y la cromomicina A3 son los miembros mas
representativos de esta familia y ambos compuestos poseen una estructura muy similar,
residiendo las diferencias entre ellos a nivel de la composicidon de los oligosacaridos que
contienen. En los ultimos afios se ha demostrado que la mitramicina es efectiva frente a
distintos tipos de cancer, asi como en el control de procesos de hipercalcemia en pacientes con
metastasis en los huesos y enfermedad de Paget. En nuestro grupo se ha clonado y
secuenciado los genes que participan en la biosintesis de la mitramicina en el microorganismo
Streptomyces argillaceus ATCC12956, y de la cromomicina A3 en el microorganismo
Streptomyces griseus subsp. griseus ATCC 13273. A pesar de la alta similitud estructural entre
estos compuestos, la organizacion de las agrupaciones génicas que las codifican es muy
diferente entre si.

La agrupacién de genes de biosintesis de mitramicina contiene 34 pautas abiertas de lectura y
mediante la generacion de mutantes en diferentes genes y la purificacion y caracterizacion de
los compuestos acumulados en estos se han podido identificar aquellos genes implicados en la
biosintesis y modificacion del aglicon policetidico, biosintesis, modificacion y transferencia de
los distintos desoxiazucares. Ademas, se han identificado dos posibles genes reguladores: el
gen mtmR, que codifica para una proteina activadora tipo SARP, y el gen mirY que presenta
similitud con proteinas reguladoras del tipo PadR. La inactivacion y la sobreexpresion del gen
mtmR han confirmado el papel del mismo como gen activador de la biosintesis de mitramicina
(1). El agrupamiento génico contiene ademas un gen mtmA que codifica para proteina con dos
dominios que poseen gran similitud con la S-adenosilmetionina sintetasa y con la N°, N'-
metilentetrahidrofolato reductasa, y por otro lado el gen mtmH que codifica una proteina similar
a la S-adenosil-L-homocisteina hidrolasa que parecen tener un papel en la regulaciéon de la
biosintesis de mitramicina.

En la presente comunicacion se muestran los resultados obtenidos en el estudio de los
procesos de regulacion de la biosintesis de mitramicina mediante la obtencién de mutantes en
genes especificos y la sobreexpresion de dichos genes en la cepa silvestre. La caracterizacion
de la regulacion especifica se realizé mediante un analisis transcripcional de RT-PCR de los
genes de la ruta de biosintesis de mitramicina en la cepa salvaje de S. argillaceus en
comparacion con las cepas mutantes para los genes mtmR, mtrY y mtmAH.

Referencias:

1. Lomboé F, Brafia AF, Méndez C, Salas JA. 1999. The mithramycin gene cluster of Streptomyces
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The opportunistic human pathogen Aspergillus fumigatus is one of the most widely-spread
airborne fungi. A. fumigatus causes various diseases in humans of which invasive aspergillosis
(IA) deserves a very special clinical consideration. In the last decade, the incidence of |IA has
increased three-fold. Consequently, IA is considered, nowadays, as one of the major causes of
death in immunocompromised patients.

Various methods have been developed for testing the antifungal susceptibility of A. fumigatus.
However, the reproducibility of and endpoint determination by the standard broth microdilution
susceptibility method for testing of compounds against Aspergillus species are poor.

In this work, we have developed an easy automated fluorometric method compatible with
microtiter plate readers to identify new antifungal compounds, as well as synergists compounds
with antifungals used for the clinical treatment of IA. In this liquid growth inhibition assay,
rezasurin, an oxidation-reduction indicator of eukaryotic cell viability, is used for identification of
antifungal activity. Rezasurin is a non-fluorescent blue dye that by reduction is converted to the
pink colored highly red fluorescent resorufin.

Firstly, the parameters optimization was established for the inoculum spore concentration, the
antifungal concentration range, the incubation time and data analyses. Secondly, the
reproducibility and sensitivity of this assay was validated for three antifungal agents:
caspofungin, amphotericin B and itraconazole. Finally, conditions were defined for high
throughput screening (HTS), in 96- and 384-well plates, in order to identify novel antifungal
compounds, as well as compounds showing a synergistic effect with caspofungin, from a library
containing 80,000 natural microbial extracts.

From this collection of microbial extracts, we have assayed so far 12,000 samples (6,000
actinomycetes extracts and 6,000 fungal extracts). HTS was performed with two strains, A.
fumigatus ATCC46645 (wild-type strain) and A. fumigatus AakuBY® (lacking the non-
homologous end joining pathway), generally used in genetic manipulation experiments. Results
have shown that 3.8% of the extracts analyzed present antifungal activity against the wild-type
strain A. fumigatus ATCC46645 (inhibition cut-off = 60%), from which 75% correspond to
actinomycetes extracts. In addition, 0.75% of the 12,000 assayed extracts showed synergism
with caspofungin in both tested strains, A. fumigatus ATCC46645 and A. fumigatus AakuB 80
being 86% of this type of activities produced by fungal cultures.
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Streptomyces clavuligerus es un actinomiceto productor de una variedad de metabolitos
secundarios con diferentes actividades biolégicas. Se aislo inicialmente como productor del
compuesto B-lactamico cefamicina C, y en la actualidad se utiliza industrialmente para producir
el inhibidor de B-lactamasas acido clavulanico. Este microorganismo produce ademas otros
compuestos entre los que se encuentra la holomicina, un antibiético de tipo pirrotina.

La holomicina, de color amarillo caracteristico, fue aislada por primera vez en S. clavuligerus
por Kenig y Reading en 1979 (1). Posee actividad antibiética frente a bacterias Gram-positivas
y Gram-negativas, como inhibidor de la RNA polimerasa, asi como actividad antifungica y
antitumoral. En su estructura presenta un enlace disulfuro que la incluye dentro del grupo de
las ditiopirrolonas, aunque su ruta biosintética permanece sin dilucidar. Nuestro grupo de
investigacion dispone de una cepa mutante, denominada S. clavuligerus oppAZ2::aph (2),
sobreproductora de holomicina que facilita los estudios realizados, ya que la cepa silvestre S.
clavuligerus ATCC 27064 solo produce trazas de dicho compuesto.

El analisis del proteoma de distintos mutantes de S. clavuligerus realizados en nuestro grupo
de investigacion permitié identificar una serie de proteinas diferencialmente expresadas en
mutantes de alta produccion de holomicina. Sus genes codificantes se encuentran agrupados
secuencialmente en el genoma y fueron empleados como sondas para el rastreo de una
genoteca en cosmidos de S. clavuligerus ATCC 27064. De este modo se localizé la agrupacion
génica, que consta de 13 genes (0rf83 y orf85 a 0rf96) a la que denominamos agrupacion hol.

Se ha analizado mediante RT-PCR la expresién génica de estos marcos de lectura
observandose una expresion muy superior de los genes en la cepa sobreproductora de
holomicina, S. clavuligerus oppA2::aph, respecto de la cepa silvestre.

La delecion de algunos de los marcos de lectura de la agrupacion hol ha dado lugar a fenotipos
no productores de holomicina, como es el caso de la delecién de orf89. La cepa S. clavuligerus
oppA2::aph Aorf89 muestra un descenso drastico de la produccién de holomicina demostrable
mediante bioensayo y HPLC de los cultivos del mutante.

La introduccion de la hipotética agrupacion de holomicina en la cepa no productora de
antibidticos ni pigmentos Streptomyces coelicolor M1154 (3), para su expresién heterdloga, ha
permitido obtener el mutante S. coelicolor M1154 [pVR-hol] capaz de producir holomicina, lo
que confirma que los genes hol codifican las enzimas y proteinas necesarias para la
produccion de este compuesto.
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La estreptolidigina es un antibiético perteneciente a la familia de los &cidos tetrdmicos
(Schobert y Schlenk, 2008) producido por Streptomyces lydicus y reconocido por ser un
potente inhibidor de la subunidad B de la ARN polimerasa bacteriana (Sanchez-Hidalgo et al.,
2010), exhibiendo una limitada resistencia cruzada con rifampicina. Ademas la estreptolidigina
ha demostrado ser un potente inhibidor del enzima deoxinucleotidil transferasa terminal,
enzima encontrada en gran cantidad en leucocitos de pacientes con leucemia linfoblastica
aguda o en raros casos de leucemia mielocitica crénica (Dicioccio et al., 1980).

Estudios biosintéticos usando precursores marcados han demostrado la incorporacion de
propionato, acetato, metionina y acido glutamico (probablemente en forma de metil-aspartico)
en la formacion de la estructura principal del antibiético (Chen y Harrison, 2004; Chen et al.,
2006). Estos estudios apuntan a un sistema hibrido policétido sintasa-sintetasa de péptidos no
ribosomales para la biosintesis de estreptolidigina, lo cual se ha confirmado con el reciente
aislamiento y caracterizacion del agrupamiento génico responsable de la biosintesis del
antibidtico (Olano et al., 2009). Dentro de la ruta se han identificado genes encargados de la
regulacion y secrecién del antibiético y otros genes que codifican proteinas involucradas en el
aporte y modificacion final del precursor aminoacidico. Entre estos genes, slgZ y slgM codifican
para una asparagina sintetasa y una metiltransferasa respectivamente, lo que apunta a su
participacion en la modificacion del amino acido 3-metil aspartico durante la biosintesis de
estreptolidigina. En esta comunicacién se presentan los experimentos de inactivacion y
expresion de los genes slgZ y sigM, que demuestran su participacion en la biosintesis del
antibidtico, asi como la generacion de un nuevo compuesto derivado de estreptolidigina.

Bibliografia:

Chen and Harrison, 2004, Org. Lett. 6: 4033-4036.

Chen et al., 2006, Org. Lett. 8: 5329-5332.

Dicioccio et al., 1980, Biochem. Pharmacol. 29: 2001-2008.

Olano et al., 2009, Chem. Biol. 16: 1031-1044.

Sanchez-Hidalgo et al., 2010, Antimicrob. Agents Chemother. 54: 1684-1692.
Schobert and Schlenk, 2008, Bioorg. Med. Chem., 16, 4203-4221.

oaRwN =

Il Congreso de Microbiologia Industrial y Biotecnologia Microbiana -119 -



BF-P5

Diferenciacion y produccién de metabolitos secundarios en
cultivos sumergidos de Streptomyces tsukubaensis productor
de tacrolimus

Paula Yagiie Menéndez'(*), Angel Manteca Fernandez', Ana lIsabel Pelaez Andres’,
Miriam Martinez Castro?, Jestis Sanchez Martin'

"Area de Microbiologia, Departamento de Biologia Funcional e Instituto de Biotecnologia,
Facultad de Medicina, Universidad de Oviedo, Julian Claveria sn, 33006 Oviedo, Espafia.
?Instituto Biotecnologia de Ledén, Parque Cientifico de Leon, Avenida Real n® 1, 24006 Leon,
Espana.

Streptomyces es una bacteria gram positiva que posee un ciclo de desarrollo complejo en el
que se incluyen procesos de esporulacion y muerte celular programada (MCP). Esta bacteria
tiene gran importancia biotecnolégica, ya que produce dos tercios de los antibidticos de interés
en biomedicina y veterinaria, asi como gran cantidad de inductores e inhibidores de los
procesos de diferenciacion de células eucariotas. El ciclo de desarrollo tradicional de
Streptomyces en cultivos sdlidos, se inicia con la germinacién de las esporas y el posterior
desarrollo de un micelio vegetativo que crece dentro del medio de cultivo (micelio sustrato);
dicho micelio, sufre un proceso de MCP, comienza a sintetizar cubiertas hidrofébicas, y a
crecer en el aire (micelio aéreo); finalmente, el micelio aéreo se compartimentaliza y forma
esporas; ambos micelios, sustrato y aéreo son multinucleados (1). La mayoria de las
fermentaciones industriales se realizan en cultivos liquidos (grandes biorreactores),
condiciones en las cuales no hay esporulacién ni formacion de las cubiertas hidrofébicas; por lo
que se asume que no existe diferenciacion.

Hemos elaborado en nuestro grupo de investigacion un nuevo modelo de desarrollo para el
género Streptomyces, tanto en cultivos sélidos (esporulantes) como liquidos (no esporulantes).
Un micelio joven completamente compartimentalizado (MI) que no habia sido descrito con
anterioridad, sufre procesos de MCP muy ordenados; posteriormente, los segmentos de este
MI que permanecian viables comienzan a alargarse y crecer como un micelio multinucleado
(MII) (sin tabiques) (2). En cultivos sélidos existen ademas dos tipos de MIl en funcién de la
ausencia (desarrollo temprano) o la presencia (desarrollo tardio) de las cubiertas hidrofébicas
caracteristicas de las hifas aéreas. El llamado micelio sustrato (vegetativo) en el ciclo de
desarrollo tradicional se corresponde con el MII multinucleado temprano que carece de las
cubiertas hidrofébicas. El desarrollo del MIl esta precedido por una detencién transitoria del
crecimiento y MCP, ademas de ser el encargado de la produccion de antibidticos. La
identificacion de la estructura productora de los metabolitos secundarios no es ftrivial, y esta
teniendo repercusiones en las fermentaciones industriales que utilizan esta bacteria (3).

En este trabajo, hemos analizado la relacion entre diferenciacion y produccion de metabolitos
secundarios en una cepa de interés industrial como es Streptomyces tsukubaensis, productora
del inmunosupresor tacrolimus. El objetivo es desarrollar nuevas aproximaciones
metodologicas para promover la diferenciacion en los medios de fermentacion, y en
consecuencia la produccion de metabolitos secundarios.
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Las hormigas cortadoras de hojas cuyo habitad se ubica en América, son consideradas los
insectos mas evolucionados debido principalmente a que practican la agricultura y micofagia,
cultivando hongos (fungicultura) de la familia Lepiotaceae, cuyos cuerpos fructiferos
(gongilidias),constituyen la base nutritiva fundamental de la colonia(Currie, et al. 1999; Mueller
and Gerardo. 2002; Mueller and Rabelling, 2008)

En la actualidad se asume que tal coevolucién llevd consigo el desarrollo evolutivo al mismo
tiempo de otro hongo Escovopsis (Ascomycota: Hypocreales) (Taerum et al. 2007), que cumple
el papel de plaga para el cultivo y por otro lado de bacterias pertenecientes a los actinomicetos
que crecen en el tegumento externo de las hormigas (Currie et al, 1999, 2006) cuyos
metabolitos secundarios cumplen un papel antagoénico frente al hongo no deseado, a modo de
proteccion de los cultivos (North et al., 1997; Schultz and Brady, 2008).

A partir de estas hormigas del género Acromyrmex octospinosus, aislamos 197 cepas cuya
filogenia fue construida a partir del analisis de la region y del 16SrDNA; los cuales en su
mayoria pertenecieron al género Streptomyces (96%), sequidas de Prauseria (4%) y Nocardia
(0,5%).

La diversidad de compuestos identificados a través de cromatografia liquida mostraron
homologia estructural con antibidticos de la familia de las antraquinonas, macrolidos,
compuestos alcaloides, bipiridinicos, hidroxibenzoazoles, aliciclos aromaticos, lactonas,
pironas, estructuras peptidicas como heteropéptidos, depsipéptidos y péptidos ciclicos. Los
extractos de todas estas cepas ademas mostraron actividad contra bacterias gram-positivas un
77% de los aislados, gram-negativas un 42%, organismos alcohol &cido resistentes un 55%,
hongos levaduriformes un 21%, hongos filamentosos un 51% y actividad antitumoral un 24%;
mostrando un 36% actividad antimicrobiana de amplio espectro.

De esta manera nuestros resultados ponen en evidencia la prevalencia del género
Streptomyces (Currie et al., 1999) en esta fuente exoética al igual que en el suelo, cuya variedad
de compuestos identificados se relaciona con una gran diversidad de especies pertenecientes
a este género (Cafaro and Currie. 2005; Kost et al., 2007; Haeder et al., 2009) que coloniza
dicha fuente.
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La mitramicina (MTM), marca registrada Plicamicina, es un compuesto antitumoral
perteneciente a la familia del acido auredlico y producida por el microorganismo Streptomyces
argillaceus. Su actividad antitumoral reside en la capacidad de interaccionar con el surco menor
del ADN en regiones con alto contenido GC causando la inhibicién de la replicacion y la
trascripcion, motivo por el cual, este compuesto posee aplicacion clinica en el tratamiento de
distintos tipos de cancer, control de procesos de hipercalcemia en pacientes con metastasis en
los huesos y enfermedad de Paget. En nuestro laboratorio, se ha clonado y caracterizado la
agrupacion de genes de biosintesis de MTM a partir del microorganismo productor y se han
generado mas de 28 nuevos compuestos derivados de MTM, mediante el empleo de la
estrategia denominada “Biosintesis Combinatoria” (1). Muchos de estos nuevos compuestos
presentan una actividad antitumoral mas elevada que la MTM pero los niveles de produccion
por los microorganismos productores en algunos casos son bajos, motivo por el cual se hace
necesaria una mejora en los niveles de produccion.

La Ingenieria Metabdlica se emplea en la actualidad como una de las estrategias de mejora de
produccion de compuestos y consiste en aumentar y/o canalizar los precursores del
metabolismo primario hacia la ruta de biosintesis del compuesto de interés. La ruta de
biosintesis de MTM se inicia por la condensacién de 1 molécula de acetil-CoA y 9 de malonil-
CoA para dar lugar al aglicén, al que se le adicionaran en etapas posteriores cinco
desoxiazucares sintetizados a partir de glucosa-1-P. EI malonil-CoA procede de acetil-CoA, en
una reaccion catalizada por el complejo enzimatico Acetil-CoA Carboxilasa (ACC), mientras
que la glucosa-1-P procede de la glucosa-6-P, en una reaccion catalizada por el enzima
reversible Fosfoglucomutasa (Pgm). Ademas, la glucosa-1-P es precursor de polisacaridos de
reserva como el glucégeno, para lo cual es activada a ADP-glucosa en una reaccién catalizada
por la ADP-glucosa pirofosforilasa (GIgC).

En esta comunicacién se muestran datos sobre la mejora de la producciéon de MTM en el
microorganismo productor mediante el incremento y canalizacién de los precursores
metabdlicos malonil-CoA y glucosa-1-P hacia la ruta de biosintesis del compuesto. Para este
fin se han abordado de forma individual y combinada distintas estrategias de ingenieria
metabolica consistentes en (i) la sobreexpresion de los genes ovmGHI procedentes de la
agrupacion de genes de biosintesis de oviedomicina (2) que codifican el complejo enzimatico
ACGC; (ii) la sobreexpresion del gen SC0O7443 de S. coelicolor que codifica el enzima Pgm; (iii)
la sobreexpresion conjunta de los genes ovmGHI 'y pgm; (iv) la inactivacion del gen glgC de S.
argillaceus.
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Nuestro trabajo se centra en la purificacidn, clonacién y expresién en vectores bacterianos y
eucariotas (Escherichia coli y Pichia pastoris), de la Dracotoxina y Trachinina. Estas toxinas son
las responsables de parte los efectos del veneno de los peces conocidos como faneca brava,
salvariego o arafa (nombres coloquiales que comprenden las especies Echiichtys vipera y
Trachinus draco).

Las Dracotoxina es una proteina de 105kD, obtenida del Trachinus draco; mientras que la
Trachinina es una homoproteina tetramérica de 81 kD cada subunidad, obtenida del Echiichtys
vipera. Ambas proteinas presentan capacidad para afectar la respuesta eléctrica de las células,
insertando canales en la membrana o bien afectando a canales idnicos presentes en la misma.

A nivel farmacéutico, nuevas drogas que actien sobre canales i6nicos son de alto interés, no
s6lo por su aplicacién en el tratamiento del dolor, sino para tratar un gran numero de
enfermedades.

Un gran numero de toxinas de origen animal han sido purificadas para su uso como farmacos,
la mayoria obtenidas de animales terrestres como las serpientes, arafas, abejas. Sin embargo
cada vez se esta prestando mas atencion a las toxinas animales de origen marino.

Las toxinas marinas, suelen presentar una gran especificidad en su mecanismo de accion lo
que las convierte en excelentes candidatas para el tratamiento de dolencias que tienen que ver
con canales ionicos. Ejemplo de esto es el Ziconotide (Prialt®), un potente analgésico que
bloquea selectivamente los canales iénicos de calcio de tipo N presinapticos y que es una
version sintética de la m—conotoxina MVIIA, péptido obtenido a partir del veneno de la caracola
marina piscivora Conus magus. El Ziconotide es mas potente que la morfina y es
particularmente efectivo en modelos de dolor persistente y crénico.

En nuestro laboratorio hemos extraido el veneno de las glandulas de E. viperay T. draco y su
actividad sobre los canales i6nicos ha sido ensayada en neuronas de ratéon. Empleando
técnicas cromatograficas hemos obtenido diferentes fracciones proteicas de los extractos de
las glandulas y ensayado su actividad.

El objetivo es aislar las proteinas Dracotoxina y Trachinina, comprobar su actividad, obtener su
secuencia y clonarlas y expresarlas en microorganismos. Una vez obtenido un nivel de
produccion suficiente y una pureza adecuada de las toxinas se podran llevar a cabo estudios
profundos de su mecanismo de accion para determinar sus aplicaciones médicas.
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Los nucleésidos son compuestos labiles y polifuncionales cuya sintesis quimica requiere
muchos pasos, el uso de grupos protectores y de disolventes generandose muchos
subproductos y residuos. El empleo de biocatalizadores ha significado un avance en el
desarrollo de la sintesis sostenible de estos compuestos y de sus anélogos1. Desde hace varios
afios hemos descrito la sintesis de analogos de nucledésidos empleando nucledsido
fosforilasas® y N-desoxiriboxiltransferasas® de microorganismos mesofilos. Recientemente se
aislaron y caracterizaron tres enzimas a partir de una cepa de T. thermophilus, que
presentaban actividad en la sintesis de nucledsidos en un Unico paso y en agua4. Las enzimas
son t4ermoestables y pueden trabajar en presencia de disolventes organicos miscibles con
agua™.

En la presente comunicacion se presentan los resultados obtenidos en la inmovilizacién-
estabilizacién de las enzimas sobre distintos soportes comerciales. Se ha determinado el pH
Optimo de trabajo, la carga enzimatica del biocatalizador, la estabilidad térmica y la vida media.
Los catalizadores se han empleado en las sintesis de distintos nucledsidos naturales y no
naturales
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La interaccién de las redes reguladoras del metabolismo en bacterias es un tema de gran
interés. El control por fosfato del metabolismo de Strepfomyces estd mediado por el sistema de
dos componentes PhoR-PhoP. De forma similar, la utilizacion de diferentes fuentes de
nitrégeno es controlada por el regulador de respuesta GInR. Los analisis transcriptomicos y
bioquimicos revelaron que la expresion de g/nA (que codifica la glutamina sintetasa) y de otros
genes del metabolismo del nitrégeno esta bajo el control de PhoP y de GInR. Experimentos de
unién a DNA demostraron que PhoP se une también a los promotores de varios otros genes
regulados mediante nitrégeno (SCO0255, SCO01863 y ureA). Mediante la utilizacion del
promotor del gen ginA como modelo, observamos que PhoP y GInR compiten por la misma
zona de union en la regiéon promotora: GInR tiene mayor afinidad que PhoP por esta region y
produce una reduccion significativa de la uniéon de PhoP. Utilizando un total de 14 secuencias
de unién de GInR (50 unidades de repeticiones directas, DRU1) hemos establecido dos
modelos (information based) que establecen la caja de GInR como formada por dos
repeticiones directas de 11-nt cada una, con claras diferencias con respecto a la caja PHO
solapante. Los estudios de unidn del DNA de distintos mutantes en el promotor g/lhA mostraron
que la caja GInR esta localizada en la cadena codificante mientras que la caja PHO esta
ubicada en la no-codificante. El control por PhoP de los genes del metabolismo del nitrdgeno
ayuda a mantener el balance P/N en las células.
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El factor omega (w) de la RNA polimerasa (RNAP) de bacterias forma un complejo con el
nucleo a, B B’ de esta enzima. Hemos caracterizado el gen rpoZ de Streptomyces coelicolor
que codifica una pequefia proteina (90 aa). La deleccién (por REDIRECT) del gen rpoZ origind
cepas mutantes con una velocidad de crecimiento reducida aunque son todavia capaces de
esporular. La biosintesis de actinorhodina y, en particular, la de undecilprodigiosina fueron
drasticamente reducidas en el mutante ArpoZ, lo que sugiere que la expresion de los genes de
biosintesis de metabolitos secundarios es dependiente de la presencia de RpoZ en el complejo
de la RNAP. La complementacion del mutante ArpoZ con el alelo rpoZ de la cepa silvestre
restaurd el fenotipo y la capacidad de producir antibiéticos. El gen rpoZ se expresa durante el
crecimiento vegetativo y su expresion disminuye tras la fase de transicion que se correlaciona
con el agotamiento del fosfato. La expresion del gen testigo /uxAB a partir del promotor del gen
rpoZ se estimuld por la adicién de fosfato inorganico. El gen rpoZ contiene una caja PHO en su
region promotora. Los tests de union a DNA mediante ensayos de movilidad electroforética
(EMSA) mostraron que el regulador de respuesta PhoP se une al promotor de rpoZ, como era
previsible, lo que sugiere que la expresion de rpoZ y, en consecuencia, la expresion de los
genes para el metabolismo secundario esta regulada por fosfato probablemente a través de la
unién de PhoP al promotor de rpoZ. Sin embargo, la union de PhoP al promotor de rpoZ es
débil y proponemos que dicha unién requiere un factor transcripcional adicional o un efector de
bajo peso molecular.
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Los niveles elevados de colesterol LDL en sangre suponen un factor de riesgo para el
desarrollo de lesiones ateroscleréticas que pueden conducir a infartos o derrames cerebrales.
Los esteroles vegetales (fitosteroles) y sus ésteres, anadidos a alimentos que se toman de
forma cotidiana, pueden contribuir a disminuir el colesterol LDL en sangre al impedir la
absorcion previa de éste a nivel intestinal’. Estos compuestos que contribuyen a prevenir, o
incluso ftratar, algunas enfermedades reciben el nombre de nutracéuticos. La adicion de
esteroles libres en alimentos se ve limitada por su baja solubilidad y elevado punto de fusion?,
por lo que el estudio de enzimas capaces de esterificar estos compuestos ha despertado gran
interés.

Las esterol esterasas o carboxilester lipasas pueden ser consideradas biocatalizadores
versatiles capaces de llevar a cabo reacciones de hidrdlisis en condiciones acuosas o de
sintesis en presencia de solventes organicos. El hongo Ophiostoma piceae secreta una esterol
esterasa que se esta estudiando por su potencial aplicacién en la industria papelera para
reducir tanto los problemas de pitch en pastas de frondosas y coniferas®, como los problemas
de stickies en la produccion de papel reciclado®. En este trabajo estudiamos la esterificacion del
acido laurico con distintos fitosteroles utilizando las enzimas nativa y recombinante de O.
piceae (esta ultima expresada en Pichia pastoris) y una preparacion de la esterol esterasa de
Candida rugosa (Sigma). En las reacciones de esterificacion se han estudiado la influencia de
la concentracién de sustratos, la dosis de enzima y el tipo de solvente. A las 48 horas de
reaccion se obtuvieron los maximos porcentajes de esterificacion, siendo éstos ligeramente
mayores con las esterol esterasas de O. piceae (~ 80%) incluso utilizando menores dosis de
enzima.

Los resultados logrados ponen de manifiesto la capacidad de las enzimas de O. piceae de
catalizar reacciones de sintesis de compuestos de alto interés que pueden ser utilizados como
nutracéuticos.
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Existe una necesidad urgente de nuevas drogas capaces de combatir infecciones sistémicas
por hongos que ponen en peligro la vida de enfermos inmunodeprimidos, asi como el éxito de
otras terapias tales como transplantes de o6rganos o aplicaciones de drogas como
antitumorales. El uso macrdlidos polienos como fungicidas presenta la ventaja de que
practicamente no genera formas resistentes. Sin embargo, los problemas ocasionados como
consecuencia de su toxicidad son elevados. Tal es el caso de anfotericina B, que lleva
usandose clinicamente desde hace mas de 30 afios. Derivados semisintéticos de anfotericina B
han concluido que modificaciones en el grupo carboxilo libre y/o amino del azdcar micosamina
incrementan la toxicidad selectiva hacia células que contienen ergosterol (hongos, parasitos...),
reduciéndose la toxicidad hacia células que contienen colesterol en sus membranas (células de
mamiferos).

La manipulacién genética en Streptomyces diastaticus var. 108, una cepa aislada de suelos y
productora de dos tetraenos estructuralmente relacionados (CE-108 y rimocidina), ha permitido
generar compuestos con sustitucion del grupo carboxilo libre por un grupo amida (1). Se ha
aislado la actividad enzimatica responsable, no asociada al cluster de biosintesis, tratandose
de una amidotransferasa dependiente de ATP/Mg" que utiliza glutamina como donador y el
polieno carboxilado como sustrato dando lugar a polienos amidados con propiedades
farmacolégicas mejoradas respecto a los carboxilados parentales (2). Recientemente, se ha
aislado el gen pcsA que codifica dicha actividad (3).

La interrupcién de un gen en el cluster biosintético que codifica una crotonyl-CoA reductasa ha
puesto de manifiesto una capacidad de reconocimiento relajada de unidades iniciadoras y/o
elongadoras por parte de la poliquétido sintasa (PKS) implicada en su biosintesis,
obteniéndose asi nuevos polienos carboxilados. La expresién del gen pcsA en esta cepa
manipulada genéticamente ha permitido la obtencién de nuevos polienos amidados con
propiedades farmacoldgicas interesantes.
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This work was conceived to investigate the effectiveness of a combined use of xylanase and
laccase for aiding lignin removal from sisal pulp fibres. Xylanase (X) and laccase (L) treatments
were used in a XLQP sequence (where Q denotes a chelant stage and P an alkaline peroxide
multi-step treatment) applied to pulp in order to attain high delignification degrees and
brightness values. The results of the XLQP sequence were compared with those of an LQP
sequence. Previous works showed sinapyl aldehyde (SLD) to be the best candidate for aiding
pulp delignification among several p-hydroxycinnamic compounds assayed as natural mediators
of laccase. Thus, it was selected for further investigation in the present work and applied in the
L treatment at conditions determined as optimal in a preliminary study. SLD was compared to
the efficient synthetic mediator violuric acid (VA) in terms of effects produced on pulps and
effluents resulting from each stage of the bleaching sequence. When LQP sequence was
applied, L treatment in the presence of SLD resulted in 25% increase of kappa number with
respect to laccase control (pulp treated under identical conditions but without mediator), caused
by the fraction of mediator physically adsorbed and/or covalently bound through radical
reactions onto fibres. However, a significant delignification effect was observed at the end of the
P stage, yielding a kappa number 14% lower than control value. Pulp brightness experimented
a marked drop after L-SLD treatment due to the formation of a pronounced amount of
chromophore species; however, a noticeably important gain was obtained after the P stage,
with a final value almost twice higher than the initial one and 4 %ISO points over the laccase
control. VA showed better delignification performance than SLD, particularly in the initial stage,
where it caused 20% kappa number decrease with respect to laccase control. Final kappa
number was only slightly inferior to the one obtained with the sequence involving SLD. When
VA was used, brightness was significantly improved in all stages with respect to both control
samples and SLD-treated pulps. The xylanase pretreatment resulted in considerable brightness
enhancement in the sequence performed with VA, and kappa number reduction in both
sequences involving SLD and VA, which yielded a similar final kappa number value. A
significant amount of xylans was determined by carbohydrate analysis of sisal pulp, accounting
for the beneficial effects of the X treatment. In the present work we intend to gain an insight into
the overall effect exerted by the joint action of xylanase and laccase, by analyzing pulp fibres
and effluents properties at each stage of XLQP and LQP sequences. A comparative study of
the efficiency of SLD and VA in aiding lignin removal will be also provided.

Keywords: biobleaching, hexenuronic acids, laccase, sisal, xylanase.
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Actualmente, el sistema lacasa-mediador (SLM) esta siendo considerado por diferentes autores
como estrategia de pretratamiento a un blanqueo quimico convencional, ya que se ha
demostrado en algunos casos, que aumenta la eficacia del mismo sin alterar significativamente
las caracteristicas de las pastas blanqueadas. Sin embargo, uno de los principales problemas
asociados al uso del SLM, radica en que la mayoria de las lacasas que lo constituyen no son
estables a los valores de pH y temperatura que se requieren a nivel industrial. Por ello, la
busqueda de nuevas enzimas que cumplan tal requisito es una de las lineas principales de
investigacion en dicho campo. Paralelamente, también resulta interesante considerar el efecto
que las caracteristicas de la pasta de partida puedan ejercer sobre dichos tratamientos
enzimaticos y por lo tanto, sobre la efectividad del blanqueo quimico posterior.

En estudios recientes se ha descrito la produccién de lacasas bacterianas que resisten altos
valores de pH y temperatura, lo que ha abierto la posibilidad de utilizar estas enzimas junto con
mediadores seleccionados en el bioblanqueo de pastas quimicas. Asi, en el presente trabajo se
ha planteado el estudio de la eficacia de un SLM, formado por la lacasa de Streptomyces
ipomoea CECT 3341 (SilA) y acetosiringona como mediador, sobre una pasta kraft de
eucalipto. Paralelamente, se contempld llevar a cabo un tratamiento similar usando lacasa
comercial para comparar ambos sistemas. La nueva lacasa bacteriana SilA fue clonada,
sobreexpresada y caracterizada en el laboratorio, resultando su especificidad de sustrato
dependiente del pH. Por otro lado y con objeto de conocer la influencia del estado inicial de las
pastas de partida en la eficacia del proceso de blanqueo, los ensayos se realizaron sobre dos
tipos de pastas: pastas kraft de Eucalyptus globulus y de Hesperaloe funifera, con un
tratamiento de “steam explosion” previo a la coccién y pastas kraft sin dicho tratamiento
(controles). Asimismo, se realizd un pretratamiento a las pastas usando un SLM formado por la
lacasa comercial y acetosiringona.

Tras todos los tratamientos enziméticos (L) realizados en el trabajo, se llevé a cabo una etapa
de extraccion alcalina (E) y una etapa de blanqueo con peréxido de hidrégeno (P). Las
caracteristicas de las pastas bioblanqueadas tras las secuancia LEP, se compararon con las
correspondientes a las pastas obtenidas en los ensayos controles realizados para todos los
casos.

Todos los tratamientos ensayados disminuyeron el indice kappa y aumentaron la blancura de
las pastas tratadas, en comparaciéon con sus respectivos controles, sin apreciar cambios
significativos en la viscosidad. También se observé en todos los casos un ahorro de reactivos
quimicos. Los resultados obtenidos pusieron de manifiesto que la lacasa comercial blanqued
mas eficazmente la pasta kraft de eucalipto que la lacasa bacteriana. Sin embargo, hay que
tener en cuenta que esta mejora no supondria una mayor viabilidad de uso industrial de dicha
lacasa, puesto que fue realmente la bacteriana la que se aplicé en las condiciones mas
apropiadas para tal fin. Sera necesario optimizar en estudios posteriores las condiciones de
aplicacion de la lacasa bacteriana para poder obtener la maxima eficacia en el bioblanqueo.
Por otro lado, se observé que el pretratamiento de las pastas mediante “steam explosion”
facilité el posterior bioblanqueo, aunque de forma mas acusada en la pasta de Eucalyptus
globulus. Este hecho puede ser explicado teniendo en cuenta que Hesperaloe funifera es una
materia prima con estructura mas abierta y por tanto los efectos del pretratamiento con “steam
explosion” no resultan tan significativos.
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The efficiency of fungal laccases in the presence of mediators to delignify different types of
pulps has been demonstrated, being the laccase-mediator system (LMS) the most promising
enzymatic system for environmentally friendly pulp bleaching. In order to introduce a LMS stage
in a bleaching sequence of flax pulp, two different laccases were used in combination with some
mediators: a non-commercial laccase from Pycnoporus cinnabarinus (PcL) was assayed
together with a synthetic mediator (violuric acid —VA-) and a natural one (syringaldehyde —SA-)
and a commercial enzyme from Novozymes (Myceliophthora thermophila laccase- MtL-) was
tested with methyl syringate (MS, a natural mediator).

This LMS stage (L) was incorporated in the following bleaching sequence: LQPo (where Q
denotes a chelant stage and Po a pressurized alkaline peroxide multi-step treatment). After an
acidic washing, pulps were submitted to this sequence and pulp (kappa number, viscosity and
optical properties) and effluents (COD, colour, residual activity and toxicity) properties were
measured after each bleaching stage. Simultaneously, hexenuronic acid content of pulp was
determined to evaluate the effect of different enzymatic systems on their integrity.

The best LMS combination in terms of improvement of pulp properties was PcL+VA, resulting in
a final brightness of 81% ISO and a final kappa number of 1.3 (a very significant enhancement
with respect to the laccase control sequence). Although this comparative study showed that all
the LMS succeeded in increasing the delignification rate compared to the controls. These
results could justify an up-scaling of a biobleaching sequence of flax pulps.

Acknowledgements: This work was supported by two Spanish MICINN projects: TECHFIBER (CTQ2007-
68003-C02-01) and FUNCICEL (CTQ2009-12904), a European Integrated Project from Sixth Framework
Programme: BIORENEW (NMP2-CT-2006-026456) and a UPC research grant. The authors are grateful to
CELESA (Tortosa, Spain) for providing the starting pulp and to INRA (Marseille, France) and Novozymes
(Denmark) for kindly supplying the laccases.
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Aunque las lacasas (EC 1.10.3.2) se encuentran ampliamente distribuidas en la naturaleza, la
mayor parte del conocimiento existente sobre estas enzimas deriva del estudio del sistema
ligninolitico de los hongos que causan la podredumbre blanca de la madera. Su funcién en
estos microorganismos parece clara ya que, salvo raras excepciones, la produccién de lacasa
es una caracteristica comun entre estos organismos degradadores de la lignina.

Durante los ultimos afios se ha demostrado que estas enzimas, aunque en un numero limitado
de especies, también estdn presentes en bacterias tales como, Azospirillum lipoferum
Marinomonas mediterranea, Bacillus subtilis, Myxococcus xanthus, Streptomyces griseus,
Streptomyces cyaneus y Streptomyces ipomoea. El estudio de la funcién biolégica de estas
lacasas bacterianas, a excepcion de la lacasa de S. cyaneus, se ha realizado en un contexto
diferente al de la degradacién de la lignina y su funciéon se ha implicado en procesos de
movilidad (Azospirillum), esporulacion (Bacillus), resistencia al cobre (Myxococcus) y dentro del
género Streptomyces, en procesos de esporulacion y morfogénesis.

En el presente trabajo se ha pretendido elucidar la posible funcion de la lacasa producida por la
cepa Streptomyces cyaneus CECT 3335, tanto en su ciclo de diferenciacion como en la
degradacion de la lignina. Para ello, se obtuvo una cepa mutante para la actividad lacasa (S.
cyaneus LM’) y posteriormente se realizé un estudio morfolégico comparativo entre la cepa
silvestre y la cepa mutante. Posteriormente, se ha realizado un ensayo comparativo de ambas
cepas sobre su capacidad para degradar una lignina comercial (Indulin AT).

La mutagénesis del gen que codifica para la lacasa de S. cyaneus se llevé a cabo utilizando la
técnica de disrupcion génica. Para ello, se amplificé un fragmento del gen y se cloné en el
vector pOJ260. La construccion final (pOJ260-scyA) se utilizd para conjugar esporas silvestres
de S. cyaneus con la cepa Escherichia coli ET12567 portadora del plasmido conjugativo
pUB30. Los mutantes fueron seleccionados por su resistencia al antibidtico Apramicina,
conferida por el plasmido pOJ260. La ausencia de actividad lacasa se comprobé mediante el
cultivo de las cepas mutante y silvestre en el medio Soja-Manitol utilizando 2,2"-azinobis[3-
etilbenzotiazolin-6-sulfénico] (ABTS) como sustrato de la enzima. Los resultados obtenidos
mostraron que la cepa mutante no produjo lacasa en medio solido ni en cultivo sumergido.
Ademas, para comprobar la presencia de la mutacion a nivel molecular se realizé una
hibridacién con el ADN cromosémico de la cepa mutante mediante la técnica de Southern Blot,
empleando como sonda la construccion génica utilizada en los experimentos de conjugacion.
Asi, en el ADN cromosémico de la cepa mutante se pudo detectar el gen en una banda con un
tamafio de aproximadamente 8 kb a diferencia de la cepa silvestre (2,3 kb), indicando la
insercidn de la construccion en el ADN cromosémico mediante sobrecruzamiento sencillo.

Una vez obtenida la cepa mutante, se realizé un estudio morfolégico, al microscopio éptico y al
microscopio electrénico de barrido, a lo largo del ciclo de desarrollo de las cepas silvestre y
mutante. Las observaciones realizadas pusieron de manifiesto que no existen diferencias
significativas en el desarrollo micelial ni en el proceso de esporulacion de las mismas,
observandose Unicamente ausencia de color en la esporas de la cepa mutante. Por ultimo, el
ensayo de degradacion de la lignina Indulin AT, en medio minimo suplementado con glicerol y
sulfato amoénico, demostré que la cepa silvestre produce una mayor degradacién de la lignina
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polimérica, en comparacion con la cepa carente de la actividad lacasa. Aunque estos
resultados son preliminares, apuntan a que la lacasa de S. cyaneus, a semejanza de lo que
ocurre con las lacasas fungicas, tiene un papel relevante en la degradacién de lignina.
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Laccase (EC 1.10.3.2) is a multicopper oxidase which catalyses the oxidation of various
aromatic and some inorganic compounds with the concomitant reduction of dioxygen to water.
Laccases can find dozens of biotechnological applications due to their natural promiscuity
towards different substrates along with their ability to oxidize redox mediators. For this reason,
this enzyme is of great interest in many fields of research, such as green biodegradation of
xenobiotics and development of oxygen cathodes in biofuel cells (1, 2). Unfortunately
basidiomycete laccases (those with the highest redox potentials and therefore with better
oxidative capabilities) are difficult to express in Saccharomyces cerevisiae, an important
requisite for directed laccase evolution.

This work describes the laboratory evolution of the high redox potential laccase PM1 (3) in S.
cerevisiae for enhancing the laccase total activity and thermostability. After replacing the native
signal sequence with the a-factor prepro-leader to regulate heterologous protein trafficking, the
fusion protein was subjected to eight rounds of directed evolution in combination with rational
approaches. Over 50,000 clones were explored in eight rounds of directed evolution and site
directed mutagenesis culminating in the selection of the OB-1 mutant, with a total activity
improvement (TAIl) over a-PM1 of 34,000-fold (4, 5). This final variant is readily exportable in
soluble, active and stable forms, and it constitutes a valuable starting point for further laboratory
evolution experiments to tailor custom-made HRPLs with desired properties.
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Se aislaron levaduras no-Saccharomyces a partir de uva de la variedad Bobal, se identificaron
en funcion de sus caracteristicas fisiolégicas y moleculares, y fueron asignadas a un género
fungico (Candida, Debaryomyces, Hanseniaspora, Hansenula, Kloeckera, Metschnikowia,
Pichia o Torulaspora).

En una segunda fase, se realizaron ensayos sobre estos aislados para determinar la presencia
de actividades B-glucosidasa, pB-xilosidasa, a-arabinosidasa y a-ramnosidasa. Como resultado
de estos ensayos se escogieron cinco cepas con elevada potencialidad enzimética.

Se observé que todas las actividades enzimaticas se inducian por la presencia de glicdsidos
como Unica fuente de carbdn en el medio. Este aspecto parece ser una caracteristica intrinseca
de la levadura aislada.

Asi mismo, y con posterioridad, se caracterizaron diferentes parametros de interés enolégico,
como son el pH, las cantidades de etanol presentes en el medio, la temperatura del ensayo o la
la presencia de agentes quelantes y otros inhibidores de actividad
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El sistema de dos componentes DegS-DegU de Bacillus subtilis regula de forma positiva la
produccién de proteinas hidroliticas extracelulares y de algunos genes relacionados con la
produccioén de sustancias biocidas, tipicas del metabolismo secundario bacteriano. [1-2]

Este sistema de dos componentes ha sido recientemente denominado, junto a SpoOA y ComA
como uno de los tres reguladores principales en B.subtilis, los cuales determinan el desarrollo
morfolégico y metabdlico en dependencia de las condiciones reinantes en el entorno [3].

Streptomyces coelicolor es una bacteria del suelo, Gram positiva y eficiente secretora como B.
subtilis, cuyo genoma tiene un alto contenido en G+C, que, como B. subtilis, es ampliamente
utilizada para la produccion industrial de enzimas degradativas extracelulares y metabolitos con
actividad biocida de interés y aplicacién industrial.

Se ha identificado en S.coelicolor el sistema de dos componentes, SC0O5784-SCO5785, con
aparente similitud con el sistema DegS-DegU.

Mediante analisis transcripcionales con micromatrices de ADN de genoma completo y PCR
cuantitativa en tiempo real, ademas de analisis protedmico diferencial del secretoma de
estirpes sobreproductoras y deficientes en el regulador SCO5785, nos ha permitido inferir que
este sistema regula la expresidn de proteinas extracelulares, incluyendo la proteasa
extracelular mayoritaria, asi como interviene en los procesos de produccion de antibidticos y de
compuestos del metabolismo secundario.

Como contrapunto funcional, se ha observado una implicacién del regulador SCO5785 en la
parada del metabolismo primario, siguiendo el patréon de la llamada “stringent response”
producida ante estados de carestia nutricional y mas concretamente ante la falta de
aminoacidos para la sintesis proteica [4]. Esto produce una disminucién en la sintesis de la
magquinaria ribosomal, asi como la represién de rutas centrales del metabolismo de crecimiento
activo.

Todo ello parece indicar que la funcion de este sistema se basa en la preparacién de la colonia
para afrontar estados de escasez, modificando el metabolismo de la bacteria desde un ambito
de crecimiento activo debido a la abundancia nutricional, hasta un situacion de escasez donde
se hace necesario la degradacién de nuevos compuestos que aporten la energia necesaria
para la consecucion del desarrollo de esporas, como ultimo paso en el desarrollo morfoldgico
de S. coelicolor.

El sistema SCO5784-SCO5785 se perfila como un regulador central en las etapas de
desarrollo morfolégico y metabdlico en S. coelicolor.
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Streptomyces lividans es una bacteria del suelo Gram positiva que produce y secreta una gran
cantidad de proteinas extracelulares y ademas presenta la ventaja de tener una baja actividad
en la restriccion de ADN. Estas caracteristicas han hecho que S. lividans sea un buen
candidato para la produccién de proteinas homoélogas y heterdlogas a nivel industrial. Sin
embargo, es necesario caracterizar las respuestas celulares a distintas condiciones de estrés
en microorganismos industriales para tratar de conseguir o bien mejorar la produccién de esas
proteinas.

Se ha caracterizado la respuesta al estrés celular en S. lividans por deficiencia en la
translocacion de proteinas extracelulares bien por alteracion del translocén o por deficiencia en
el procesado del péptido lider de proteinas extracelulares.

Se han utilizado dos estirpes, S. lividans Y62 que presenta una mutacion en sipY que codifica
para la peptidasa sefial mayoritaria necesaria la eliminacion del péptido lider (Escutia y col.,
2006 y Palacin y col., 2002), y S. lividans AsecG (Palomino y col., 2008) deficiente en la
proteina SecG que forma parte del complejo de translocacién. Ambas estirpes presentan una
disminucién de la secrecién de proteinas extracelulares, asi como una deficiencia en la
esporulacion.

Los analisis transcripcionales utilizando tanto micromatrices de genoma completo como RT-
PCR en tiempo real, asi como el analisis protedmico utilizando espectrometria de masas en
tandem (LC-ESI-MS/MS) de ambas estirpes, revelan un grupo de genes cuya expresion se
encuentra afectada en ambos casos que estan relacionados con la cascada “bald”, a su vez
implicada en la regulacion de la esporulacion en Streptomyces (Chater 2001). Analisis
adicionales han permitido determinar que las deficiencias en la esporulaciéon son resultado en
ambas estirpes de la disminucién de la expresion de los genes bldG, bldN y bldM.

La mayoria de los genes regulados de la misma manera en ambas estirpes se han podido
relacionar directa o indirectamente con la cascada “bald”, sugiriendo la implicacion de esta
cascada en la respuesta celular a las deficiencias relativas en la secrecién de proteinas
extracelulares de ambas estirpes mutantes.
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Las bacterias del acido lactico (BAL) son cocos y bacilos Gram positivos que se caracterizan
por tener un metabolismo estrictamente fermentativo de los glucidos, produciendo
mayoritariamente dicho acido como producto final. Resultan ser esenciales para la industria de
fermentacién alimentaria, especialmente para la de transformacién de productos lacteos. Los
bacteri6fagos son el principal problema de la industria porque retrasan o incluso detienen la
fermentacion debido a la lisis de las BAL usadas como iniciadores. Esto ha estimulado el
interés por el estudio de los fagos de las BAL. Ahora bien, el uso controlado de los fagos y de
sus lisinas podria ser beneficioso, ya que podria inducir la lisis de los iniciadores en el
requesoén y la liberacion de las enzimas intracelulares, acelerdndose asi la maduracion del
queso. Como un paso necesario para probar esta hipotesis se clond y expreso el gen de la
lisina (lysA2) del bacteri6fago A2 de Lactobacillus casei en Escherichia coli. La enzima
purificada hidrolizé especificamente el peptidoglicano de las BAL que presentan acido aspartico
como puente entre las cadenas adyacentes de los tetrapéptidos (peptidoglicano de tipo Ada).
Entre ellas estan la mayoria de los lactobacilos, Lactococcus lactis y Pediococcus pentosaceus.
Este rango de actividad es mucho mas amplio que el del fago A2, que solo infecta a L. casei.
LysA2 se une especificamente a la pared de sus bacterias diana y no lo hace a las paredes de
aquellas que no son sustrato del enzima, como se observé mediante su fusién a la proteina
verde fluorescente (GFP). LysA2 mostr6 ser una endopeptidasa que hidroliza el enlace entre la
D-Alanina terminal de uno de los tetrapéptidos de la pared celular y el 4cido aspartico puente.
Esto provoca la pérdida de viabilidad y la lisis de los cultivos sensibles (10'3 en 50 min en
condiciones estandar). La enzima presenta actividad 6ptima entre 25 y 43°C, un rango de pH
de entre 4,5 y 6 y una gran resistencia a la incubacion a pHs extremos; su actividad no
depende de la presencia de cationes divalentes y actia como un monémero. Todas estas
propiedades concuerdan con las esperables en un enzima extracelular destinado a hidrolizar la
pared de una bacteria que vive en un ambiente acido y la hacen muy apropiada para su uso en
ensayos de maduracién acelerada de alimentos fermentados.
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M. mediterranea es una bacteria Gram-negativa, marina y melanogénica que expresa
diferentes actividades oxidasa de interés biotecnolégico. Asi, posee todas las polifenol oxidasa
(PPO) conocidas, ya que expresa dos cuproproteinas diferentes. La primera, conocida como
PpoA, es una lacasa de membrana y la segunda, PpoB, es una tirosinasa implicada en la
sintesis de melaninas. M. mediterranea también sintetiza una proteina (LodA) con actividad L-
lisina-e-oxidasa (LOD) (EC 1.4.3.20). La oxidacion catalizada por LodA es la siguiente:

L-Lisina + O, + H,O— acido 6-semialdehido-2-aminoadipico + NH3 + H,O; (1).

Por lo tanto, LodA oxida la L-lisina en posicion épsilon y genera peroxido de hidrégeno, lo que
le confiere propiedades antimicrobianas (2). LodA esta codificada en un operén junto a un
segundo gen, denominado /odB, de funcién desconocida pero que es necesario para su
expresion (3).

El estudio de la regulacion de la expresion del operon lodAB puede ofrecer informacion sobre
su relevancia fisioldgica. Resultados obtenidos recientemente por nuestro grupo revelan que la
actividad LOD es inducida a nivel post-transcripcional, tanto en presencia de L-lisina como por
dos compuestos de estructura similar como son la L-arginina y el acido diaminopimélico (DAP),
siendo estos dos ultimos de gran interés, puesto que a diferencia de la L-Lys, no son sustratos
de LOD (4). Por ofra parte, se observd que la actividad LOD es mayor en medios de cultivo
quimicamente definidos que en medios complejos, lo que indica que en estos Ultimos podrian
existir compuestos represores de dicha actividad. Los resultados presentados en este trabajo
muestran que en presencia del aminoacido L-tirosina la actividad LOD disminuye, mientras que
las actividades PPO no estan afectadas. La deteccién de los niveles proteicos mediante
Western blot revel6 que la disminucion en la actividad LOD se debe a un descenso de los
niveles de la proteina LodA.

Un estudio mas detallado del tipo de regulacidon que ejerce la L-tirosina, mediante el uso de
fusiones transcripcionales con el gen lacZ, mostré que la represion de la actividad LOD en
medios de cultivo con L-tirosina se ejerce a nivel transcripcional. Por el contrario la expresién
del promotor PppoB no se ve afectada en las mismas condiciones, indicando que la L-tirosina
podria intervenir de manera especifica en la regulacion de L-lisina-e-oxidasa disminuyendo su
sintesis y por tanto la actividad enzimatica LOD.
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Este trabajo se inicié en nuestro laboratorio para conocer la funcién reguladora de la proteina
ArgR en la expresion génica de S. coelicolor. Para ello, se construyé el mutante S. coelicolor
AargR y se realizaron experimentos de transcriptomica. Se vio que en S. coelicolor argR afecta
al metabolismo de arginina, de aminoacidos, de pirimidinas, del nitrégeno y a la biosintesis de
metabolitos secundarios.

Estos resultados de micromatrices requieren validacion experimental, lo que se abordd
mediante 3 técnicas experimentales distintas: RT-PCR, expresion de un promotor acoplado a
un gen testigo y EMSA.

En primer lugar se corrobord la expresion diferencial entre las cepas silvestre y mutante de
diecinueve genes mediante RT-PCR. Para cada uno de los genes estudiados se disefidé una
pareja de oligonucledtidos especificos que usé como molde RNA de S. coelicolor AargR y S.
coelicolor M145, aislado de medio liquido MG y MG con L-arginina. En todos los casos se
realizaron los controles negativos que permitiesen asegurar que la amplificacion observada era
debida a RNA mensajero y no a trazas de DNA total. Para un analisis semi-cuantitativo y evitar
la comparacion de senales saturadas, se realizaron ensayos con distinto numero de ciclos de
amplificacion en la PCR.

Ya que disponemos de una cepa carente de argR, S. coelicolor AargR, y de la cepa silvestre,
S. coelicolor M145, podemos medir y comparar in vivo el efecto de ArgR utilizando un sistema
de gen testigo. Doce promotores en estudio se acoplaron a los genes luxAB de Vibrio harveyii y
a través de un plasmido integrativo, pLUXAR-neo, las construcciones se integraron en los
cromosomas de ambas cepas de Streptomyces. Se realizd una fermentacion en medio MG con
y sin adicion de L-arginina, tomando muestras a distintos tiempos, de las cuales se midi6 su
luminiscencia en un lumindmetro Luminoskan.

Por ultimo, los ensayos de retraso se realizaron con la proteina ArgR. Para ello se cloné en un
vector inducible por IPTG y se introdujo en una cepa de expresién. Tras la induccion se purifico
dicha proteina por columna de afinidad. Mediante EMSA se observé a qué promotores se une
ArgR vy, por tanto, sobre qué genes ejerce una regulacion directa.

En este trabajo se muestra que la proteina ArgR controla directamente la transcripcion de los
genes de biosintesis de arginina argH, argC, argG y arcB; de un gen de biosintesis de leucina
codificado por leuA y del gen de funcion desconocida SCO1086. Sin embargo, la expresién de
nrdA, pyrA, pyrB y pyrR del metabolismo de pirimidinas, amtB del metabolismo del nitrégeno,
hisD y pyk1 del metabolismo primario, y whiB del metabolismo secundario, aunque es
dependiente de ArgR, podria estar mediada por algun otro factor, ya que no hemos podido
detectar interaccion entre la proteina ArgR y los promotores de los genes citados.
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El objetivo principal del presente trabajo es la evaluacién de diversas técnicas de inmovilizacién
de lacasa de Myceliophthora thermophila (Novozym 51003) con objeto de incrementar su
estabilidad y selectividad para su aplicacion en procesos industriales ),

Inicialmente, se desarrollé la técnica de inmovilizacion por atrapamiento en diversos geles de
alginato (calcio, zinc y cobre) . Los resultados demostraron que alrededor del 98% de la
proteina fue inmovilizada, independientemente del porcentaje de alginato empleado (4 o 6%),
alcanzando los mayores niveles de actividad para las bolas de zinc-alginato. El analisis del
comportamiento de las bioparticulas a lo largo del tiempo revelan que existe una pérdida de
actividad en todas las bolitas asociada a la inactivacion del enzima y principalmente a la
liberacion de proteina al medio. Cabe destacar los resultados obtenidos al emplear la matriz
zinc-alginato, ya que con esta matriz se logra los mayores niveles de actividad asi como de
pérdida de actividad a lo largo del tiempo.

Tras los resultados obtenidos, se procedié a aplicar la técnica de inmovilizacion de forma
covalente en soportes de silica @ con objeto de mejorar los resultados obtenidos mediante la
técnica de atrapamiento en gel. Para estos experimentos se utilizé el soporte comercial CPC-
silica (Carrier Silane Coated) y se evaluaron diversas variables del procesos como la
concentracion de glutaraldehido y la relacién proteina/soporte utilizadas en la inmovilizacién.

En el rango de concentraciones de glutaraldehido ensayadas (0,5, 1, 5y 10%) no se detecta
variaciones en la cantidad de enzima retenida, sin embargo si se observa una elevada
influencia segun la relacién proteina/soporte empleada. Asi, los mayores valores de proteina
inmovilizada (87%) y actividad tedrica inmovilizada (74%) en el soporte se obtuvieron con un
bajo ratio proteina/soporte. En todos los casos no se alcanzo la actividad tedrica y sdélo se
alcanzé alrededor de un 4% de la actividad real. Este hecho puede deberse a que la lacasa
comercial utilizada no es pura, por lo que otras proteinas inmovilizadas estarian afectando a la
actividad de la misma. Estos resultados de actividad real inmovilizada coinciden con los
reflejados en la bibliografia “.

Por dltimo, se realiz6 un estudio comparativo de la estabilidad de la lacasa a distintas
temperaturas y condiciones de pH. Con respecto a la termoestabilidad, se observé que la
lacasa libre es mas estable que la lacasa inmovilizada. No obstante, la estabilidad de la lacasa
inmovilizada frente a pH acidos es mayor que la lacasa libre, aunque esta relacion cambia en
cuanto el pH se hace mas basico, donde la lacasa libre presenta una mayor estabilidad. Estos
resultados nos llevan a concluir que con las tecnologias de inmovilizacion ensayadas no se ha
logrado la mejora en la estabilidad de la lacasa una vez inmovilizada como se esperaba.
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La proteasa Epr de Bacillus licheniformis es una proteinasa extracelular que tiene un papel en
la motilidad y el diferenciamiento celular. Esta proteasa esta descrita como la causante de la
actividad coagulante de la leche de la cepa USC13. La proteasa menor extracelular Epr se
expresa en forma de prepropeptido, con un péptido sefial Sec (PS) que comprende la
secuencia aminoacidica 1-27. La preEpr presenta un propeptido (28-103 aa.) que cumple una
funcion inhibitoria 19 (24-95 aa.) y una funcién de ayuda al plegado. La region catalitica minima
se extiende entre los aminoacidos 104-383. La region C-terminal 384-591 esta implicada y es
imprescindible en el fendmeno de movimiento agregado conjunto en B. subtilis. EI dominio
inhibitorio facilita el plegado de la proteasa e impide su funcionamiento en el interior de la
célula. A través de la modelizacion informatica de la secuencia aminoacidica de la proteasa Epr
se ha llegado a un sistema de activacion y plegado in vitro basandose en la homologia
encontrada con la tk-subilisina 2e1p de Thermococcus kodakarensis. Esta proteasa, al igual
que la Epr necesita calcio para su plegado y posterior autoprocesado hasta una forma activa. A
partir de los datos obtenidos se ha desarrollado un protocolo para la renaturalizacién a partir de
cuerpos de inclusién de la proteasa expresada en Escherichia coli y su posterior activacion.
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Los oligosacaridos y glicoconjugados presentes en la superficie celular juegan un importante
papel en los procesos de reconocimiento biolégico1. Para obtener estas biomoléculas se han
utilizado diversas metodologias. Entre ellas la sintesis catalizada por glicosidasas que permiten
controlar la regio- y estereoselectividad, y evitar los numerosos pasos sintéticos de la quimica
de carbohidratos®®. Esto permite realizar un proceso mas sostenible de sintesis®.

Las glicosidasas, EC 3.2, son un grupo de enzimas que catalizan la hidrdlisis del enlace
glicosidico en el catabolismo de hidratos de carbono. Estas enzimas se encuentran
ampliamente distribuidas en la naturaleza y han sido aislados de microorganismos, plantas y
animales. Las glicosidasas microbianas han recibido una atencién especial debido a sus
aplicaciones industriales y a su gran accesibilidad °,

Se llevé a cabo una busqueda selectiva de microorganismos productores de glicosidasas
partiendo de la coleccion de bacterias del Parque Cientifico de Madrid. Se probaron diferentes
sustratos para la deteccion de la actividad: galactosa, galactosamina, glucosa, fucosa, manosa
y derivados. Se encontraron diversas cepas que contienen actividades de interés. Entre las
mas importantes: B-fucosidasa, B-galactosidasa, a-glucosidasa y B-glucosaminidasa

Se descubrié una nueva B-fucosidasa en la bacteria celulolitica Cellulomonas gelida. Los
valores de su K, y Vmhax S€ determinaron midiendo la liberacién de 4-nitrofenol en la reaccion
con 4-nitrofenil-B-D-fucopirandsido. Se establecieron las condiciones optimas de pH y
temperatura de la reaccién, asi como la termoestabilidad de la enzima en el tiempo. Se
utilizaron diferentes disacaridos para provocar la induccion de la enzima y aumentar su
produccion: celobiosa, lactosa, maltosa, melibiosa y sacarosa.

Se ha puesto a punto un protocolo de purificacion mediante precipitacion con sulfato amaénico,
cromatografia de intercambio idnico y cromatografia de exclusion molecular. Su peso molecular
fue calculado mediante electroforesis de proteinas y la reaccién con 4-metilumbiferil-B-D-
fucopirandsido.
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Los carotenoides son pigmentos ampliamente distribuidos en la naturaleza, pueden ser
biosintetizados por plantas superiores, algas, hongos y bacterias. En las plantas los
carotenoides determinan la coloracion de frutos, flores, etc., y son parte indispensable del
aparato fotosintético, actuando como transportadores de oxigeno en la célula vegetal y
absorbiendo y transmitiendo a la clorofila la energia procedente de determinadas radiaciones
luminosas. Ademas, presentan funciones y acciones biolégicas, como la actividad de pro
vitamina A y una disminucién del riesgo de enfermedades degenerativas tales como cancer,
enfermedad cardiovascular y degeneracion macular.

La ruta de biosintesis de carotenoides es un sistema metabdlico secundario enorme y
complejo. La reaccion inicial de la ruta de biosintesis es la condensacion de dos moléculas de
GGPP para el formar fitoeno, esta reaccion es catalizada por la enzima fitoeno sintetasa.
Cuatro reacciones de desaturaciones y/o isomerizacion convierten al fitoeno en licopeno via
fitoflueno, C- caroteno y neurosporeno.

La ruta de biosintesis de carotenoides en plantas superiores se bifurca en la ciclacion del
licopeno y es un paso clave en la sintesis y regulacién de la composicién de carotenoides en
plantas. Dependiendo del tipo de ciclacion que sufran los extremos de la molécula de licopeno
lineal, pueden producirse dos tipos de anillos, - 6 B-, ambos originados por dos diferentes
enzimas bajo el control de dos diferentes genes. En plantas superiores se han identificado dos
tipos: B-LCY, que cataliza la formacion de anillos 8- y -LCY que introduce anillos €-. La enzima
B-LCY puede actuar secuencialmente sobre ambos extremos de la molécula de licopeno dando
lugar al B-caroteno como producto final y y-caroteno como intermediario. Sin embargo, ¢-LCY
unicamente puede introducir un anillo en uno de los dos extremos de la molécula de licopeno,
originandose &-caroteno. La actuacion de B-LCY sobre el extremo lineal del d-caroteno da lugar
al a-caroteno.

En este estudio, se utilizé RT-PCR y RACE-PCR para aislar y clonar el cDNA completo de un
nuevo gen con actividad B-LCY, denominado Fc-LcyB de Ficus carica (Higuera), el cual
presentd un marco de lectura abierto de 1488 pb que codifica un polipéptido de 496
aminoacidos.

Para el analisis de la actividad licopeno ciclasa de la proteina se realizaron ensayos de
complementacion de color. Este tipo de ensayos, utilizados con éxito en otros trabajos, se basa
en las diferencias de coloracion entre los distintos carotenoides, asi el licopeno (sustrato de las
LCYs) es rojo mientras que el B-caroteno (producto de la B-LCY) es amarillo-naranja. Para
llevar a cabo estos ensayos se transformé la cepa BL21(DE3) de E. coli con el plasmido
pACCRT-EIB (cedido amablemente por el Dr. Misawa), generando una cepa productora de
licopeno que se denomin6 BL-pACC. Las colonias de la cepa de E. coli BL-pACC presentaron,
tras la incubacién, coloracién rojiza debido a la acumulacién de licopeno. La cepa BL-pACC
transformada con el pldsmido pET21-lcyp portador de la region codificante correspondiente al
gen licopeno B-ciclasa de Ficus carica (Fc-LcyB), presentd colonias de coloracion amarillo-
anaranjada. El cambio de color de las colonias de E.coli BL-pACC portadora del plasmidos
pET21-IcyB indico conversion de licopeno a otros carotenoides. La identificacion y cuantifica-
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cion de los carotenoides individuales se realizd por cromatografia liquida de alta resolucion
acoplada a detector de fotodiodos (HPLC-PDA) y por LC MS. El analisis de la composiciéon de
los carotenoides presentes en el cultivo de BL-pACC portadores del plasmidopET21-Icy(,
reveld la existencia de un carotenoide Unico, cuyo espectro de absorcién y tiempo de retencién
coincidieron con los del estandar del B-caroteno. Estos resultados indican que la enzima
codificada por el gen FcLyc-f actua sobre el licopeno, ciclando ambos extremos de la molécula
en anillos B- dando lugar al B-caroteno. La actividad B-LCY, evaluada como porcentaje de
conversion de licopeno a (3-caroteno presento valores entre el 80% y el 90%, y no se detecto y-
caroteno en ninguno de los analisis.
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En los ambientes hipersalinos existe una diversidad de microorganismos haldfilos
pertenecientes tanto a las arqueas como bacterias que han sido objeto de numerosos estudios
con la finalidad de determinar, entre otros, su biodiversidad, actividades metabdlicas vy
aplicaciones en diversos procesos biotecnoldgicos. Los estudios realizados en salinas, lagos
hipersalinos, suelos salinos y otros ambientes y productos salinos han permitido el aislamiento
y caracterizacion taxondmica de muchas nuevas especies, que constituyen un excelente
material biolégico para estudios posteriores en este grupo de microorganismos. De hecho
mucho de estos microorganismo son productores de compuestos de interés industrial, tales
como solutos compatibles, polimeros o enzimas extracelulares. Al igual que otros
microorganismos extremofilos, los microorganismo haldfilos son capaces de crecer en
condiciones extremas, en este caso de salinidad de manera que las enzimas extracelulares
producidas por los mismos poseen actividad no solo en un amplio rango de NaCl sino también,
en muchos casos, de temperatura y valores de pH. Asi se han estudios en detalles diversas
bacterias y arqueas productoras de enzimas extracelulares.

Se estima que en la mayoria de ambientes tan solo se aisla en condiciones de cultivo de
laboratorio una minima proporcion de la microbiota (entre 0,1 y 1% del total). Asi pues, las
técnicas clasicas de aislamiento de microorganismos productores de enzimas en cultivos puros
permiten el analisis de solo un subconjunto del total de la microbiota de la muestra ambiental.

El objetivo del presente estudio es determinar las actividades hidroliticas de la comunidad
microbiana a nivel gendmico de la columna de agua de una salina solar marina localizada en la
provincia de Alicante. Una salina consiste de una serie de estanques poco profundos unidos
entre si de manera que el agua del mar va gradualmente concentrandose hasta precipitar el
cloruro sédico principalmente y otras sales. La diversidad procariota varia a lo largo de este
gradiente ambiental con poblaciones especializadas de microorganismos haléfilos que
desplazan a las poblaciones marinas en aquellos estanques de las salinas que poseen unas 4
0 5 veces la media de la salinidad del agua de mar. Para este estudio se selecciono un
estanque concentrador de una salina solar localizada en Santa Pola, Alicante, con una
concentracion total de sales del 19% (w/v), la concentracién total de NaCl es 5 veces mayor
que la media del agua del mar y en este ambiente coexisten y compiten dos grupos de
microorganismos predominantes que son los haléfilos moderados y los haléfilos extremos. Para
el estudio se obtuvo el ADN total y posteriormente se secuencié mediante pirosecuenciacion
454 (Roche), obteniéndose un metagenoma de 475 Mb constituido con secuencia con un
tamafio medio de 361 bp. Para el presente estudio dicho metagenoma se analizé mediante la
herramienta clasica BLAST. En la secuencia de datos metagendémica se han estudiado
actividades hidroliticas, fundamentalmente actividad amilasa, proteasa, DNasa y lipasa. Estas
actividades hidroliticas son realizadas principalmente por las siguientes especies microbianas:
la arquea haldfila extrema Haloquadratum walsbyi y la bacteria haléfila extrema Salinibacter
ruber.

Tras el analisis de las actividades hidroliticas presentes en dicho metagenoma estamos
procediendo a la construccion de una genoteca de fésmidos que nos permitira el estudio de
aquellas enzimas que puedan tener un interés biotecnoldgico.
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LipC es una lipasa de Pseudomonas sp. 42A2, dependiente de la foldasa (LipH), que presenta
un interesante comportamiento psicréfilo; de hecho su temperatura éptima se encuentra entre 4
y 20°C [1]. Sin embargo esta enzima posee sélo una moderada resistencia a elevadas
temperaturas, mostrando un 8% de actividad residual tras 15 minutos a 60°C. Con objeto de
aumentar la termoestabilidad de LipC, sin menoscabo de su psicrofilicidad, se utilizaron
técnicas de evolucién dirigida basadas en mutagénesis por disefio racional. Las enzimas
termoestables son generalmente rigidas, asi que mediante el programa B-fitter [2], y en base al
modelo de homologia en 3D de LipC, se eligieron los residuos con mayor flexibilidad como
targets 6ptimos para la mutagénesis. Sobre los targets seleccionados se disefiaron 8 librerias
utilizando distintos sistemas de degeneracion de codones. El nimero de clones necesarios
para saturar cada posicion a mutar se determiné mediante la hoja de calculo CASTER [2]. La
mutagénesis se realizd por QuickChange PCR [4] sobre el plasmido pBBIipClipH, que contiene
la construccion en cis de la lipasa mas su foldasa y las moléculas mutadas se electroporaron
en la cepa PABST7.1 de Pseudomonas deficiente en la copia genémica para la lipasa LipA y la
foldasa LipH [5]. Los mutantes que mostraron halo de degradacién en placas de agar con
tributirina se analizaron mediante un sistema de highthroughput para identificar las variantes
con mayors termoestabilidad. Se analizé la actividad lipasa sobre pNP-caprilado del
sobrenadante de mas de 3000 clones mutantes antes y después de una exposicion de 15
minutos a 60°C, comparando la actividad residual con la del control negativo representado por
el clon con la enzima original. Se seleccionaron sélo los mutantes con un actividad residual
después del heatshock superior al 20% respecto al control. Los 7 mejores clones en cuanto a
incremento de la termoestabilidad se analizaron individualmente estandarizando los resultados
por concentracion de proteina y efectuando el analisis de secuencias para identificar las
mutaciones introducidas. Entre ellos se selecciond, el clon D2H8, que mostré un aumento de
termoestabilidad respecto al enzima original del 48%, manteniendo al mismo tiempo su
temperatura optima entre 4 y 20°C. Este mutante fue utilizado como molde para una segunda
ronda de mutagénesis para la cual se generaron dos nuevas librerias de clones. Con el mismo
criterio de seleccion se identificaron otros 9 candidatos cuya termoestabilidad era superior al
20% respecto al clon D2H8 obtenido en la primera ronda. Los ensayos individuales de
termoestabilidad y psicrofilicidad condujeron a la seleccion de tres mutantes cuya secuencia se
esta determinando para identificar los cambios conformacionales aportados a la proteina.
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Una celda de combustible microbiana (MFC), es un reactor bioelectroquimico que convierte la
energia quimica, contenida en los residuos organicos, en electricidad, mediante un proceso de
catélisis biologica. La tecnologia de las MFC permite combinar la generacién directa de
electricidad con el tratamiento biolégico de aguas residuales, tanto urbanas como industriales,
deyecciones animales y otros residuos organicos biodegradables [1,2]. La poblacion
microbiana situada en el compartimento anddico actia como catalizador, liberando electrones y
protones procedentes del metabolismo oxidativo de los compuestos organicos. Estos
electrones son transferidos mediante estrategias de contacto directo, o mediante la utilizacion
de moléculas de intercambio electronico (shuttles redox) al anodo, donde se transfieren a
través de un circuito externo hacia la camara catéddica reduciendo el aceptor final de electrones,
tipicamente el oxigeno.

Entre otros factores, el elevado coste de las membranas de intercambio de protones (PEM),
limita la aplicacion practica de esta nueva biotecnologia, y es por esta razén que el desarrollo
de nuevos tipos de membranas de bajo coste es especialmente relevante.

En el presente estudio se probaron, en MFC de dos celdas (10 ml/celda) (Figura 1), tres tipos
de membranas PEM comerciales: Nafion N-117 (Dupond, Co., Delware, USA) y Ultrex CMI-
7000 y AMI-7000 (Membranes International, USA), utilizando un inéculo procedente de un
digestor anaerobio con elevada carga en nitrégeno.

Figura 1: Montaje experimental de los reactores.
Se ha estudiado como afectan diferentes membranas PEM, tanto a nivel electroquimico como
en la comunidad microbiana.

La caracterizacion electroquimica se ha realizado mediante un seguimiento del voltaje (mV) y
mediante curvas de polarizacion, variando la resistencia externa del circuito (rango 0 a 30.000
Q), donde se determind la densidad de potencia maxima, intensidad y voltaje maximo de los
reactores (Tabla 1).

Tabla 1: Valores de rendimiento maximo obtenido en los reactores.

V(mv)  P(mW/m’)

D.A (AMI-7000) 201 15
D.A (CMI-7000) 340 44
D.A (Nafion) 433 71

Asimismo se ha estudiado la comunidad microbiana, tanto de eubacterias como de arqueas,
mediante electroforesis en geles de gradiente desnaturalizante (DGGE), para determinar el
efecto de las diferentes membranas en la comunidad microbiana.
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El enfoque multidisciplinar presentado permite una mejora en el conocimiento de la evolucion
de la comunidad microbiana implicada en reactores MFC en funcién de su rendimiento
electroquimico y de los materiales de membrana utilizados, para su posterior escalado
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Methanogenic archaea are strictly anaerobic microorganisms that produce methane from
compounds such as acetate, formate and CO,. These microorganisms are abundant and active
in many different anaerobic environments such as freshwater and marine sediments.
Methanogenic communities in sediments from Admiralty Bay and Bransfield Strait, Antarctic
Peninsula, are being characterized by both molecular and cultured-dependent techniques.
Sediments from five different depths (100, 300, 500, 700 and 1100 m) were sampled with a box
corer, subsampled on board in 60mL polypropylene syringes for cultivation studies and in whirl
packs for molecular analysis, and kept at 4 and -20°C, respectively until further processing.
DNA was extracted and DGGE analysis performed with archaeal 16S rRNA primers 344f and
915r. Sediments from depths 100 and 1100 m were also inoculated in media for the enrichment
of methanogenic strains and incubated at 15°C. DGGE revealed complex band patterns for all
five sites, indicating high archaeal diversity. However, little difference between fingerprintings
was observed, suggesting that depth have little influence on diversity of archaeal communities.
Archaea 16S rRNA clone libraries are under construction to better characterize the archaeal
communities in these sediments. Enrichment cultures of 100 and 1100m sediments produced
1.35 and 1.31 mmol methane respectively after 4 months of incubation at 15°C. UV-microscopy
revealed that similar methanogenic morphologies were enriched in both cultures, with the
predominance of small rods. Longer rods and cocci also occurred in both cultures. Molecular
characterization is being carried out in order to identify methanogenic groups present in the
cultures.

Keywords: Methanogenic Archaea, Antarctic Peninsula, biodiversidade, methane
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Los microorganismos metanogénicos son uno de los grupos principales que intervienen en el
proceso de degradacién anaerobia. Estos se dividen a su vez en dos subgrupos, por un lado
estadn las metandgenas acetoclasticas que son capaces de producir metano y diéxido de
carbono a partir del acetato y por otro las utilizadoras de hidrégeno, que lo producen a partir del
hidrogeno y del diéxido de carbono que provienen del metabolismo de las bacterias
acidogénicas y acetogenicas.

Para el estudio de la determinacion de la actividad de metanégenas en la obtencién de
biohidrogeno a partir del proceso de degradacién anaerobia de la fraccion organica de los
residuos sélidos urbanos, se realizé un ensayo discontinuo en rango termofilico de temperatura
(55°C) en una bateria de 4 reactores con un volumen util en cada reactor de 2,3 litros. Como
fuente de in6culo se utilizaron lodos anaerobios termofilicos de depuradora, el porcentaje de
inoculacién en todos los casos fue del 10 %. A cada uno de los reactores se le aplico un
tratamiento diferente con objeto de inhibir a la poblacién metanogénica y asi fomentar la
productividad de biohidrégeno. Los tratamientos aplicados fueron, acidificacién, choque
térmico, sobrecarga y adiciéon de inhibidor, 2- Bromo etano-sulfonato sodico (BESA). Para la
cuantificacion de los diferentes grupos microbianos (Eubacterias, metandgenas acetoclasticas
y metanégenos utilizadoras de hidrogeno) se utilizé la técnica FISH. La mayor actividad de
metandgenas acetoclasticas y de utilizadoras de hidrégeno se observoé en el reactor de
sobrecarga, este tratamiento fue el que presenté una mayor produccion acumulada de metano
(15 ml) y una mayor productividad de metano (0,51 ml de CH, acumulado/gDQOs), la actividad
de las metanogenas acetoclasticas fue de 5,55 ml de CH4/10" células de metanogenas
acetoclasticas y la de las utilizadoras de hidrégeno fue de 5,52 ml de CH4/10" células de
metandgenas utilizadoras de hidrogeno. Los tratamientos que presentaron una menor actividad
metanogénica fueron el tratamiento con inhibidor quimico y el de choque térmico, ambos
presentaban una produccion acumulada de metano de 2 ml y una productividad de 0,07 ml de
CH,/g DQOs. La actividad de metanogenas en el tratamiento de choque térmico fue de 1,13 ml
de CH,10'™ células de metanogenas acetoclasticas y de 0,80 ml de CH,/10" células de
metanogenas utilizadoras de hidrogeno y en el tratamiento de acidificacion la actividad fue de
0,91 ml de CH4/10" células de metandgenas acetoclasticas y de 1,43 ml de CH/10'° células de
metandgenas utilizadoras de hidrégeno.
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El aprovechamiento de la biomasa lignocelulésica en general, y de los residuos agricolas en
particular, como fuente de materia prima para la produccion de bioetanol de segunda
generacion es una opcion interesante para reducir la dependencia de los combustibles fosiles.
El residuo resultante de la poda del olivo puede utilizarse como materia prima para la
produccion de bioetanol. La conversién de los carbohidratos contenidos en este residuo en
etanol requiere tres etapas principales: pretratamiento, cuyo objetivo es alterar la estructura
lignoceluldsica para mejorar la accesibilidad de las enzimas; hidrdlisis enzimatica (obtencién de
azucares a partir de la celulosa y la hemicelulosa) y fermentacién, transformacion de los
azucares a etanol.

El objetivo de este trabajo es evaluar el fraccionamiento de la biomasa lignocelulésica de
residuo de la poda del olivar mediante un pretratamiento de explosién por vapor, para la
produccion de azucares fermentables a etanol mediante un proceso de fermentacion y
sacarificacion simultéanea.

La biomasa del residuo de ramoén de olivo previamente sometida a una etapa previa de
extraccion fue pretratada en una planta piloto de explosiéon por vapor, con un reactor de 2 litros
de capacidad. Se plante6 un disefio de composicién central (22 + puntos estrella, tres
repeticiones en el punto central). El pretratamiento se evaludé considerando la recuperacion
total de azucares, tanto en la etapa de pretratamiento, como en la etapa posterior de hidrdlisis
enzimatica.

El estudio de optimizacién permitié seleccionar unas condiciones de pretratamiento (187°C 30
minutos) con las que se puede obtener el 84% de la xilosa y el 80% de la glucosa contenidas
en la materia prima. La poda de olivo pretratada en las condiciones éptimas se ha utilizado
como sustrato en la hidrdlisis enzimatica utilizando diferentes preparados enzimaticos
comerciales de celulasas y xilanasas. Se ha probado ademas la incorporacién de agentes
tensoactivos durante la hidrélisis enzimatica.

Los resultados obtenidos mostraron que la incorporacion de xilanasa mejora la hidrélisis
enzimatica, mientras que la incorporaciéon de tensoactivos no iénicos mejora los rendimientos
de hidrolisis unicamente a tiempos cortos.

La utilizacién de una etapa de presacarificacion previa a la sacarificacion y fermentaciéon
simultanea mejora la produccién de etanol cuando se afade xilanasa en el medio, lo que se
atribuye a una mayor produccién de glucosa en la hidrélisis enzimatica.

Agradecimientos: Este trabajo se ha realizado gracias a la subvencién concedida por el Ministerio de
Ciencia e Innovacion (Proyecto Ref. ENE2008-06634-C02-01)
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La mayor parte del bioetanol que se produce en el mundo procede de cultivos de cafa de
azucar (Brasil) y maiz (USA), representando mas del 72% de la produccion mundial. En Europa
la produccién de bioetanol, favorecida en los ultimos afos por las politicas de la UE, procede
de la fermentacién de azucares de cereales (granos de trigo o cebada). Sin embargo, el uso de
biomasa lignocelulésica para producir etanol de segunda generacion (2G), especialmente el
que procede de residuos agricolas, ha despertado gran interés porque se trata de un material
abundante que no compite con la cadena alimentaria. Para llevar a cabo este proceso es
necesario desestructurar la pared celular vegetal para que los polisacaridos, celulosa y
hemicelulosa, puedan ser hidrolizados por coécteles de enzimas eficaces y a precios
competitivos. En la actualidad existen comercializados diferentes cocteles con actividad
celulasa (endo- y exo-celulasas y B-glucosidasas), que proceden generalmente de cultivos de
hongos del género Trichoderma suplementados con B-glucosidasas de otros hongos. Cabe
destacar que la B-glucosidasa (EC 3.2.1.21) es una enzima clave en el proceso ya que hidroliza
la celobiosa y otros oligobmeros de la pared celular vegetal a glucosa para que pueda ser
fermentada por las levaduras a etanol.

En este trabajo se estudia la B-glucosidasa secretada por una cepa de Asperqillus aislada de
una plantacién de cafia de azucar en Brasil. Este hongo fue seleccionado en un amplio
screening por los altos niveles de B-glucosidasa que producia en un medio basal suplementado
con avicel (niveles mayores que los detectados en Trichoderma reseii RUTC 30). Este hongo
se ha identificado como una cepa de Aspergillus japonicus basandonos en su morfologia y la
secuencia ITS de su ADNr. La inducciéon de B-glucosidasa secretada por este hongo se ha
estudiado en diferentes medios suplementados con “corn steep solids” (CSS), avicel, bagazo
de cana de azucar y salvado de trigo (28 °C y 200 rpm). Los mejores resultados se obtuvieron
en el medio CSS suplementado con salvado de trigo y un medio con bagazo de cafa de
azucar. También se obtuvieron altos niveles de p-glucosidasa en un medio mineral,
suplementado con 0,3% CSS. La B-glucosidasa secretada por este hongo es estable en un
rango de pH entre 4-7 y a 30-70°C al menos durante 24h. La enzima se ha purificado utilizando
columnas de intercambio iénico y exclusién molecular con el fin de estudiar sus propiedades
cataliticas.
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El bioetanol es un combustible obtenido como resultado de la fermentacion de materias
vegetales ricas en carbohidratos y es una de las alternativas que se esta considerando para
reducir nuestra dependencia de los combustibles fosiles y las emisiones de CO, a la atmdsfera.
Para evitar la competencia con los recursos alimentarios se esta promoviendo el uso de
biomasa lignoceluldsica, principalmente de residuos agricolas, como la paja de trigo, por ser
mas baratos y abundantes que otras materias primas. Sin embargo, para que los azucares de
los polisacaridos de la pared celular vegetal puedan llegar a ser fermentados se requieren 3
etapas: pretratamiento, hidrdlisis enzimatica y fermentacion. El pretratamiento es imprescindible
para desestructurar el material lignoceluldsico y facilitar el acceso de las enzimas hidroliticas a
los carbohidratos. La mayoria de los métodos descritos (fisicos y/o quimicos) son costosos y
generan inhibidores que interfieren negativamente en el proceso. En este trabajo se evalla si el
pretratamiento bioldgico, con hongos basidiomicetos capaces de degradar la lignina, puede ser
una alternativa viable y respetuosa con el medio ambiente.

Se realiz6é un screening con 21 hongos basidiomicetos, utilizando paja de trigo esterilizada y
con un contenido de humedad del 66%. Los cultivos se incubaron en condiciones de
fermentacion en estado solido (SSF) a 25-30°C y se evaluaron a los 7,14, 21 dias analizando:
a) las actividades enzimaticas implicadas en la degradaciéon de la lignocelulosa y azucares
presentes en la fraccién hidrosoluble y b) la pérdida de peso, lignina Klason, composicién en
azucares y digestibilidad de la fraccion solida. La digestibilidad se evalu6 tras hidrolizar la paja
biopretratada con celulasas y xilanasas (cedidas por Novozymes) y el etanol, producido, tras la
fermentacion del hidrolizado con Saccharomyces cerevisiae, por cromatografia de gases.

La mayoria de los hongos degradaron poco la lignina de la paja de trigo, ocasionando altas
pérdidas de carbohidratos y/o baja digestibilidad, por lo que su utilizacion en estos procesos
quedo descartada. Sin embargo, Irpex lacteus, Poria subvermispora, Phlebia radiata, Panus
tigrinus, Phellinus robustus, Polyporus alveolaris y Pleurotus eryngii produjeron, a los 21 dias
de SSF, un rendimiento final de recuperacién de azucares (glucosa y xilano) del 62, 61, 52, 50,
50, 50 y 41% respectivamente, mayor que en el control realizado con paja sin inocular (35%),
incubado en las mismas condiciones. Los niveles de celulasas y xilanasas secretadas por los
hongos seleccionados fueron muy bajos y los de lacasas y peroxidasas encontrados indican
que estos no se correlacionan siempre con un incremento de la digestibilidad de la paja.
Finalmente, la determinacién de etanol a partir del material biopretratado con estos hongos
indicé que la conversion de glucosa durante la fermentacion fue practicamente total, lo que
sugiri6 que durante la SSF no se generaron inhibidores que afectaran el rendimiento del
proceso.

Segun estos resultados el pretratamiento biolégico del material lignocelulésico puede ser una
alternativa viable para obtener bioetanol 2G. Aunque el rendimiento global del proceso es
alrededor de un 20% menor que el obtenido con tratamientos fisico/quimicos, los resultados
son esperanzadores y se contindan los ensayos para optimizar los tiempos y condiciones de
cultivo con el fin de incrementar la recuperacion final de azucares.
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Los residuos lignoceluldsicos generados en las actividades agricolas y forestales suponen una
interesante alternativa para su uso como materias primas en la obtenciéon de biocombustibles.
Estos residuos requieren una etapa previa a la hidrélisis enzimatica para aumentar su
digestibilidad y mejorar el rendimiento en la produccién de azucares. Con esta finalidad se
pueden utilizar diferentes pretratamientos. Dentro de los pretratamientos de tipo quimico, la
oxidacién con ozono es una alternativa que presenta importantes ventajas. El ozono es un
oxidante que reacciona de forma selectiva con la lignina dando lugar a compuestos solubles de
menor peso molecular. El proceso tiene lugar a presién y temperatura ambiente, por lo que se
evita la degradacion de la celulosa y hemicelulosa y la formacion de inhibidores. Este trabajo se
plantea con el objetivo de analizar la influencia de la etapa de pretratamiento con ozono en la
degradacion de lignina y en la produccion de azucares fermentables durante la posterior etapa
de hidrdlisis enzimatica. Como materias primas se utilizaron distintos tipos de paja: centeno,
trigo, avena y cebada, cultivos de especial relevancia en Castilla y Ledn.

En los ensayos de ozonizacién se utilizd un reactor de lecho fijo a temperatura ambiente. Se
operd en las condiciones Optimas previamente establecidas: 40% de humedad, tamafo de
particula 3-5 mm y 1,8 g Os/h en un flujo de aire de 60 L/h. Los ensayos de hidrdlisis se
realizaron con una mezcla de celulasas y p-glucosidasas de Novozymes a 50 °C durante 96 h.

En primer lugar se realizaron unos ensayos con paja de trigo para seleccionar un tiempo
adecuado de ozonizacién. Se observo que con 2,5 h de reaccion, el contenido en lignina acida
insoluble (LAI) disminuye del 22 al 12%, mientras que el de lignina acida soluble (LAS)
aumenta del 3 al 8%. Prolongar el tiempo de reaccion no mejora estos resultados. El consumo
de ozono fue 0,1 g Os/g paja seca. Para el resto de materias primas se observé un
comportamiento similar, de forma que, en funcién del tipo de materia prima usada, el contenido
en LAl disminuye del 20-24% hasta el 11-13% y el de LAS aumenta del 3-4% al 7-8%.

Respecto a la etapa de hidrdlisis enzimatica se observd que el pretratamiento con ozono
aumenta la produccion de azucares fermentables (glucosa y xilosa). En el caso de paja de
centeno y cebada, la produccion de glucosa mejoré un 54-59%, respectivamente, respecto a la
materia prima sin pretratar. Estas dos materias primas son las que presentan mayor contenido
inicial de LAl (27 y 23%). Con paja de trigo la produccion de glucosa mejoré un 40% mientras
que con paja de avena soélo se consigue mejorar la produccion de glucosa un 19%. Por otra
parte, el pretratamiento con ozono también mejora la produccion de xilosa un 31-34% para
todas las materias primas, excepto para paja de avena (15%). El rendimiento en la produccion
de xilosa es menor, pero hay que sefialar que solo se utilizaron enzimas del tipo celulasa y
glucosidasa.

Por lo tanto, el pretratamiento quimico con ozono mejora la produccion de glucosa y xilosa en
la etapa de hidrdlisis enzimatica, sin causar pérdidas de azucares ni producir inhibidores. Los
mejores resultados se obtuvieron utilizando paja centeno y cebada, aunque con paja de trigo
también se consiguieron buenos resultados.
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El fraccionamiento de la biomasa es un paso esencial previo al uso de carbohidratos presentes
en la misma para la produccion de etanol y otros productos de alto valor afiadido. Se han
propuesto numerosos pretratamientos de biomasa en condiciones de alta temperatura y
presion, que han demostrado ser eficaces en su fraccionamiento, pero que sin embargo,
requieren un elevado input energético y altos costes de operacién. Ademas, las altas
temperaturas utilizadas en estos pretratamientos normalmente conllevan una cierta
degradacion de los azucares contenidos en la biomasa, lo que impide maximizar el rendimiento
global del proceso. En comparacion, la extrusion, una técnica ampliamente utilizada en la
industria alimentaria y del plastico, puede aplicarse al pretratamiento de la biomasa en
condiciones mucho mas suaves. El proceso de extrusion se basa en la ruptura mecanica de la
matriz de la biomasa gracias a las fuerzas de rozamiento producidas por el giro de un tornillo
ajustado dentro de una carcasa con control de temperatura. En el interior del moédulo del
extrusor el material se somete a calentamiento, mezcla y fuerzas de rozamiento, lo cual
conduce a cambios fisicos y quimicos del mismo.

El objetivo de este estudio es evaluar la eficacia del proceso de extrusion, usando NaOH como
catalizador, como método para fraccionar la biomasa de paja de cebada y mejorar su
digestibilidad por enzimas celuloliticas, para su utilizacion como sustrato en un proceso de
conversion bioldgica a etanol. Para ello se estudiaron los cambios en la composicién quimica
del sustrato (componentes mayoritarios celulosa, hemicelulosa, lignina y cenizas) y en su
digestibilidad enzimatica mediante ensayos de laboratorio con enzimas comerciales, en funcién
de las variables temperatura de extrusion y la concentracién de catalizador.

Se utilizé un equipo de extrusién de doble tornillo, de 25 mm de diametro, el cual esta
compuesto por seis modulos, de 100 mm de longitud cada uno, con control de temperatura. El
catalizador empleado fue NaOH, en una disolucion acuosa de 10% en peso. Se calculé una
proporcién entre la disolucion de NaOH y la paja de cebada, de forma que la relacion
NaOH/materia seca variase entre 2,5y 7,5%. El intervalo de temperatura se establecié entre 50
y 100°C.

El efecto de las variables de proceso temperatura y relacion sosa/materia seca se analizd
usando un método de superficie respuesta, de acuerdo con un disefio de experimentos 2°. Los
parametros analizados para evaluar la efectividad del pretratamiento de extrusién con NaOH
fueron el contenido en celulosa, hemicelulosa y lignina en el material extrusado, y el
rendimiento de hidrélisis enzimatica, basado en la glucosa y la xilosa liberadas en ensayos
estandares de laboratorio con enzimas comerciales.

Los resultados muestran un importante efecto de la relacion NaOH/materia seca y, en menor
medida, de la temperatura, en los parametros estudiados. A partir de los resultados obtenidos
del disefio de experimentos se determinaron las condiciones 6ptimas para una maxima
respuesta de glucosa y xilosa liberada por hidrélisis enzimatica y se validé experimentalmente
este resultado. El sustrato pretratado en estas condiciones 6ptimas se sometié a diversos
ensayos de hidrolisis en laboratorio, con el fin de mejorar la eficiencia del proceso de hidrolisis
enzimatica en cuanto a la dosis de enzima empleada.
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En la actualidad, la mayor parte del biodiésel se produce a partir de aceites vegetales de
distinta procedencia [1]. Debido al coste de produccion de biodiésel a partir de estos aceites y a
la necesidad de grandes extensiones de cultivo, se estan investigando nuevas materias primas
alternativas para sustituir a los aceites convencionales [2]. En este sentido, los
microorganismos oleaginosos constituyen una fuente de lipidos para la produccion de
biodiesel, que ha sido muy poco explorada. Concretamente, aquéllos que han demostrado una
importante capacidad de acumular estos lipidos y, ademas, pueden manipularse
genéticamente para mejorar u optimizar su acumulacién. Basandose en esta idea, el
Departamento de Energia de los Estados Unidos (DOE) lleva ya algun tiempo financiando
distintos programas, entre lo que se encuentra “Genomics to Life”, que se dedica a secuenciar
genomas de organismos que pudieran ser importantes en la produccion de biocarburantes.
Dentro de este programa, el DOE ha seleccionado al hongo Mucor circinelloides.

La comunicacion que se presenta se centra en la optimizacion del proceso de produccion
directo de biodiesel [3,4], sin etapa de extraccién de lipidos previa, a partir del hongo Mucor
circinelloides con un contenido en lipidos totales del 19% [5]. A su vez, el contenido en lipidos
susceptibles de ser transformados en biodiesel (lipidos saponificables y acidos grasos) es del
99,7 %. El catalizador empleado fue acido sulfurico, debido al elevado contenido en acidos
grasos libres (7,7 %) de la fraccion lipidica extraida.

El rendimiento de biodiesel en el proceso fue semejante si se utiliza la mezcla cloroformo
metanol (19,3 %), o solo metanol (19,0 %). Por tanto, el metanol actia como disolvente de
extraccion y como reactivo de manera simultanea, lo que permite la simplificacion del proceso
de obtencién de biodiesel. El contenido en éster aumenté con el tiempo, cumpliendo la
especificacion correspondiente de la normativa europea UNE-EN 14214 a partir de la segunda
hora. La cantidad de catalizador influyé notablemente en la composicién del biodiesel. El
maximo contenido en éster (96,7 %) se obtuvo para una relacién catalizador/hongo de 0,6. Las
relaciones de catalizador/hongo superiores no resultan adecuadas, porque el acido sulfurico
ataca el biodiesel producido. A mayor temperatura, se produjo una mayor conversion de la
materia saponificable y los acidos grasos que contiene el microorganismo, observandose que a
65 °C la mayor parte de estos lipidos se han transformado en esteres metilicos. Por ultimo,
segun aumentd la relacion metanol/hongo, las conversiones a esteres metilicos fueron
mayores. El biodiesel obtenido con las condiciones éptimas cumple con las normativas UNE-
EN 14214 y ASTM D6751-08.
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La crisis energética actual y el agotamiento de combustibles fésiles estan llevando a la
busqueda y empleo de fuentes de energia alternativas. El hidrogeno (H,) es una fuente de
energia alternativa prometedora y la fermentacion &cida (u oscura) llevada a cabo por
microoganismos a partir de residuos es una aproximacion atractiva, barata y ecolégica para su
obtencion. Sin embargo, para que la implementaciéon de la fermentacion acida a gran escala
sea factible, es fundamental la mejora de los rendimientos de hidrogeno obtenidos. La
produccién de H, puede ser llevada a cabo tanto por cultivos puros de bacterias fermentadoras
como por cultivos mixtos enriquecidos. El lodo granular (forma que adopta la biomasa en los
reactores anaerobios UASB), posee una enorme biodiversidad - incluyendo bacterias
productoras de H, — por lo que es un buen inéculo tanto para su aislamiento como para la
consecucioén de cultivos enriquecidos.

Mediante técnicas de enriquecimiento, dilucién y siembra en placa, se han aislado tres cepas
de microorganismos altamente productores de H,. Mediante estudios en batch, usando un
medio rico en azucares y péptidos, se optimizaron los parametros fisico-quimicos (temperatura
y pH) para la producciéon de H,, tanto de los cultivos puros como de un cultivo enriquecido.

Los tres microorganismos aislados pertenecen a diferentes especies del género Clostridium: C.
saccharobutylicum H1, C. beijerinki/acetobutylicum H5, C. butyricum H17. Los tres cultivos
liberan H, como subproducto de la fermentacion de azucares y, en menor medida, péptidos.
Los principales metabolitos generados son los tipicos de la fermentaciéon acidogénica de
azucares: butirato, acetato, propionato y, en menor medida, etanol. En C. butyricum H17 se
detect6 también la presencia de lactato. Aunque la relacion butirato:acetato de los productos de
fermentacion es mayor de la esperada (hay una desviacion hacia la produccion de butirato), los
valores de produccion de H, obtenidos se ajustan bien a los valores de rendimiento tedricos. La
DQO consumida varié entre 25-30%, proxima al valor tedrico (1/3 de la DQO suministrada). Las
tendencias de producciéon acumulada de H,, pH y crecimiento celular observadas en cultivos en
batch muestran que tanto las especies de Clostrium estudiadas como el cultivo enriquecido,
realizan fermentacion acetobutirica, produciendo H,, CO,, acetato y butirato durante la fase de
crecimiento exponencial inicial (fase acidogéncia), resultando en un descenso del pH hasta
valores de 4-4,5. No se detecté el cambio a fermentacion solventogénica.

Cada uno de los tres cultivos se comporta de manera diferente en el rango de pH estudiado (5-
7,5), manteniéndose constante la actividad productora de H, para la cepa H1, mientras que
aumenta linealmente para H17. Por lo que se refiere a la temperatura, no parecen existir
diferencias significativas entre 25-35°C, disminuyendo en todos los casos para 40°C.
Comparando la capacidad productora de H, de los cultivos puros se puede concluir que C.sp
H5 es el mejor productor en el medio y condiciones utilizadas.
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La producciéon de bioetanol de primera generacién, un proceso industrial bien establecido,
plantea el problema de la competicién por los sustratos utilizados, fundamentalmente cereales,
con la industria alimentaria. Muchos sustratos alternativos no utilizables como alimentos, como
celulosas y lignina, presentan dificultades tecnoldgicas para obtener a partir de ellos los
azucares fermentables, lo que esta limitando su implantacién industrial. La algarroba, con un
50% de su peso constituido por azucares facilmente fermentables (sacarosa, glucosa y
fructosa), es un buen candidato como sustrato alternativo para obtener etanol de segunda
generacion, especialmente en paises como Portugal y Espafia, donde por sus caracteristicas
(crecimiento en suelos pobres y secos, escaso mantenimiento y buena productividad) es un
cultivo tradicional en las zonas de clima mediterrdneo. Por todo ello, en la Universidad del
Algarve se iniciaron estudios para evaluar y optimizar la produccién de bioethanol a partir de
los residuos de la algarroba procedentes de una industria local que extrae de este fruto otros
productos de interés industrial. Los primeros resultados demostraron las potencialidades
industriales del sustrato y también permitieron identificar las limitaciones del proceso. En un
extracto acuoso de algarroba pulverizada, suplementado con una fuente de nitrégeno y otros
nutrientes, el 100% de los azucares eran fermentados y transformados en etanol con un
rendimiento cercano al maximo (0,49 g/g). La unica limitacién del proceso era la acumulacién
de etanol que inhibia y finalmente paraba el proceso cuando se alcanzaban los 100 g/L
aproximadamente. Como se ha encontrado también en otras ocasiones, la fermentacion fue
mas tolerante que el crecimiento (1,2).

En este trabajo analizamos la cinética de la inhibicién del proceso fermentativo aplicando dos
modelos matematicos alternativos. El primero considera que todas las células tienen idéntica
tolerancia al etanol y establece dos fases de la inhibicién. En la primera fase, el etanol no
produciria ningun efecto hasta que se alcanzara una concentracion critica. En ese momento
comenzaria la inhibicion, que aumentaria exponencialmente con la acumulacion de etanol (3).
El modelo alternativo considera que cada célula tiene su propia tolerancia y que esta
heterogeneidad puede ser descrita por una distribucion tipo Weibull. Ambos modelos describen
razonablemente bien la cinética de inhibicion, aunque la bondad del ajuste es mejor para el
modelo Weibull. Ademas, hemos comprobado la hipétesis de la heterogeneidad celular con
experimentos independientes, estudiando el estado fisioldgico de células individuales utilizando
un espectrofotémetro Bioscreen. Los resultados confirman que la poblacidon es heterogénea y
por tanto los modelos matematicos mas adecuados para describir, analizar y procurar
aumentar la tolerancia a etanol deben estar basados en distribuciones estadisticas, como la de
Weibull, que incorporen esta heterogeneidad al modelo.

Referencias:

1. S. Raposo, J. M. Pardéo, I. Diaz, M.E. Lima-Costa (2009) “Kinetic modelling of bioethanol production
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El PGA es un polimero extracelular no téxico producido por varias bacterias del género
Bacillus, y con potenciales aplicaciones en la cosmética, la medicina, la industria alimentaria o
en el tratamiento de aguas [1].

Tradicionalmente se ha obtenido el PGA por fermentacion en fase liquida. Una alternativa
interesante es la produccién de PGA mediante la fermentacién con sustratos sélidos como la
soja texturizada o residuos de patata.

En este estudio se ha producido PGA empleando distintos sustratos sélidos con Bacillus
licheniformis ATTC 9945A. Los sustratos solidos son de alto contenido proteico, algunos de los
cuales no habian sido probados hasta ahora, como son la soja texturizada, soja, levadura de
cerveza, pinones, judias, garbanzos, lentejas rojas, azuki, germen de trigo y semillas de
calabaza. También se ha estudiado el efecto de la L-glutamina y del &cido 2-ketoglutarico en el
rendimiento final de la fermentacion. Como condiciones de cultivo se han utilizado las
propuestas por Bajaj et al. [2], con una concentracion inicial de la mezcla del 60%.

Las fermentaciones han durado 3 dias. Al finalizar éstas, las mezclas fermentadas se han
filtrado, se han disuelto en 10 volumenes de agua destilada (basado en el peso inicial del
sustrato seco) y se han separado las células por centrifugacion.

Para separar el PGA formado, que se encontraba disuelto en el sobrenadante, la disolucion se
vertio sobre 4 volumenes de etanol. El PGA precipitado se recogio y se puso en un desecador
al vacio hasta peso constante.

Resultados:

La cantidad de PGA obtenida en casos seleccionados es la indicada en la tabla siguiente:

qua Levadura Piflones Gerrr_len de Judias | Lentejas
texturizada trigo
mg de PGA/ 69.8 714 27.1 0 0 0
g de sustrato
o -
% de proteina 46.6 50.0 24 235 22.3 23.0
en sustrato

Los resultados dependientes de la presencia de L-glutamina o acido 2-ketoglutarico son:

Condiciones de culgivo
L-Glutamina (%) Acido 2-ketoglutarico (%)
0.067 0.27 0,33 0.507 0.67 3.33
mg de
FeAg 1105 1305 144.3 149.5 155.7 0
sustrato
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Conclusiones:

Los resultados indican que es posible la produccion de PGA mediante fermentacién en estado
sélido con altos rendimientos y que la biosintesis del PGA esta favorecida por aquellos medios
ricos en proteinas. En el caso de la presencia de sustancias potenciadoras, se observa un
aumento de la produccion de PGA. En ambos casos, puede aprovecharse la metodologia para
la produccién piloto del biopolimero acido poliglutamico.
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El rodaballo (Psetta maxima) y el besugo (Pagellus bogaraveo) se encuentran entre las mas
importantes especies piscicolas en Galicia. La seguridad alimentaria durante la
comercializacion de ambas especies en refrigeracion puede verse comprometida por la
presencia y desarrollo de bacterias productoras de histamina, capaces de biosintetizar y
secretar histidin-descarboxilasa al medio extracelular. El objetivo de este estudio fue investigar
por primera vez la identidad de las principales especies bacterianas productoras de histamina
en rodaballo y besugo procedentes de la acuicultura en Galicia. Para ello se utilizo el bioensayo
de Niven y la técnica de HPLC para el cribado y confirmacién de la presencia de cepas
productoras de histamina, respectivamente. La identificacién de las cepas productoras se
realizé mediante amplificacidon y secuenciacion de una region de 834 pb del gen 16S rDNA. De
las 25 cepas bacterianas, 13 de rodaballo refrigerado y 12 de besugo refrigerado,
seleccionadas preliminarmente, sélo dos cepas fueron confirmadas como productores prolificos
de histamina mediante HPLC. Asi, Pseudomonas fragi (aislada de rodaballo) y Pseudomonas
syringae (aislada de besugo) produjeron 272 ppm y 173 ppm de histamina respectivamente.
Las secuencias presentaron una homologia del 99% con respecto a otras cepas de
Pseudomonas de su misma especie depositados en el GenBank. Ademas se han obtenido sus
espectros de masas mediante analisis MALDI-TOF MS observando espectros especificos que
permitieron su clasificacion. Este trabajo confirma que el principal riesgo de formacion de
aminas bidgenas en rodaballo y besugo de acuicultura, lo constituyen especies del género
Pseudomonas.
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La listeriosis se ha convertido en los paises desarrollados en una de las principales
enfermedades emergentes de transmisién alimentaria. Es producida por Listeria
monocytogenes, una bacteria gram-positiva ampliamente distribuida en la naturaleza,
caracterizada por su especial habilidad para sobrevivir y proliferar a temperaturas de
refrigeracion, ambientes con reducida actividad de agua y altas concentraciones de sal.

Normalmente esta enfermedad cursa en forma de brotes asociados a la ingesta de diversos
alimentos, como leche, queso, fiambres, embutidos o vegetales crudos. Su gravedad y alta
letalidad exige un estricto control higiénico tanto en las instalaciones como en los productos
susceptibles de ser contaminados con esta bacteria.

Las Autoridades sanitarias de la UE y EEUU recomiendan la aplicacion de procesos y
tratamientos que reduzcan al minimo la presencia de Listeria en los alimentos. Sin embargo,
actualmente no existe en el mercado una solucién totalmente eficaz que asegure el control de
L. monocytogenes en la industria. Por otro lado, la mayor demanda por parte de los
consumidores de alimentos listos para su consumo, naturales y con menos aditivos quimicos,
obliga al sector de la conservacién de alimentos a desarrollar nuevos conservantes de origen
natural, inocuos y mas efectivos frente a los microorganismos emergentes.

En el presente trabajo, se evalué la actividad anti-listeria de una formulacion basada en una
mezcla de dos principios bioactivos: CYC-P1 y CYC-N5. Ambos productos, de naturaleza
proteica, son obtenidos por sintesis microbiana en un proceso fermentativo de grado
alimentario desarrollado por DMC Research Center. Ademas se evaludé el posible efecto
sinérgico de la combinacion de este formulado con extractos vegetales con actividad
antimicrobiana demostrada.

Mediante la metodologia Challenge Test se comprob6 la efectividad del formulado frente a un
pool de 30 cepas de Listeria monocytogenes inoculadas en distintos sistemas alimentarios:
jamon cocido loncheado, chistorra fresca, queso gorgonzola y leche desnatada. Las
concentraciones de partida en los alimentos fueron aproximadamente de 10° ufc/g. El producto
se dosificd tanto en masa como en superficie mediante pulverizacién. Para monitorizar la
evolucién de Listeria tras los tratamientos se programo un plan de muestreo analitico a distintos
tiempos establecidos y a una temperatura de conservacién de 4°C.

Los datos obtenidos demostraron la eficacia de los tratamientos ensayados en el control de
Listeria monocytogenes, tanto en aplicacion en masa como en la superficie de los alimentos.
En el jamdn cocido se encontraron reducciones significativas de hasta 4 unidades logaritmicas
respecto a los lotes control. Similares resultados se observaron en chistorra fresca con
reducciones de 2 unidades logaritmicas respecto al lote sin tratar.

La aplicacion de esta formulacién en sistemas lacteos resulté especialmente eficaz en el
control de Listeria, con recuentos por debajo del limite de deteccién de la técnica para el queso
gorgonzola y ausencia completa en leche desnatada a partir de la primera semana de
conservacion. En todos los casos, se demostré6 ademas el efecto sinérgico de la combinacion
de los principios activos con los extractos naturales seleccionados.

Estos resultados demuestran que el uso de los principios bioactivos CYC-P1y CYC-N5, solos o
en combinacion con extractos naturales vegetales, puede representar una excelente alternativa
en el control de Listeria monocytogenes en la industria alimentaria.
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Uno de los puntos mas importantes al utilizar microorganismos de cara a su aplicacion
biotecnolégica es la posibilidad de modificar la expresion de sus genes a fin de conseguir
efectos que van desde un aumento de la biomasa hasta la obtencién de células recombinantes
con nuevas propiedades, o la produccién de un determinado farmaco.

Nuestro grupo trabaja en la modificacién de la expresién génica en levaduras mediante la
expresion de regiones codificadoras con variaciones de regiones 3 -UTR (3’-UnTranslated, o
3’-no traducidas). Utilizando como gen modelo KICYC1, que codifica para citocromo C en la
levadura Kluyveromyces lactis, conseguimos modular la expresion de la proteina en funcién de
la fase de cultivo y de modo independiente de la fuente de carbono utilizando dos porciones
distintas (proximal y distal) de su propia UTR (1).

También hemos conseguido deleciones de las porciones de region 3’-UTR que afectan al los
niveles de mRNA al expresarlos en una cepa carente de citocromo C de Saccharomyces
cerevisiae, pero no afectan a la capacidad de crecimiento en medios no fermentables (2). Estas
variaciones en la capacidad de crecimiento en medios no fermentables, se correlacionan tanto
con los menores niveles de mMRNA como con el menor nivel de proteina citocromo C
determinada mediante espectros diferenciales (1). Por otro lado hemos identificado consensos
en la region 3-UTR proximal de K. lactis que afectan a la estabilidad del mRNA en fase
logaritmica del cultivo (3).

Lo anteriormente expuesto indica que la modulacion de la expresion de la region codificadora
de KICYC1 con las citadas variaciones de UTR en unos casos tiene efecto claro tanto en los
niveles de mRNA como en los de proteina pero, en otros casos, las disminuciones drasticas de
mRNA no se correlacionan con la expresion de proteina en Saccharomyces. Estos resultados
reflejan la complejidad de las regiones 3'-UTR en su capacidad para modular la expresiéon
geénica. El estudio del efecto sobre metabolismo respiro-fermentativo y regulacién por fase de
cultivo, de las mutaciones de la 3’- UTR de KICYC1 cuyos efectos caracterizamos en S.
cerevisiae, expresadas en K. lactis, sera el objeto de la discusion.
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En un estudio anterior mostramos que la fusion del dominio de unién a la celulosa (CBD2) de la
celobiohidrolasa |l de Trichoderma reesei a una beta-glucosidasa (BGL1) de
Saccharomycopsis fibuligera dificulté considerablemente su expresion y secrecidon en
Saccharomyces cerevisiae. Esto sugiere que la baja produccion y secrecién de enzimas
heterdlogas celuloliticas en S. cerevisiae se pudiera atribuir al mal procesamiento del dominio
CBD presente en estas enzimas. El objetivo de este estudio fue aumentar la produccion
extracelular de una enzima quimérica CBD2-BGL1 (CBGL1) en S. cerevisiae. Para lograr este
objetivo, CBGL1 fue usado como enzima reportera para seleccionar cepas mutagenizadas de
S. cerevisiae que muestren un incremento en la secrecion de enzimas fusionadas al CBD2,
como se presenta en las enzimas celuloliticas de origen fungico. Uno de los mutantes aislados
presentd una actividad total de 200 U-L". Esta actividad es tres veces superior a la que se
detectd en la cepa silvestre de referencia, pero con un 50% de la actividad en la fraccién
intracelular. Los parametros bioquimicos de las enzimas producidas por la cepa de referencia y
por la cepa mutagenizada presentaron variaciones cinéticas poco significativas.
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Casi todas las industrias alimenticias que utilizan levaduras han ido adoptando el uso de
levadura seca activa (LSA), debido a su mayor estabilidad genética a temperatura ambiente,
reduciendo asi costos de transporte y almacenamiento. Sin embargo, su bajo nivel de actividad
demanda un mayor consumo para obtener indculos de alta calidad. Asi pues, es necesario
desarrollar LSA robustas para satisfacer las exigencias de los nuevos retos de las industrias del
sector. Nuestro principal tema de estudio es la tolerancia a la deshidratacién por parte de la
levadura Saccharomyces cerevisiae. Entre los genes esenciales para superar el proceso de
secado y rehidratacion celular, anteriormente caracterizados en nuestro grupo, 6 de ellos
pertenecen al grupo de proteinas muy hidréfilas conocidas como hidrofilinas. Las cepas
mutantes knock out de dichos genes mostraron una baja tolerancia significativa a la
deshidratacién con valores de viabilidad del 30% por debajo de la cepa de referencia BY4742.
De la sobreexpresion de todos los genes que codifican para hidrofilinas propias de la levadura
solamente STF2, SIP18, GRE1 y NOP6 mostraron un incremento desde el 30% hasta el 60%
de tolerancia a la deshidratacién respecto a BY4742. La evaluacién de los marcadores de
apoptosis celular durante la imposicion del estrés muestra un aumento del 30% en las células
rehidratadas que acumulan compuestos ROS para las cepas BY4742 y [Istf2. Sin embargo la
cepa sobreexpresante STF2 con una viabilidad del 65% refleja una acumulacion del 5% de
células ROS durante el proceso de estrés. Evaluaciones posteriores sugieren que STF2 actua
como un agente antioxidante previniendo la mortalidad celular causada por la acumulacion de
compuestos ROS.
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Foodborne intoxications caused by the consumption of fish and other products of marine origin
contaminated with bacterial pathogens are an ever-present threat, either due to bacteria and/or
its metabolites. In addition, the rapid spoilage of seafood due to microbial activity, results in high
economic losses. In order to control and minimize the microbiological hazard of foodborne
pathogens and to predict and enhance shelf-life of seafood products, pathogenic and spoilage
bacteria need to be identified in a rapid and unequivocal way.

In the present study, a collection of the main pathogenic and spoilage bacterial species with
importance in seafood safety and quality was compiled. Bacterial strains, including reference
strains from culture collections, as well as strains isolated from commercial seafood products,
were analyzed by means of both, genomic and proteomic tools.

An approximately 800 bp fragment of the 16S rRNA gene was amplified by PCR and
sequenced. For species identification, the obtained sequences were searched against the
Genbank database (NCBI) and phylogenetic relations were studied.

Simultaneously, all strains were analyzed by Matrix-Assisted Laser Desorption lonization-Time
of Flight Mass Spectrometry (MALDI-TOF MS). Highly specific spectral fingerprints were
obtained and final peak mass lists, containing 10-35 peak masses, were extracted. The web—
based application SPECLUST was used to cluster the peak mass lists, with the aim to classify
and differentiate the studied strains and to demonstrate phyloproteomic relations.

The clustering analysis by MALDI-TOF MS fingerprinting concurred with the results obtained by
the genomic approach. However, we observed that, when applying genomic tools, some strains
could not be identified on species level. Thus, in the case of the genera Pseudomonas and
Bacillus, species identification was not always possible by sequencing the 16S rRNA gene, due
to the high similarity of sequences of various species of the same genus. In contrast, the
analysis by MALDI-TOF MS exhibited enough spectral differences to allow the classification of
Pseudomonas strains, as well as Bacillus strains, into different groups. As a conclusion, for
some bacterial species, the analysis by MALDI-TOF MS resulted to be more discriminating than
the analysis based on genomic tools.

This work opens the way to the use of MALDI-TOF MS fingerprinting as an adequate, rapid and
cost-effective method for the rapid identification of food pathogenic and spoilage bacteria
potentially present in seafood.
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La campilobacteriosis es, hoy en dia, una de las enfermedades bacterianas asociadas al
consumo de alimentos mas comunes y extendidas a nivel mundial (1), lo que ha generado la
necesidad de buscar nuevas estrategias sostenibles para la eliminacion del patégeno
responsable, Campylobacter jejuni (C. jejuni), de la cadena alimentaria. Entre estas estrategias,
resultan especialmente atractivas aquellas que plantean el uso de compuestos fendlicos
presentes en frutas y extractos vegetales (2,3). Estudios previos llevados a cabo por nuestro
grupo de investigacion han indicado la efectividad del acido caféico frente a C. jejuni (4).
Investigaciones recientes sugieren que los extractos de café presentan propiedades
antibacterianas frente a diferentes microorganismos patégenos atribuibles principalmente al
acido clorogénico, los derivados que de éste compuesto, que se generan durante el tostado del
grano de café, y su precursor el acido caféico (5,6). Sin embargo, en nuestro conocimiento no
existen estudios previos que en los que se evalué el efecto del acido clorogénico y de
extractos ricos en este compuesto obtenidos a partir de de café verde, café tostado y cascarilla
de café tostado sobre el crecimiento de C. jejuni que es el objeto fundamental de la presente
investigacion.

Los resultados obtenidos indican que el acido clorogénico afecta el crecimiento de C. jejuni, de
un manera dosis dependiente y que los derivados que se generan a partir de este compuesto
durante el proceso de tostado del grano de café ejercen un efecto antibacteriano frente al
patdgeno. Investigaciones futuras permitiran identificar los compuestos generados durante el
procedimiento de tostado con efecto frente a C. jejuni; asi como, determinar la contribucién
individual de estos compuestos a la actividad antibacteriana total de extractos complejos de
café procedentes de grano de café tostado y cascarilla de café.
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En nuestro laboratorio estamos buscando fuentes alternativas de enzimas coagulantes de
leche procedentes de especies vegetales para su aplicaciéon en la industria lactea. Hoy en dia
quesos elaborados con coagulante vegetal se pueden encontrar sobre todo en paises del
Mediterraneo, oeste de Africa y sur de Europa, siendo especialmente conocidos los quesos
elaborados con flores secas de cardos del género Cynara cardunculus tanto en Espana (Casar
de Caceres, Torta del Casar, La Serena, Los Pedroches, Los Ibores, Flor de Guia) como en
Portugal (Serra da Estrela, Serpa Azeitao, Nisa, Castelo Branco, Evora). El empleo de
coagulantes vegetales en la elaboracion de quesos produce en estos aromas, sabores y
texturas novedosos, totalmente diferentes a los elaborados en las mismas condiciones con
coagulantes animales o microbianos.

La mayoria de las enzimas utilizadas en la elaboracion de masas queseras pertenecen al grupo
de las proteasas asparticas (EC 3.4.23). Estas proteasas son sintetizadas como
preproproteinas inactivas y convertidas a su forma activa por eliminacion proteolitica de la
preprosecuencia.

Entre las especies objeto de nuestro estudio se encuentra Ficus carica. A pesar de que figura
en la definicién de coagulante vegetal: "producto de origen vegetal cuyo componente activo
tiene actividad coagulante y esta constituido por una o varias proteinasas, procedentes de las
especies de cardo (Cynara cardunculus, Cynara humilis) e higuera (Ficus carica)’, no hay
descrita ninguna proteasa aspartica de esta especie.

Para obtener las secuencias codificantes de proteasas asparticas de Ficus carica disefiamos
oligonucledtidos degenerados basandonos en el alineamiento de secuencias de ofras
proteasas asparticas de origen vegetal mediante el programa informatico BLAST. Mediante la
técnica de la RACE-PCR obtuvimos una secuencia completa de cDNA que fué analizada
mediante diferentes programas bioinformaticos, verificandose que presentaba todas las
caracteristicas propias de proteasas asparticas de origen vegetal. Esta secuencia, sin el
fragmento correspondiente al péptido sefal fue clonada en el vector de expresion bacteriano
pET-21ay se inici6 el estudio de su expresion.

Agradecimientos: Este estudio forma parte de un proyecto de investigacion que lleva por titulo
“Reactivacion de la queseria tradicional gallega mediante el uso biotecnoldgico de enzimas coagulantes
de origen vegetal’ y que esta subvencionado por el Plan INCITE de la Xunta de Galicia

Il Congreso de Microbiologia Industrial y Biotecnologia Microbiana -173 -



MAB-P10

Seleccién preliminar de aislados microbianos obtenidos de
quesos gallegos de leche cruda con capacidad para asimilar
colesterol y/o producir acido linoleico conjugado (CLA),
empleando métodos espectrofotométricos UV/Visible
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El consumo excesivo de grasas saturadas causa concentraciones elevadas de colesterol en
sangre, constituyendo un factor de riesgo de enfermedades coronarias y obesidad. Los
productos lacteos contienen importantes cantidades de colesterol y grasa, pero también
pueden aportar grasas de interés para la salud. El acido linoleico conjugado (CLA) es un acido
graso presente en estos productos en bajas concentraciones, al que se le atribuyen acciones
beneficiosas sobre la salud (accibn anticarcinogénica, accién antiaterogénica,
inmunomodulacién y regulacién de la grasa corporal). Por otra parte, aunque las cantidades de
colesterol aportadas en la dieta parecen influir poco en la cantidad de colesterol total
sanguineo, una reduccion de su ingesta se considera muy beneficiosa.

La modificacion de la concentracion de CLA en la leche o derivados puede realizarse mediante
la incorporacion de microorganismos capaces de producirlo durante la fase de crecimiento
activo, o durante la fase estacionaria. Asi mismo, los microorganismos también pueden
metabolizar o modificar el colesterol de manera que éste no consiga pasar a la sangre. La
inclusiéon de microorganismos durante la elaboracion de productos lacteos fermentados o la
administracion como probidticos para su produccion “in situ” en el huésped resulta en este
sentido de gran interés. El objetivo del presente trabajo fue determinar la capacidad de
produccion de CLA y/o asimilacién de colesterol junto con el estudio de la actividad hidrolasa
de sales biliares (BSH) en 263 microorganismos asilados de quesos gallegos de leche de vaca
cruda.

Los microorganismos fueron inoculados en caldos de cultivo MRS-cisteina (MRSm)/ MYGP
suplementados con acido linoleico (25 pg/mL), y en caldos MRSm-Oxgall / MYGP-Oxgall
suplementados con colesterol (100 upg/mL), incubandose durante 48h a 30°C. Mediante
espectrofotometria UV/Visible se cuantificé el CLA total (233 nm), asi como la asimilacion de
colesterol (550 nm) en los sobrenadantes de cultivo de los microorganismos. Los porcentajes
de conversién de acido linoleico a CLA variaron entre las cepas desde 0 hasta 23 %. Niveles
maximos de isomerizacion superiores al 15% fueron observados en los sobrenadantes
bacterianos de Lactococcus spp (3), Lactobacillus paracasei (1), Lb. plantarum (1) y
Staphylococcus xylosus (1). Mediante cromatografia de gases (GC-FID) se confirmé en los
aislados con mayor grado de isomerizacion del acido linoleico, la produccién de las isoformas
del CLA (CLA1: cis-9, 11-trans y CLA2: 10-trans, 12-cis). La suplementacion de los medios
bacteriolégicos con colesterol origind una ligera precipitacion espontdnea del mismo, pero
permitié detectar 34 aislados que se caracterizaron por retirar una mayor cantidad de colesterol
de los sobrenantes bacterianos; entre ellos, dos aislados (Lc. lactis y Lb. plantarum) mostraron
ademas un buen crecimiento en presencia conjunta de 0,3% Oxgall y 0,2% de tioglicolato
sodico. En ninguno de los aislados ensayados se evidencié la actividad BSH en medios
bacteriolégicos soélidos. En funcion de los datos obtenidos, se ha realizado una seleccién de
microorganismos para ser empleados en posteriores estudios de caracterizacion, y con
potencialidad en el desarrollo de productos funcionales con mayores contenidos de CLA y/o
menor contenido en colesterol.

Agradecimientos: Este estudio ha sido financiado por el Instituto Nacional de Investigacion y Tecnologia
Agraria y Alimentaria (INIA) (proyecto RTA 2008-00117). E.M. Balboa agradece la recepcion de la beca
de la Xunta de Galicia durante la realizacion del presente trabajo.

-174 - 11l Congreso de Microbiologia Industrial y Biotecnologia Microbiana



MAB-P11

Caracterizacion de la micobiota asociada a uva de Lanzarote

Sara Lorenzo Rodriguez1, Sara S. Gonzalez Gonzalez?, Federico Laich™

'Instituto Canario de Investigaciones Agrarias. Ctra. EI Boquerén s/n. 38270 Valle Guerra.
ZBodegas Insulares de Tenerife S. A. c¢/Vereda del Medio, 8B. 38350 Tacoronte. Santa Cruz de
Tenerife.*Email: flaich@icia.es

Lanzarote es la isla mas oriental del archipiélago Canario. Se trata de una isla volcanica, de
clima arido y desértico. Junto con Fuerteventura, son las islas que poseen la menor variedad
de ecosistemas. Actualmente, se distinguen ocho pisos bioclimaticos diferentes, de los 32 que
se reconocen en todo el archipiélago Canario. Las diferencias entre los pisos bioclimaticos de
Lanzarote se manifiestan principalmente por los valores pluviométricos, debido a que las
variaciones térmicas son escasas y afectan en menor medida al bioclima. En este contexto se
realiza una importante labor agricola de secano, entre las que se destaca el cultivo de la vid. Las
tres zonas vitivinicolas principales son: La Geria, Tinajoy Ye.

Durante el crecimiento de la vifia, muchos hongos filamentosos pueden desarrollarse sobre las
uvas. Actualmente, existe una amplia referencia bibliografica con respecto a la distribucion de
los hongos potencialmente micotoxigénicos en diferentes regiones productoras de vinos del
mundo. Sin embargo, en Canarias no se ha realizado hasta el momento ningun estudio de este
tipo. Por tal motivo el objetivo de este trabajo fue: identificar y caracterizar la micobiota
presente en uva procedente de vifiedos localizados en diferentes regiones bioclimaticas de
Lanzarote. Para ello se obtuvieron diez racimos al azar de Listan Negro y diez de Malvasia, a
partir de ocho fincas ubicadas en las zonas vitivinicolas mencionadas anteriormente y en dos
pisos bioclimaticos diferentes; inframediterraneo superior desértico oceanico arido superior (4)
e inframediterraneo superior xérico oceanico semiarido inferior (5). Cada uno de los racimos se
estrujé y se homogeneizd por separado, y una alicuota del mosto obtenido se sembrd en
placas de Petri con Dicloran Rosa de Bengala Cloranfenicol. Se aislaron todas las colonias de
hongos filamentosos que presentaron diferencias morfolégicas. A cada una de ellas se le
asignd un codigo, y se registrd su presencia o ausencia en cada racimo para determinar su
frecuencia de aislamiento. La identificacion a nivel de género se realizé por caracteres
morfolégicos utilizando claves taxondémicas. En el caso del género Aspergillus se realizé la
identificacidn a nivel especifico a través de la secuenciacion del gen de la beta-tubulina. Asimismo,
se realizé una caracterizacion genotipica de los aislamientos de este género a través de
microsatélites (ISSR).

Se obtuvieron un total de 589 aislamientos. En todas las fincas muestreadas y en ambas
variedades de uva, se detectaron los géneros Penicillium y Aspergillus. Asimismo Alternaria fue
registrada en el 85% de las fincas, mientras que Curvularia, Hyphopichia, Rhizopus,
Neosartoya y Cunninghamella se observaron en menor proporcion (entre el 10 y el 45%). A
través del calculo de la frecuencia de aislamiento en cada una de las variedades, se pudo
observar que Penicillium presentd una distribucidon relativamente homogénea en todas las
zonas muestreadas y, asimismo, fue el género mas frecuente (90% en uva tinta y 78% en uva
blanca). Alternaria presentd una distribucién similar, aunque con valores de frecuencia
generalmente inferiores, detectandose en todas las zonas analizadas a excepcion de las
muestras de Listan Negro obtenidas en la zona de Yaiza (sur de La Geria) y de Malvasia en la
zona de Ye. Aspergillus se observd con una alta frecuencia, aunque menor a Penicillium, en
todas las fincas ubicadas en el piso bioclimatico 4 y en ambas variedades, sin embargo, en las
fincas ubicadas en el piso 5 no superé el 30%, manifestando su mayor adaptacion a zonas mas
secas. Con respecto a este género, y a través de la secuenciacion del gen de la beta-tubulina,
se identificaron cinco especies; A. carbonarius, A. fumigatus, A. tubingensis, A. niger y A.
flavus. Estas dos ultimas especies se aislaron Unicamente a partir del piso bioclimatico 4. A.
tubingensis fue la especie en la que se detectd la mayor variabilidad morfolégica (en CYA y
MEA) y genotipica (7 patrones diferentes a través del analisis por microsatélites). El resto de
los géneros identificados, no presentaron ningun tipo de asociacion entre la frecuencia de ais-
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lamiento y el bioclima, zona, o variedad de la uva, a excepcién del género Hyphopichia,
detectado unicamente en fincas ubicadas en el piso bioclimatico 5 (ambiente mas humedo).
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Las Islas Canarias tienen larga tradicion en viticultura. El aislamiento entre islas, su edad y el
hecho de estar situadas junto a la costa oeste del desierto de Sahara confiere a este entorno
un alto grado de endemismo que ha sido ampliamente estudiado en cuanto a flora y fauna. Sin
embargo, la poblacién de bacterias acéticas (BA) asociadas a uvas sanas no ha sido estudiada
con anterioridad. Las muestras se recogieron durante la vendimia de 2008 y 2009, en
diferentes vifiedos de Lanzarote, Tenerife y La Palma. Estas tres islas han sido durante siglos
zonas de tradicién viticola y hoy en dia es donde se concentran la mayoria de productores
vinicolas del archipiélago. Ademas, estas islas representan una gran diversidad de habitats,
atendiendo a la poblacién, orografia, clima y tamafo.

En el presente estudio se pretende hacer un analisis en profundidad para identificar y
caracterizar genéticamente la poblacién de BA presente en uvas sanas y que aparecen de
manera detectable durante la fermentacion. Las fermentaciones se realizaron en volumenes
pequefios, a partir de racimos de uvas obtenidos asépticamente de las vifias de diferentes
regiones del archipiélago canario. Las variedades que se analizaron fueron Listan Blanco,
Listan Negro y Malvasia. Cada microfermentacion se llevd a cabo con uvas de la misma
variedad y procedencia. Se tomaron muestras en diferentes momentos de fermentacion
recuperandose las BA por crecimiento en placa.

Se obtuvieron 513 aislamientos como posibles pertenecientes al grupo de las BA. Sélo 395 se
identificaron posteriormente como BA. Todas ellas procedian de las muestras tomadas al final
de las microfermentaciones.

Se identificaron colonias de seis especies diferentes. En Tenerife todas las BA pertenecian al
género Acetobacter (A. tropicalis, A. malorum, A. cerevisiae y A. pasteurianus) y
Gluconacetobacter (G. saccharivorans). En Lanzarote y La Palma no se recuperaron
aislamientos de la especie G. saccharivorans y, ademas de las especies del género
Acetobacter antes mencionadas, también se identificaron aislamientos correspondientes a la
especie Gluconobacter japonicus. La diversidad especifica calculada utilizando el indice de
Simpson fue de 0,54 para el conjunto de las islas.

Para analizar la diversidad genotipica se emplearon las técnicas de tipificacion ERIC-PCR y
(GTG)s-rep-PCR considerando como diferentes, aquellas colonias que presentasen un patrén
distinto segun una u otra técnica. El nimero total de patrones que se recuperaron de todas las
islas fue de 64. En Tenerife se encontraron, en 2008, 10 patrones diferentes (72 aislamientos
analizados), 6 aparecieron en mas de un vifiedo y 4 procedian exclusivamente de un vifiedo.
En la misma isla, en 2009, la diversidad aumentd a 32 patrones (153 aislamientos analizados)
de los cuales sélo 4 se encontraron en mas de un vifiedo, y 28 resultaron aparecer
exclusivamente en una ubicacidon. En Lanzarote se identificaron 4 patrones diferentes (60
aislamientos analizados) que procedian de vifiedos distintos. Por ultimo, en La Palma, se
detectaron 18 patrones (110 aislamientos analizados) de los cuales soélo 2 patrones se aislaron
en mas de un vifiedo.
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El uso de levaduras seleccionadas de Saccharomyces cerevisiae con caracteristicas y
comportamientos fermentativos conocidos ha mejorado el control sobre los procesos de
elaboracién y la calidad de los vinos. No obstante, su uso continuado ha llevado a la
colonizacion de las bodegas donde se emplean y a la consecuente disminucion de la
biodiversidad microbiana autdctona de las mismas, dando como resultado una pérdida de
tipicidad de los vinos producidos [1]. Por otro lado, es mas que conocido que el caracter final de
un vino no es solo fruto de la accién de este microorganismo, sino que se ve modificado por la
accion metabolica de diversas especies no-Saccharomyces, que, a su vez, pueden llegar a
mejorar el proceso tecnoldgico a través de la sintesis de ciertas enzimas (pectinasas,
proteasas, etc.) [2,3]. Asi, en algunas zonas vinicolas se han llevado tareas de aislamiento y
seleccion de cepas autoctonas con posible aptitud para la elaboracion de vinos de elevada
calidad y personalidad definida. En este sentido, en el presente trabajo se ha realizado el
aislamiento, identificacion y seleccién de levaduras locales con posible interés enolégico en las
subzonas correspondientes a la Denominacién de Origen “Vinos de Madrid”.

Se han muestreado cuatro bodegas pertenecientes a la denominacion “Vinos de Madrid”: una
bodega ecoldgica situada en la subzona de San Martin, una convencional de la subzona de
Navalcarnero y dos de la subzona de Arganda, una convencional y otra ecoldgica. Se aislaron
levaduras en cinco momentos diferentes del proceso: Fl (uvas), FF1 (fermentacién de dichas
uvas en condiciones controladas de laboratorio), FF2 (fermentacion inicial en bodega), FF3
(mitad del proceso fermentativo en bodega) y FF4 (final de fermentacién en bodega),
obteniéndose un total de 750 aislados. La identificacién a nivel molecular se llevé a cabo
mediante técnicas de PCR-RFLP de la region de ITS del ADN ribosémico [4], llegandose a
identificar el 90.5% de los aislados. Asi, se han atribuido un total de 327 aislados a géneros no-
Saccharomyces (Zygosaccharomyces fermentati, Pichia anomala, Pichia toletana, Torulaspora
delbrueckii, Kluyveromyces thermotolerans y Rhodotorula mucilaginosa), y 352 a la especie
Saccharomyces cerevisiae. A estas Ultimas se las sometié a un analisis de los microsatélites
multiplex (SSR) de tres loci de microsatélites altamente polimérficos: SCR132X, YOR267C vy
SCPTSY7 [5] con el fin de determinar la diversidad a nivel de cepa. Los distintos genotipos
encontrados fueron analizados mediante electroforesis capilar (ABl 3130 Genetic Analyzer)
para determinar el tamafo de sus alelos. Estos analisis revelaron un numero limitado de cepas,
identificandose 27 genotipos distintos de S. cerevisiae. De ellos, 3 se aislaron en mas de una
bodega de la D.O., 21 se encontraron de manera exclusiva en alguna de las bodegas
estudiadas, 2 pertenecieron a cepas comerciales que, utilizadas en distintas campafias, han
llegado a colonizar la bodega, y un ultimo genotipo perteneciente a una variedad comercial
extendida por distintas zonas de la region estudiada.

En este estudio se observa la evolucion de especies de levaduras a lo largo del proceso
fermentativo, con predominio de la especie S. cerevisiae. Se han encontrando cepas que,
presentes inicialmente en el vifiedo, han sido capaces de dominar el proceso fermentativo
frente a levaduras comerciales, lo que denota su mayor adaptacién a las caracteristicas de la
zona. Las distintas cepas de S.cerevisiae y las distintas especies no-Saccharomyces obtenidas
en esta investigacion entraran a formar parte de la coleccion de levaduras del IMIDRA,
ampliando el banco de recursos genéticos de la region. Ademas, seran objeto de futuras
investigaciones que incidan en su potencial enolégico y tecnolégico para la industria
alimentaria.
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La elaboracion de vino se ha realizado durante siglos gracias a las levaduras procedentes de la
superficie de las uvas y del ambiente de las bodegas. Este tipo de vinificaciones podrian
garantizan una mayor tipicidad del vino, pero gracias al uso de cepas de levaduras
seleccionadas se puede conseguir una mayor estandarizacién del proceso; ofreciendo a su
vez, la exaltacion de caracteristicas determinadas deseables; tales como poseer capacidad de
fermentar a temperaturas bajas, conducir fermentaciones con cortas fases de latencia, ser
tolerantes al etanol o evitar la formacion de aromas no deseados (1,2).

Los vinos ecoldgicos son mas susceptibles de sufrir degradaciones oxidativas debido a las
restricciones establecidas en su elaboracion, estabilizacion y conservacién; siendo
especialmente destacable la limitacion en las dosis de empleo del antiséptico y antioxidante
diéxido de azufre (SO,). Esta reduccion favorece la formacion de aromas de “evolucion-
oxidacién” y la pérdida de aromas frutales y florales lo cual lleva a la disminucién de su calidad
organoléptica final. Los estudios de Escudero et al. (3) y Silva Ferreira et al. (4) han
determinado que compuestos tales como el metional y el fenilacetaldehido, asociados a la
oxidacioén de los vinos blancos, podian ser sintetizados bien por peroxidacion directa de sus
alcoholes, o bien por degradacién via Strecker de sus aminoacidos de origen; apuntando a la
degradacion via Strecker como via principal de formacion; siendo, por tanto, un factor muy
importante en la formacién de aromas la concentracién de aminoacidos presentes en los vinos.

Para mejorar y asegurar la calidad y favorecer el mercado de los vinos ecoldgicos, se ha
iniciado, como posible alternativa, la busqueda de levaduras que expresen propiedades de
interés biotecnolégico. En este sentido es de interés y objetivo principal de este estudio la
seleccion de cepas de levaduras cuyo metabolismo minimice la produccién de aminoacidos
precursores de aromas negativos.

Se utilizaron 21 cepas de levaduras de Saccharomyces cerevisiae autdctonas de la D.O. “Vinos
de Madrid” de la colecciéon del IMIDRA preseleccionadas por su calidad enoldgica. Se
realizaron fermentaciones en condiciones controladas de laboratorio en mosto sintético.
Posteriormente se seleccionaron 5 cepas en base a la concentracion de aminoacidos
residuales, medida segun el método de Hernandez-Orte et al. (5) mediante HPLC con
deteccion de fluorescencia y se ensayaron por triplicado mediante el mismo procedimiento de
fermentacion sobre mosto natural esterilizado de uva blanca. Se realiz6 la cuantificacion de
compuestos aromaticos siguiendo el protocolo de Ortega et al. (6) por GC-FID, de las muestras
tras la fermentacion alcohdlica y a tiempos de 1 y 3 meses de evolucion a temperatura
ambiente y aireacion periédica, para simular un proceso de oxidacion natural. A su vez se
realizé un andlisis sensorial para descriptores especificos de oxidaciéon. Tras el estudio de los
resultados obtenidos se consideraron dos cepas (CL/ 271y CLI 87) como 6ptimas, en cuanto a
la reduccion de aminoacidos precursores de aromas negativos: metionina y fenilalanina y a la
menor oxidacién de los vinos producidos por ellas, contrastada por el analisis de su
composicién aromatica y sensorial. Estas 2 cepas, junto con una cepa de levadura seca activa,
fueron ensayadas a escala de bodega piloto con la obtencion de interesantes resultados.
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El hecho de que las levaduras no-Saccharomyces sean ecologicamente y metabdlicamente
distintas frente a los componentes del mosto, se traduce en una funcionalidad enoldgica propia
y una incidencia importante en la composicion del vino. Algunos estudios otorgan un papel
significativo en el aroma del vino a las levaduras no-Saccharomyces, que han sido descritas
como productoras de acido acético, glicerol, acetoina y ésteres de acetato [1]. Otros autores
demuestran la capacidad de estas levaduras de producir enzimas extracelulares como
pectinasas o B-glucosidasas [2]. La tendencia actual se dirige hacia el uso de cultivos mixtos de
levaduras seleccionadas dando lugar a vinos de calidad. Debido a esto, se requiere un
profundo conocimiento de estas poblaciones, con el objetivo de evitar las posibles
consecuencias indeseadas, asi como explotar los beneficios que pueden contribuir en la
industria alimentaria, especialmente en la enoldgica.

Este estudio se llevé a cabo durante cuatro afios (2005-2009) con uvas de la variedad Airén de
un vifiedo de la D.O. “Vinos de Madrid” (Espafa). El mosto obtenido se distribuyé en cinco
depodsitos de acero inoxidable de 100 litros de capacidad. Se llevé a cabo la fermentacion
espontanea y control de la temperatura. Las muestras para el aislamiento de levaduras se
extrajeron del centro de los depdsitos a diferentes valores de densidad (1090, 1085, 1060,
1030, 1010, 990 g L™"). Se aislaron 30 levaduras por muestra. La identificacion genética de
cepas de levaduras aisladas se realizé mediante técnicas de biologia molecular PCR-RFLP y
PFGE [3,4]. Posteriormente se llevaron a cabo microvinificaciones en 400 ml de mosto
estéril por triplicado, inoculando las cepas de las levaduras no-Saccharomyces
previamente aisladas e identificadas a razén de 10° UFC mL™.La marcha fermentativa se
evaluod siguiendo la pérdida de CO,. Una vez que la fermentacion se consideré finalizada, se
procedid a la determinacion de diversos parametros generales, acidos organicos y
analisis mediante cromatografia de gases los componentes volatiles mayoritarios y
minoritarios asi como la glicerina y el 2,3-butanodiol [5] asi como pruebas enzimaticas

(2.

Se aislaron un total de 720 colonias de levaduras, 650 correspondieron al género
Saccharomyces y 70 a no-Saccharomyces. Se obtuvo un total de 13 especies
pertenecientes a los géneros Saccharomyces, Candida, Hanseniaspora, Pichia,
Torulaspora, Debaryomyces, Schizosaccharomyces y Zygosaccharomyces. El poder
fermentativo mas elevado se asocio a las especies S. pombe, Z. fermentatiy T. delbrueckii. Los
valores de acidez volatil encontrados eran bajos, a excepcion de H. guilliermondii. El glicerol
formado se situ6é en tornoalos 4 g L’ para el conjunto de las levaduras ensayadas. Las cepas
que presentaron valores mas elevados de 2,3-butanodiol y acetaldehido correspondieron a
aquellas con mayor poder fermentativo. Las levaduras con menor capacidad fermentativa
fueron generalmente las que formaron cantidades mas bajas de compuestos volatiles tanto
mayoritarios como minoritarios. La caracterizacién enolégica de las cepas de levaduras
aisladas indica que las levaduras no-Saccharomyces inciden positivamente en las
caracteristicas organolépticas de los vinos, a excepcion de H. guilliermondii que eleva la acidez
volatil y el acetato de etilo, entre otros compuestos. T. delbrueckii resulté ser una levadura apta
para la fermentacion y su aportacién a la calidad aromatica del vino para los compuestos
estudiados. Cabe destacar la aportacién de enzimas extracelulares de interés por parte de
cepas con baja capacidad fermentativa siendo beneficiosas para la calidad del producto final.
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Los insectos son un grupo biolégico con una gran diversidad dentro de nuestro planeta. Debido
a la variedad de comportamientos y habitos de alimentacion casi no existe una fuente de
alimento que se escape al consumo por alguna de las especies. El estudio de la microbiota
intestinal nos puede ayudar a descubrir nuevos biocatalizadores utiles para la destruccion de la
biomasa, o incluso especies con enzimas interesantes en biorremediacion.

En el presente trabajo se ha estudiado la microbiota de un Orden de insectos, los coledpteros,
en particular la especie Thorectes lusitanicus. Estos escarabajos se encuentran en los bosques
mediterraneos del sur de Espafa, donde abundan los alcornoques y bellotas. Durante el otofio
alterna en su dieta heces de herbivoros y bellotas. Se partié de 10 muestras de intestino de
Thorectes lusitanicus de 1,12 g de peso medio que se homogeneizaron y se diluyeron en
soluciéon salina. Las diluciones seriadas se sembraron por duplicado en medios ricos en
condiciones de aerobiosis y anaerobiosis. Las placas se incubaron a 28° C durante 24-48 h. De
las colonias aisladas se realiz6 la extraccion de ADN mediante lisis por calor o bien kit de
extraccion QIAmp DNA Mini Kit (50) de Qiagen. Con el ADN extraido se realizé6 una PCR
cualitativa usando primers especificos y universales del gen rRNA 16S (forward,
5°'AAgAgTTTgATCATggCTCA y reverse, 5'gTTgCgCTCgTTgCgggACT).

Ademas, se utilizaron métodos moleculares para poder comparar la diversidad entre los
individuos de las dos poblaciones, diferenciandose asi las que se alimentan de excrementos y
las que se alimentan de bellotas. Las técnicas elegidas fueron la electroforesis en gradiente
desnaturalizante (DGGE gradiente del 30 al 70% de formamida/urea) y el clonaje (kit Topo
PCR cloning, Invitrogen), con el fin de obtener una biblioteca de clones con el gen rRNA 16S y
poder diferenciar de ese modo las diferentes especies de bacterias que habitan en el intestino.
Para ello se extrajo el ADN de cada una de las muestras por el método fenol/cloroformo. Para
el clonaje se utilizaron primers universales de 16S denominados 27F (5'-
AGAGTTTGATCCTGGCTCAG) y 1492R (5-GGTTACCTTACCTTGTTACGACTT).

Comparaciones de las 374 secuencias obtenidas con ambos métodos de investigacién, nos
permitieron identificar 75 especies bacterianas diferentes. Por lo tanto, las especies
bacterianas mayoritarias que habitan el intestino de coledpteros pertenecen a los filos:
Proteobacterias (66,3%), Firmicutes (17,1%), Bacteroidetes (9,6%) y Actinobacterias (4,3%).
Entre estas bacterias analizadas se encontraron patégenos oportunistas humanos, bacterias
que degradan sustancias como queratinas, compuestos aromaticos policiclicos, aceites,
polisacaridos insolubles y bacterias con un alto nivel de resistencia a antimicrobianos. Ello
hace que estos microorganismos resulten muy interesantes desde el punto de vista de la
ecologia microbiana, o incluso desde el punto de vista industrial en la depuracién de aguas
residuales. Ademas, se observaron especies que eran comunes a los dos tipos de dieta y
algunas que eran especificas. La DGGE concluyé que aquellos individuos que se alimentan de
excrementos poseen mayor diversidad en su microbiota intestinal.

El estudio de la microbiota intestinal de Thorectes lusitanicus nos indica que convive en
simbiosis con bacterias que son de interés en la agricultura y en la biodegradacién de acidos
organicos. Este seria el caso de Arthrobacter protophormiae, cuya existencia se justifica por el
alto contenido en compuestos aromaticos de las bellotas, pero que a su vez es capaz de
degradar sustancias contaminantes como son los pesticidas.
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Fungal laccases, and particularly high-redox potential laccases, constitute green biocatalysts of
great interest for a number of biotechnological applications due to their oxidative versatility
along with their low catalytic requirements. However, their difficult expression in heterologous
hosts to provide high levels of recombinant laccases !, and the requirements of the industrial
processes (to attain active and stable laccases under the operational conditions) have to be
accomplished to achieve their implementation at industrial level.

Directed molecular evolution constitutes a powerful tool for enzyme engineering that resembles
in the laboratory the key processes of natural evolution (mutation, recombination and selection).
The enzyme can be evolved towards a certain property by creating complex libraries from the
parental gene/s (by random mutagenesis and recombination techniques) that have to be
expressed in adequate hosts. The indispensable high-throughput approach for selecting the
best mutants throughout the consecutive evolution rounds is provided by means of suitable
screening assays.

Here we describe the molecular engineering of the high-redox potential laccase from
Pycnoporus cinnabarinus fungus by directed molecular evolution (using Saccharomyces
cerevisiae as host). To overcome the main bottlenecks of the process (the functional laccase
expression by the yeast) the native signal peptide was replaced by the pre-proleader signal
sequence of the alpha factor from S. cerevisiae and the whole fusion gene (a-PcL) was targeted
to the evolution process @ The main objective of our laboratory evolution approach was to rise
up the functional expression of laccase by the yeast. However, simultaneously, our strategy
included the enhancement of the oxidative activity of the enzyme as a general biocatalyst. Thus,
different colorimetric assays (with ABTS and 2,6-dimethoxyphenol) were tuned and validated
with the aim to avoid the upgrading of laccase only for one substrate **).

After six evolution rounds total laccase activity in S. cerevisiae micro-cultures was remarkably
improved (up to 8000-fold), including both better expression yields and enhancement of the
catalytic efficiency of the enzyme, due to the successive accumulation of beneficial mutations,
both in the a-factor pre-proleader and mature protein. Conserved mutations of the a-factor pre-
proleader were responsible for the improvement of the functional expression of laccase in yeast.
Alternatively, some beneficial mutations in the mature protein might be related either to a better
secretion of laccase by Saccharomyces whereas others, located in the vicinity of Cu T1 site,
would be responsible for the notable enhancement of the catalytic activity.
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Versatile Peroxidase (VP) from Pleurotus eryngii is a high redox potential ligninolytic enzyme
which is known for exhibiting a huge catalytic promiscuity. Therefore, VP shows an enormous
biotechnological potential and thus, this enzyme finds industrial applications in paper and textile
processing, bioremediation, organic synthesis, nanobiotechnology and more.

The functional expression and stability of VP are desirable properties for its industrial
implementation. Despite numerous efforts, the functional expression has not been successfully
achieved yet. We have tackled the heterologous functional expression of VP in Saccharomyces
cerevisiae by combining different approaches: i) replacement of the native signal leader by S.
cerevisiae alpha-factor signal pre-proleader (generating the fusion protein a-VP), ii) optimization
of fermentation conditions and iii) directed evolution of the whole fusion polypeptide a-VP to
improve both secretion and thermostability. During the first four rounds of evolution, the a-VP
libraries were screened for total activity enhancement (which represents the joint improvement
in expression levels and specific activity). The thermostability screening assay [1] was
introduced from the fourth round of evolution onwards. Two mutants were selected in the 4"
generation: R4 mutant (the best total activity variant) and 24E10 mutant (the starting point for
the thermostability evolution). Three further cycles of evolution were accomplished to enhance
thermostability (the thermostability was assessed by the determination of the Tsy which was
defined as the temperature at which the enzyme loses 50 % of its activity following incubation
for 10 min). The Tso was finally shifted up to 7 °C giving rise to the 2-1B mutant (with a T5y ~
65°C).

Mutations accumulated through six rounds of molecular evolution culminated in several a-VP
mutants with much larger improved functional expression and higher thermostability than parent
type [2]. The system engineered in this work is a valuable tool to tailor novel functions in the VP
by directed evolution and rational approaches.
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Oily yeasts have been described that are able to accumulate lipids more than 20% of their
cellular dry weight, these yeasts represent a minor proportion, only 5% of studied yeast have
been characterized as able to accumulate more than 25% of lipids. Generally, typical identified
oily yeast include species belonging to the genera:

Yarrowia, Candida, Rhodotorula, Rhodosporidium, Cryptococcus, Trichosporon and Lipomyces.
More specifically, illustrative oleaginous yeast include: Lipomyces starkeyi, Rhodosporidium
toruloides, Rhodotorula glutinis, and Yarrowia lipolytica.

Yeasts do exhibit advantages for lipid production over other biological options, namely, their
duplication times is usually lower than a hour, are by far less affected by season or climate than
plants and are more easy scaled up than microalgae. QOily yeast can accumulate oil up to 80 %
of their dry weight, these microorganisms can originate lipids from different carbon sources or
lipids present in the culture media and in fact may vary their lipid composition by replacing the
fatty acids included in the triglycerides, thus directly incorporating those present in the growing
medium, such as those present in oil fish or conjugated oleic acid. Due to the diversity of
microorganisms and growth conditions the oily yeast may be useful for the production of
triglycerides, surfactants or polyunsaturated fatty acids.

References:

1. Ratledge C (2004) Fatty acid biosynthesis in microorganisms being used for single cell oil production.
Biochimie 86:807-815.

2. Li Q, Du W, Liu D (2008) Perspectives of microbial oils for biodiesel production. Appl Microbiol
Biotechnol 80:749-756.

3. Papanikolaou S, Chevalot |, Komaitis M, Aggelis G & Marc | (2002) Single cell oil production by
Yarrowia lipolytica growing on an industrial derivative of animal fat in batch cultures. Appl Microbiol
Biotechnol 58:308-312

Il Congreso de Microbiologia Industrial y Biotecnologia Microbiana - 187 -



NR-P4

PNG10A: vector para regular la expresion de genes mediada
por cobre en Myxococcus xanthus

Nuria Gémez Santos*, Raquel Garcia Hernandez, Maria Celestina Sanchez Sutil, Juana
Pérez Torres, Aurelio Moraleda Mufioz, Marina Martinez Cayuela, Elena Garcia Bravo,
José Muioz Dorado

Universidad de Granada. Facultad de Ciencias, Departamento de Microbiologia. Avda.
Fuentenueva s/n. 18071 Granada.
Email: jdorado@ugr.es

El vector pNG10A ha sido disefiado para controlar la expresion de genes en M. xanthus
mediante la adicion de cobre a los medios de cultivo. Este vector es un derivado del pUC19,
con un marcador de resistencia a tetraciclina y el promotor del gen cuoA, que controlara la
expresion de los genes clonados en el vector.

La expresion de cuoA incrementa con la concentracion de cobre, alcanzando un maximo con
800 uM de cobre durante el crecimiento vegetativo y con 60 yM de cobre durante el ciclo de
desarrollo. Ademas, la expresion de estos genes aumenta proporcionalmente con el tiempo de
incubacion, obteniéndose el maximo de expresion y una meseta a las 24 horas de incubacién
aproximadamente (1).

Con este sistema, la expresién de un gen determinado se puede controlar y aumentar en la
medida deseada incrementando la concentracién de cobre en el medio de cultivo. Incluso
permite determinar si un gen es esencial, ya que se puede construir un mutante de delecién en
fase manteniendo una copia unica del gen deseado bajo el control del promotor de cuoA. Esta
cepa sera viable Unicamente en presencia de cobre, y su fenotipo se puede analizar variando
las concentraciones de cobre en el medio de cultivo.
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La levadura S. cerevisiae constituye un sistema eucariético modelo para el estudio de proteinas
heterélogas por su gran versatilidad, la existencia de un gran numero de herramientas
genéticas y su facil manipulacion. En nuestro laboratorio hemos utilizado dicho organismo para
la expresion y estudio de proteinas implicadas en enfermedades humanas, como son factores
de virulencia bacterianos y proteinas de la ruta de la fosfatidilinositol quinasa (PI3K),
relacionada con procesos cancerosos. Dentro de los efectores bacterianos que hemos
estudiado mediante su expresién heterdéloga en levadura figura la fosfatidilinositol fosfatasa de
Salmonella enterica serovar Typhimurium SopB. En este sistema celular, hemos descrito una
interaccion entre SopB y la GTPasa Cdc42, la cual se manifiesta cuando se elimina la actividad
fosfatasa de la proteina bacteriana mediante mutacién de residuos implicados en la catalisis.
Dicha interaccion implica una inhibicién de la GTPasa que conduce a un bloqueo en el proceso
de gemacion y, por tanto, una notable toxicidad resultante de la expresion de SopB
cataliticamente inactivo en la célula de levadura. La GTPasa Cdc42 humana, aunque no Rac1,
también copurifica con SopB tanto cuando se coexpresan en el modelo de levadura como in
vitro. Ademas, dicha interaccion es independiente del estado de activacion de la GTPasa
puesto que ocurre igualmente sobre las versiones mutantes de Cdc42 no activable y
constitutivamente activa. Aprovechando el sistema de levadura, hemos acotado la minima
region de SopB suficiente para la interaccion a los 143 aminoacidos del extremo N-terminal.
Ademas, hemos realizado una seleccion de mutantes puntuales de pérdida de funcion
mediante mutagénesis al azar. Los residuos afectados en estos mutantes de SopB,
correspondientes a leucinas entre las posiciones 52 y 84, se hallan conservados en IpgD, la
proteina ortéloga en Shigella/E.coli. Dichas mutaciones puntuales impiden la uniéon con Cdc42
pero no afectan a la actividad fosfatasa de SopB in vivo. Ademas observamos que SopB es
ubiquitinado en la célula de levadura especificamente cuando se coexpresa con Cdc42,
mientras que los mutantes obtenidos pierden la capacidad de ubiquitinarse. Mediante
experimentos de infeccién in vitro en lineas celulares de mamiferos, hemos observado que la
replicacion intracelular de las bacterias que portan dichas mutaciones en sopB se reduce
considerablemente. Esto sugiere que la interaccion de SopB con Cdc42 esta implicada en la
supervivencia intracelular de Salmonella durante el proceso infectivo.
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La levadura Saccharomyces cerevisiae, en condiciones de aerobiosis produce principalmente
acidos grasos largos insaturados y saturados. En cambio, en condiciones de anaerobiosis, con
el fin de mantener su estructura celular, la levadura aumenta la produccion de acidos grasos de
cadena media en sustitucién de los acidos grasos insaturados cuya sintesis esta inhibida. Este
hecho puede causar toxicidad celular aunque se trate de una molécula propia, e inducir una
mortalidad elevada de las células.

Utilizando un lector de microplacas ELISA se caracterizé el crecimiento de la levadura sometida
a distintas concentraciones de &acidos grasos de cadena media en diferentes pH. A
continuaciéon, se determin6é la actividad metabdlica de las células bajo los diferentes
tratamientos mediante la cuantificacion del CO, producido en un BacTrac. Estudiamos los
limites de toxicidad a diferentes pH de los acidos grasos de 6, 8, 10 y 12 carbonos.
Observamos que los acidos hexanoico y dodecanoico no causaban practicamente toxicidad en
altas concentraciones (250 mg/L), mientras que el octanoico y decanoico afectaban
significativamente las células. EI MIC (maxima concentracién inhibitoria) y el NIC (maxima
concentracién no inhibitoria) obtenidos para el acido octanoico fueron 35mg/L y 125mg/L
respectivamente y para el acido decanoico 25mg/L y 80mg/L. La mayor toxicidad se observé en
los valores de pH que se corresponden con el pK de cada especie quimica (C8, 4,8 y C10, 4,9),
disminuyendo esta para valores mas alcalinos o &cidos del pK respectivo. El analisis de
vitalidad celular mostré para el MIC del acido octanoico como el decanoico una reduccioén de la
producciéon de CO, respecto del tratamiento control del 22,2% y el 46.6% respectivamente.
Sorprendentemente, la combinacion de ambos acidos restauraba la vitalidad celular a los
valores de las células no tratadas.

Actualmente estamos trabajando para poder definir el mecanismo de toxicidad y de prevencion
de la misma en relacion con los acidos grasos de cadena media en Saccharomyces cerevisiae.
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Entre los agentes oxidantes generados en procesos fisicoquimicos, los radicales hidroxilo (-OH)
destacan por poseer un potencial de reduccién muy superior al de otras especies reactivas de
oxigeno. Este hecho, unido a su baja selectividad, hacen de él uno de los agentes degradativos
mas potentes, utilizado en la eliminaciéon de numerosos compuestos contaminantes. La
posibilidad de inducir la produccion extracelular de radicales -OH en microorganismos ha sido
demostrada recientemente en distintos hongos y bacterias ligninoliticos. La estrategia solo
requiere la incubacién de los microorganismos con una quinona y Fe®* convenientemente
quelado. En estas condiciones, la cooperacion de reductasas intracelulares (QR) y enzimas
ligninoliticas (lacasa y peroxidasas) lleva al establecimiento de ciclos redox de quinonas que
desencadenan la produccién de -OH en el medio extracelular. A su vez, los niveles de -OH
generados pueden ser cuantitativamente controlados variando las condiciones de incubacién
como el pH, tipo de quinona o quelante del Fe®". Asimismo se ha demostrado que la estrategia
descrita incrementa la capacidad degradativa de los microorganismos (Gémez-Toribio et al.,
2009, Appl. Environ. Microbiol. 75: 3944-3962).

En este trabajo nos propusimos comprobar la existencia de este mecanismo de produccion de
‘OH en microorganismos no ligninoliticos. Concretamente, el estudio se centr6 en el
ascomiceto Aspergillus nidulans. Para determinar si es posible inducir en este hongo la
produccién de radical -OH mediante un ciclo redox de quinonas, se llevé a cabo un primer
experimento para comprobar si éste producia las enzimas necesarias para catalizarlo. Se
realizé un cultivo de 9 dias en el que se detectd Unicamente la produccion de QR,
alcanzandose los mayores niveles a los 3 dias de crecimiento. Dado que bajo las condiciones
de cultivo utilizadas el hongo no produjo ninguna de las enzimas ligninoliticas, para inducir la
produccién de -OH fue necesario afiadir a la mezcla de incubacion un agente oxidante de las
hldroqumonas que supliera la actividad de dichas enzimas. En primer lugar, se selecciond el
complejo Fe*-oxalato, que es capaz de oxidar las hidroquinonas. Como control negativo de los
ensayos se utilizé el complejo Fe**-EDTA. En incubaciones de hongo de 3 dias en tampodn
fosfato a pH 5 con 2,6-dimetoxi-1,4-benzoquinona (DBQ) y Fe**-oxalato se observé produccion
de -OH. Experimentos similares con hongo de distintos dias revelaron que la edad del cultivo
no es un factor que influya en los niveles de -OH generados. Teniendo en cuenta estos
resultados se seleccion6 el tercer dia de cultivo para inducir la generacion de dichos radicales,
por ser el dia de maxima produccion de QR. En segundo lugar, se optd por subir el pH de la
incubacion ya que a valores de pH superiores a 6 la oxidacién de la 2,6-dimetoxi-1,4-
benzohidroquinona (DBQH,) se produce via autOOX|daC|on Asi, se realizé una incubacién de
micelio de 3 dias en tampdn fosfato a pH 7 con DBQ y Fe**-EDTA. En estas incubaciones los
niveles de -OH generados fueron mayores que cuando se utilizé oxalato como quelante del
hierro.

Una vez determinado el dia de cultivo y los parametros o6ptimos para la induccion en A.
nidulans de la produccion de -OH, se utilizo esta estrategia para degradar contaminantes. Para
ello, se seleccionaron 8 colorantes de tipo azo como compuestos modelo de degradacion. Tras
una hora de tratamiento en incubaciones del hongo a pH 7 con DBQ, Fe*-EDTA y los distintos
colorantes, se alcanzaron tasas de decoloracién comprendidas entre el 22 y 64%. En las
incubaciones blanco realizadas en ausencia de DBQ no se produjo la decoloracion de ninguno

Il Congreso de Microbiologia Industrial y Biotecnologia Microbiana -191 -



NR-P7

de los colorantes ensayados. Estos resultados permiten concluir que la inducciéon de -OH en el
ascomiceto A. nidulans es una buena estrategia para aumentar su capacidad degradativa.
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Evaluacion de la degradabilidad de tintas flexograficas
mediante el sistema lacasa mediador

Ursula Fillat, Susana Camarero, Maria Jesus Martinez
"Centro de Investigaciones Biologicas, CSIC. Ramiro de Maeztu 9, Madrid 28040. Spain.

El sector del papel reciclado ha experimentado un gran desarrollo en los ultimos afios por
presentar tanto ventajas econdmicas como medioambientales. La mayor dificultad en el
proceso de produccioén es la eliminacion de las tintas, usualmente realizada mediante procesos
de flotaciéon y lavado'. Aunque estos procesos son eficientes en el destintado de papel impreso
con tintas offset, las nuevas tecnologias de impresion, como las tintas flexograficas, presentan
problemas en el reciclado debido a su caracter hidrofilico®>. Las lacasas son enzimas que
utilizan O, como aceptor de electrones y, bien directamente o a través de la oxidacién de
mediadores de baja masa molecular, pueden oxidar una gran variedad de compuestos
recalcitrantes que producen problemas medioambientales®. El objetivo de este trabajo es
evaluar el potencial de las lacasas de Trametes villosa y Myceliophtora termophyla (cedidas por
Novozymes), en la degradacion de diferentes tipos tintas flexograficas (Blue 1, Red 48, Violet 3
y Flexiprint Magenta HX-E, cedidas por Quimovil y Flint Group), utilizando mediadores
sintéticos (HBT y ABTS) y naturales (siringaldehido, acetosiringona y acido p-cumarico). Los
tratamientos se han realizado a una actividad lacasa de 1 U/mL y una concentracién de
mediador de 500 uM, a pH 4 (tratamiento con lacasa de T. villosa) y pH 6 (con lacasa de M.
termophyla).

Los resultados obtenidos ponen de manifiesto la mayor capacidad de la lacasa de T. villosa
para degradar las tintas frente a la de M. termophyla (de menor potencial redox). La efectividad
del sistema lacasa mediador va a depender tanto del mediador como del tipo de tinta. El
tratamiento mas efectivo correspondio a la tinta Blue 1 con lacasa de T. villosa y HBT (60% de
degradacion en 2 dias). Todas las tintas ensayadas se degradaron mejor con HBT aunque con
los mediadores naturales también se obtuvieron buenos resultados en las tintas Blue1 y Violet
3. En este momento se estan optimizando las condiciones de tratamiento (dosis de enzimas y
mediadores) con el fin de aplicar estos sistemas en los tratamientos de papel reciclado.
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Optimizacién de la produccion de proteinas en Streptomyces
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Los microorganismos del genero Streptomyces poseen una elevada capacidad de secrecién de
proteinas que puede ser empleada para producir proteinas heterélogas de interés biotecnoldgico.
El desarrollo de este sistema no intenta substituir otros sistemas de expresion bacterianos
empleados como son Escherichia coli o Bacillus subtilis. Sin embargo, puede ser muy Uutil
cuando los genes a expresar contengan alto contenido GC y cuando se requiera obtener
proteinas activas en el sobrenadante. Esto se debe a Streptomyces no forma cuerpos de
inclusién como ocurre en E. coli y ademas su actividad proteolitica es menor que en B. subtilis.

El objetivo de nuestro trabajo es desarrollar un conjunto de vectores estables que nos permitan la
expresion Optima de las proteinas de interés en Streptomyces. Para ello hemos empleado
distintos promotores, modificaciones de péptidos sefiales y varias cepas hospedadoras de S.
lividans para optimizar el sistema. La mayor expresion de las proteinas empleadas como reporter
se obtuvo con el promotor de una xilanasa y con el promotor que controla el operén pst. El
promotor pst responde a la falta de fosfato en el medio de cultivo y ademas ambos promotores
responden a la presencia de distintas fuentes de carbono.

El empleo de cepas de S. lividans alteradas en la regulacién catabdlica asi como de cepas que
presentan una morfologia fragmentada permitié incrementar la producciéon de proteinas en
este organismo. Los resultados obtenidos indican que el sistema puede ser una buena
plataforma de expresién para proteinas de interés industrial.
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