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El grupo de investigacion del Departa-
mento de Biomedicina y Biotecnologia de
la Universidad de Alcala coordinado por la
Dra M2 Enriqueta Arias Fernandez (Grupo
MICRODEG), ha centrado su investigacion
desde sus inicios hace mas de 20 afios en
la seleccion de microorganismos lignocelulo-
liticos y sistemas enzimaticos para aumentar
el valor biotecnoldgico de residuos agrofo-
restales y para implementar métodos biolo-
gicos en procesos industriales, con vistas a
disminuir su impacto ambiental. A lo largo
de estos afios se han conseguido establecer
los mecanismos basicos implicados en la
degradacion de lignocelulosa por actinobac-
terias del género Streptomyces, habiéndose
aislado y caracterizado los sistemas enzima-
ticos degradadores de dos de sus polimeros

mayoritarios (lignina y hemicelulosas). Entre
estas enzimas se han caracterizado bioqui-
mica y genéticamente xilanasas y lacasas,
cuyo potencial biotecnoldgico y medioam-
biental se ha puesto de manifiesto en dis-
tintas areas de importancia industrial. Asi,
se ha demostrado su utilidad en procesos
de produccion de pastas de celulosa y papel
(biopasteo y bioblanqueo) y en los tltimos
anos se esta explorando la capacidad de
cepas seleccionadas y/o de sus enzimas
para resolver problemas de contaminacion
ambiental derivados de otras industrias (tex-
til y petroquimica), asi como de actividades
antropogeénicas (presencia de contaminan-
tes emergentes en aguas). Recientemente,
también estamos evaluando la eficacia en
la descontaminacion de suelos y aguas de
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microorganismos ligninoliticos seleccionados
(actinobacterias y hongos) mediante induc-
cion de la produccion de radicales hidroxilo,
proceso que hemos denominado de Bio-0xi-
dacion Avanzada (PBOA).

ENSAYOS REALIZADOS CON LACASAS
BACTERIANAS Y SISTEMAS LACASA-
MEDIADOR

Entre las enzimas purificadas y caracteri-
zadas en nuestro grupo, tienen especial rele-
vancia las lacasas producidas por Streptomy-
ces cyaneus CECT 3335 (SclA) (Arias et al.,
2003) y Streptomyces ipomoeae CECT 3341
(SilA) (Molina et al., 2009). Nuestro interés
en ellas radica, por un lado, en profundizar
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en el conocimiento basico de estas enzimas
ya que, al tratarse de enzimas recientemen-
te descubiertas en bacterias, su estructura
y funcién son practicamente desconocidas,
y por otro, en la necesidad creciente de
encontrar sistemas enzimaticos oxidativos
de alta efectividad y bajo coste, que puedan
ser aplicados en la resolucion de problemas
industriales y medioambientales (Moya et al.,
2010; Eugenio et al., 2011; Martin-Sampedro
etal., 2015).

Los dltimos estudios basicos que hemos
llevado a cabo con SilA han permitido elucidar
su funcion bioldgica y han demostrado por
primera vez la implicacion de las lacasas en
la degradacion de lignina por actinobacterias,
merced a la realizacion de un estudio com-
parativo entre la cepa salvaje de S. jpomoeae
productora de SilA y una cepa mutante no
productora SilA-. El estudio se llevo a cabo
cultivando ambas cepas sobre paja de trigo
en condiciones de fermentacion en estado
solido (SSF), poniéndose de manifiesto que
la cepa salvaje presenta una capacidad solu-
bilizadora de lignina, estimada como APPL
(Acid-Precipitable Polymeric Lignin), 12 veces
superior a la cepa mutante. Asimismo, los
analisis mediante Pirolisis analitica asociada
a Cromatografia de Gases y Espectrometria
de Masas (Py-GC/MS) de los APPL corres-
pondientes a ambas cepas, mostraron que la
abundancia relativa de compuestos derivados
de lignina en el APPL producido por la cepa
silvestre fue mucho mas elevada que en el
producido por la cepa mutante SilA- (Arias et
al., 2016).

En nuestro interés por proporcionar valor
agregado a las lacasas bacterianas carac-
terizadas, se evalud la utilidad de la lacasa
SilA producida por S. jpomoeae para degra-
dar contaminantes emergentes, eligiéndose
en primer término antibacterianos de tipo
fluoroquinolona como modelo representati-
vo de PPCPs (Pharmaceuticals and Personal
Care Products) detectados con frecuencia en
aguas continentales. Los andlisis cromato-
graficos realizados (UHPLC-DAD) y la eva-
luacion de la toxicidad (sistemas Microtox y
Algaltoxkit FTM) de los productos de degra-
dacion obtenidos mediante la aplicacion del
sistema lacasa mediador (LMS) constituido
por SilA y acetosiringona, pusieron de mani-
fiesto la eficacia de esta enzima para ser
utilizada como herramienta de descontami-
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Figura 1.

Fotograffas ilustrativas de la decoloracion de los tintes Reactive Blue 19 (@), Chromotrope R (b), Methyl Orange (c) y
Tartrazine (d) mediante procesos de bioxidacion avanzada (PBOA).

nacion de este tipo de farmacos (Blanquez
etal., 2016).

Recientemente también hemos abordado el
estudio de la potencial utilidad de la lacasa
SilA en la mejora del rendimiento de sacarifi-
cacion de sustratos lignoceluldsicos para pro-
ducir bioetanol, frente a la lacasa fungica de
Trametes villosa. Para ello, se ha ensayado la
eficacia de ambas lacasas en la deslignifica-
cion y sacarificacion de paja de trigo pretra-
tada mediante “steam explosion”. Los resul-
tados obtenidos mostraron la mayor eficacia
de SilA en la etapa de pre-sacarificacion del
sustrato, produciendo una mayor liberacion
de glucosa y xilosa para la etapa de fermen-
tacion. Ensayos posteriores de sacarificacion
y fermentacion simultaneas con el sustrato
pretratado con ambas lacasas pusieron de
manifiesto una mejora en el rendimiento de
las dos etapas, siendo importante destacar
la ventaja de utilizar la lacasa bacteriana SilA
sobre lacasas fungicas, ya que su amplio ran-
go de pH de actuacion posibilita su aplicacion
a nivel industrial, facilitando la integracion de
ambas etapas.

BIO-OXIDACION AVANZADA
DE CONTAMINANTES

En estudios anteriores se puso de mani-
fiesto la capacidad de inducir la produccion
de radicales hidroxilo en hongos lignino-
liticos mediante ciclos redox de quinonas
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(Gomez-Toribio et al., 2009; Aranda et al.,
2011). Méas recientemente, hemos compro-
bado la induccion de este mismo mecanismo
en cepas de Streptomyces. En nuestro interés
por conocer la eficacia degradativa del pro-
ceso PBOA, se realizaron ensayos con dis-
tintos grupos de contaminantes: compuestos
organicos persistentes (BTEX, tintes textiles)
y contaminantes emergentes (farmacos).
Con estos sistemas oxidativos inespecificos
hemos logrado hasta el momento, la degra-
dacion de compuestos xenobidticos como
benceno, tolueno, etilbenceno y xileno (BTEX)
y un gran nimero de colorantes textiles de los
tipos azo, diazo, triarilmetano, antraquinona,
heterociclo, ptalocianina e indigo (figura 1),
poniéndose de manifiesto en la mayor parte
de los ensayos una completa destoxificacion
de los mismos. Asimismo, se ha comprobado
su eficacia en la degradacion y destoxifica-
cion de farmacos como fluoroquinolonas y
carbamazepina.

FUNCIONALIZACION DE LIGNINA
CON FINES BIOTECNOLOGICOS

En la actualidad nuestro grupo de investi-
gacion ha iniciado una nueva linea en la que
se pretende dar valor afiadido a ligninas de
origen agroforestal y/o industrial, mediante
funcionalizacion con lacasas, teniendo en
cuenta la consideracion actual de este poli-
mero como una materia prima renovable con
potencial biotecnoldgico (aditivos para pien-
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Figura 2.

Fotografia del biorreactor de bandejas utilizado para la fermentacion de paja de trigo
mediante SSF por Streptomyces ipomoeae CECT 3341

s0s, plasticos biodegradables, adhesivos,
oleogeles, bioespesantes, etc.).

Previamente habiamos analizado la capa-
cidad de SilA y SilA-acetosiringona para
polimerizar ligninas de origen técnico (kraft
y organosolv) y lignanos en condiciones
alcalinas (Moya et al., 2011). Las reacciones
enzimaticas se llevaron a caboapH 7,8, 9
y 10, y el efecto sobre los distintos sustratos
se monitorizé mediante consumo de oxigeno,
cromatografia de exclusion molecular (SEC)
y MALDI-TOF-MS. Los resultados obtenidos
demostraron la capacidad de la lacasa y, en
mayor medida, del sistema LMS para incre-
mentar la masa molecular media de las ligni-

nas tratadas y generar polimeros de lignano
de hasta 4 unidades.

Con estos antecedentes estamos llevando
a cabo un Proyecto MINECO coordinado con
el grupo de la Dra. Valencia de la Universidad
de Huelva, cuyo objetivo principal es desarro-
llar nuevos agentes espesantes amigables
con el medio ambiente, obtenidos a partir
de fracciones lignoceluldsicas derivadas de
residuos agricolas fermentados mediante SSF
con Streptomyces (figura 2) y lignina kraft fun-
cionalizada con SilA. El objetivo es conseguir
formulaciones biodegradables tipo gel en fase
organica (oleosa) con diversas aplicaciones
industriales (lubricantes, adhesivos, recubri-

mientos, films,...), en concordancia con las
nuevas directivas de sostenibilidad ambiental.
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