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El grupo de investigacion “Enzimas Micro-
bianas de Aplicacion Industrial” pertenece a la
Seccion de Microbiologia, Virologia y Biotec-
nologia del recién estrenado Departamento
de Genética, Microbiologia y Estadistica de
la Universidad de Barcelona, ubicado en la
Facultad de Biologia de dicha Universidad.
Esta coordinado por los profesores Francisco
Javier Pastor y Pilar Diaz, y forman parte del
mismo la profesora titular Josefina Martinez,
las profesoras asociadas doctoras Susana
Valenzuela y Mdnica Estupifian, asi como
varios estudiantes de Doctorado, Master y
Grado.

El objetivo y tematica principal de investi-
gacion es la identificacion y estudio de enzi-
mas con actividad despolimerizante o modi-
ficadora de la biomasa, tanto de materiales
lignoceluldsicos como de naturaleza lipidica.
Aparte del estudio de la biologia molecular
de estas enzimas, se evalla la aplicacion

de las mismas en procesos industriales de
transformacion de la biomasa en produc-
tos de consumo. Uno de los principales
retos es el desarrollo y disefio de enzimas
que minimicen el impacto ambiental de la
actividad industrial, cuya introduccion en
los procesos productivos permita reducir
la generacion de contaminantes, aumente
el rendimiento de las materias primas y/o
posibilite la obtencion de nuevos productos
con propiedades y caracteristicas novedo-
sas. En definitiva, se persigue la puesta
punto de Tecnologias Sostenibles mediante
el uso de enzimas.

IDENTIFICACION Y CARACTERIZACION
MOLECULAR DE HIDROLASAS

La caracterizacion bioquimica y genética

de nuevas hidrolasas con actividad sobre
carbohidratos y lipidos es un aspecto fun-
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damental del trabajo investigador. El grupo
ha identificado y clonado numerosas carbo-
hidratasas y lipasas a partir de cepas de la
coleccion propia de organismos degradado-
res de materia organica. Entre las enzimas
estudiadas con mayor profundidad destacan
las xilanasas, de las que se dispone de una
gran variedad de tipos de diferentes familias
enzimaticas, estructura molecular y actividad.
Recientemente se han identificado y carac-
terizado varias xilanasas de la familia 30 de
glicosil hidrolasas (GH30), familia reciente de
xilanasas, con muy pocos ejemplos descritos.
La caracteristica mas notoria de las mismas
es su especificidad por el glucuronoxilano,
xilano de maderas duras con ramificaciones
de 4cido glucuronico. Los andlisis cristalo-
gréaficos de las xilanasas GH30 muestran el
requerimiento de residuos laterales de aci-
do glucurdnico en el xilano para su union al
centro activo de las enzimas. Los productos
de hidrdlisis generados por las mismas son
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Estructura de la xilanasa Xyn30D de Paenibacillus barcinonensis. Constituida por un mddulo catalitico de la familia
GH30 y un mddulo de union a carbohidratos CBM35. Se muestra la unién de un xilooligosacarido ramificado.

xilooligosacéaridos dcidos, de gran potencial
biotecnoldgico como productos bioactivos.
Las celulasas son un segundo grupo de car-
bohidratasas objeto de estudio. Se han clo-
nado y caracterizado varias endoglucanasas y
celobiohidrolasas, muchas de las cuales han
mostrado un elevado sinergismo en la despo-
limerizacion de la celulosa cristalina. También,
con el fin de disponer de un mayor rango de
posibilidades para la obtencion de productos
de valor afadido a partir de materiales ligno-
celulésicos, recientemente se ha abordado el
estudio de enzimas con actividad sobre celu-
losa distinta a la hidrolitica. En este campo
se han identificado varias monooxigenasas
liticas de polisacaridos (LPMQs), enzimas
que rompen los enlaces glucosidicos por oxi-
dacion, y varias enzimas no despolimerizado-
res que modifican la superficie e interaccion
entre las fibras de celulosa, las denominadas
expansinas.

Una clase distinta de enzimas estudiadas
por el grupo de la Universidad de Barcelona
son las enzimas modificadoras de lipidos,
lipasas y esterasas. En esta gran clase de
enzimas se dispone de un gran ndmero
de ejemplos, muchos de ellos provenien-

tes de microorganismos aislados de hébitats
tropicales o volcanicos. Como ejemplo, se han
identificado dos lipasas como miembros de
nuevas familias no descritas anteriormente.
Ademas, se han realizado estudios de mejora
con objeto de utilizarlas tanto en la produc-
cion de farmacos a través de la resolucion
enantiomérica de alcoholes terciarios como
en la sintesis enzimatica de biodiesel. En este
sentido, un aspecto a destacar es la modifi-
cacion de la especificidad de sustrato de las
lipasas mediante mutagénesis por saturacion,
la obtencion de variantes termoresistentes
de lipasas por evolucion dirigida, o la modi-
ficacion del bolsillo catalitico (oxyanion hole)
de dos esterasas por mutagénesis dirigida.
Asimismo, mediante mutagénesis por disefio
racional, se ha estudiado el significado de los
residuos implicados en el inusual oxyanion
hole de tipo Y. Por ultimo, la introduccion
de estudios /n silico sobre aspectos estruc-
turales o evolutivos de las lipasas aisladas
ha permitido la identificacion de dominios
estructurales, regiones funcionales y motivos
conservados que permiten obtener una vision
acerca de los procesos evolutivos de las dife-
rentes enzimas, considerando sus habitats de
aislamiento.
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En relacion a otro tipo de enzimas que
actlan sobre sustratos lipidicos, se ha estu-
diado en profundidad el sistema diol-sintasa
de P aeruginosa, exclusivo de esta especie y
nunca antes descrito en bacterias. Se trata de
dos enzimas codificadas en un mismo operon
que actiian de manera secuencial sobre el
4cido oleico, generando hidroperoxido, que a
su vez es convertido en el correspondiente
diol. Estudios evolutivos realizados in silico
sugieren que las dos enzimas derivan de un
evento de duplicacion génica con posterior
neofuncionalizacién de una de las dos enzi-
mas, y permiten su asignacion a una nueva
subfamilia de di-hemo citocromo ¢ peroxida-
sas. Ello se ha confirmado mediante muta-
génesis dirigida, pudiéndose identificar los
residuos implicados en la actividad catalitica.

APLICACIONES EN BIOTECNOLOGIA
DE LA LIGNOCELULOSA

La evaluacion del potencial biotecnoldgico
de las enzimas caracterizadas en la modifi-
cacion de la lignocelulosa permite identificar
aquellas con mayor aplicabilidad industrial
para la mejora de tecnologias de produccion
y en la obtencion de productos de valor afia-
dido a partir de la biomasa.

En este contexto se han caracterizado
varias enzimas con aplicacion en tecnologia
de fabricacion de papel. Dos de las xilanasas
evaluadas han mostrado elevada eficiencia en
el proceso de blanqueo de pasta de papel, tan-
to de eucalipto como de fibras agricolas. Es de
destacar que, conjuntamente con la disminu-
cion en el consumo de blanqueantes quimicos
contaminantes y el aumento de blancura de las
pastas, la aplicacion de xilanasas puede dis-
minuir el contenido en &cidos hexenurdnicos
de las pastas y por tanto contribuir a ralentizar
el envejecimiento del papel. Adicionalmente a
la disminucion en la generacion de desechos
toxicos, la aplicacion de enzimas puede dis-
minuir el consumo energético del proceso de
fabricacion. En concreto, se han caracterizado
una endoglucanasa y una celobiohidrolasa que
modifican superficialmente las fibras papeleras
facilitando el refinado mecanico y permitiendo
elaborar papeles menos densos pero de mayor
resistencia mecanica.

La aplicacion de enzimas puede facilitar la
funcionalizacion de las fibras promoviendo
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la unién de compuestos de distinto caracter
y dando lugar a papeles con propiedades
completamente nuevas. La modificacion
enzimatica de las pastas papeleras posibilita
la introduccidn de grupos funcionales para
el acoplamiento de sustancias hidrofdbicas
0 antioxidantes que darfan lugar a una nueva
generacion de productos basados en celulo-
sa. En este campo se ha ensayado con éxito
la obtencion de papeles antimicrobianos de
gran potencial en el embalaje de productos
alimenticios.

BIOTRANSFORMACION DE LIPIDOS

La modificacion del oxyanion hole de dos
esterasas identificadas por el grupo ha per-
mitido su aplicacion para la resolucion de
mezclas racémicas de alcoholes terciarios,
elementos clave para la produccion de farma-
cos. En este sentido, se obtuvieron diversas
variantes para cada una de las esterasas, que
se ensayaron sobre un gran nimero de alco-
holes terciarios. Entre las variantes enzimati-
cas ensayadas se encontraron dos mutantes
con valores de enantioselectividad de E>100,
capaces de resolver complejos acetatos de
alcoholes terciarios propargilicos con aplica-
cion farmacoldgica.

Otra aplicacion de las lipasas desarrollada
recientemente hace referencia a la produc-
cion enzimatica de biodiesel. Para ello se han
ensayado diversas lipasas, tanto solubles
como inmovilizadas, sobre sustratos de dis-
tinto origen y con calidades y composiciones
variables. Se obtuvieron ésteres metilicos de
acidos grasos (FAMEs) con resultados varia-
bles en funcion de la enzima y las materias
primas utilizadas. Cabe destacar también los
resultados obtenidos en cuanto a produccion
de FAMEs cuando se ensayaron materias
primas alternativas como aceites de res-

tauracion o aceites derivados de hongos. En
estos casos, aunque con una productividad
inferior, se pudo obtener un buen porcentaje
de FAMEs. Este sistema fue mejorado con la
introduccion de fosfolipasas, que permiten
llevar a cabo el desgomado de las materias
primas en la misma reaccion de transesteri-
ficacion, permitiendo asi la implementacion
de un sistema de produccion enzimatica de
biodiesel en un solo paso. Este proceso, mas
econdmico y sostenible que los existentes,
ha sido adoptado actualmente por dos com-
pafias norteamericanas (Viesel y Blue Sun)
para la produccion de biodiesel a escala
comercial.
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