ESPECIAL MICROBIOLOGIA INDUSTRIAL Y BIOTECNOLOGIA MICROBIANA

Grupo de Biocatalisis Aplicada

(ICP-CSIC)

FRANCISCO J. PLOU

Instituto de Catalisis y Petroleoquimica (ICP), CSIC, Marie Curie 2, 28049 Madrid.

¥ fplou@icp.csic.es

Grupo de Biocatdlisis Aplicada del ICP-CSIC. En la fila de arriba (de izda. a derecha): Marina Minguet Lobato (contratada predoctoral FPI), David Ferndndez
Polo (contratado predoctoral FPU), Carlos Uceda Dominguez (Técnico de Laboratorio Comunidad de Madrid), Francisco J. Plou Gasca (Profesor de
Investigacién). En la fila de abajo (de izda. a derecha): Fadia Cervantes Dominguez (contratada postdoctoral), José Luis Gonzdlez Alfonso (contratado
postdoctoral), Lucia Ferndndez Arrojo (Titulada Superior CSIC), Antonio Ballesteros Olmo (Profesor de Investigacion ad honorem).

Introduccion

El Grupo de Biocatalisis Aplicada (ABG)
del ICP-CSIC fue fundado hace mas de cin-
co décadas por el Dr. Antonio Ballesteros
Olmo, y actualmente lo dirige el Dr. Fran-
ciscoJ. Plou. Nuestro objetivo es el estudio
de biotransformaciones enzimdticas para
la sintesis de compuestos bioactivos con
potencial aplicacién en la industria qui-

mica, farmacéutica, nutracéutica y/o cos-
mética. En los ultimos afios, el grupo ha
concentrado su esfuerzo en la aplicacién
de enzimas glicosidicas (fundamental-
mente glicosidasas y glucosiltransferasas),
aunque siempre ha mantenido cierta acti-
vidad en el campo de las lipasas.

La actividad del Grupo de Biocatalisis
Aplicada, asi como sus publicaciones y
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proyectos recientes, se pueden consultar en
la pagina web: http://www.franciscoploulab.
eu. Un aspecto fundamental de nuestro
grupo es la participacion en el consorcio
GLICOENZ (http://www.glicoenz.org), que
nos ha permitido colaborar de forma
directa con varios grupos especializados
en la busqueda de nuevas enzimas
glicosidicas en hongos y levaduras
(Dra. Maria Fernadndez Lobato, CBMSO),
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Figura 1. Andlisis por HPAEC-PAD de diversas mezclas de carbohidratos: A) Galactooligosacdridos (GOS) sintetizados a partir de lactosa mediante la
B-galactosidasa de Aspergillus oryzae (Urrutia et al., 2013); B) Almidén de patata parcialmente hidrolizado; C) Inulina de achicoria; D) Hidrolizado enzimdtico
de xilano de haya, donde se muestran los xilooligosacdridos (XOS) lineales y ramificados (Miguez et al., 2022).

su manipulaciéon genética (Dr. Julio
Polaina, IATA-CSIC) y la elucidacién de los
aspectos moleculares que determinan
el comportamiento de estas enzimas
(Dra. Julia Sanz Aparicio, IQF-CSIC). La
complementariedad de los distintos grupos
nos ha permitido afrontar retos que no
hubieran sido abordables en un esquema
de trabajo individual.

Nuestro grupo dispone de una amplia
experiencia en técnicas analiticas, en par-
ticular en cromatografia liquida de alta
resolucién con diferentes detectores (foto-
diodos, indice de refraccién, amperométrico
de pulsos, evaporativo de dispersién de luz,
etc.), cromatografia flash, cromatografia de
gases, espectrometria de masas, resonan-
cia magnética nuclear, etc. También resul-
tan fundamentales las metodologias para la
evaluacion de la actividad enzimatica.

Nuestras lineas de investigacién se pue-
de estructurar en dos grandes tematicas
que se describen a continuacién.

1. Produccion
enzimatica de
oligosacaridos
bioactivos

Nuestro objetivo es transformar azu-
cares sencillos (sacarosa, lactosa, etc.) o
polisacaridos (inulina, hemicelulosa, qui-
tosano, acido hialurénico, etc.) en oligosa-
caridos bioactivos, utilizando estrategias
tanto de transglicosilacion como de hidro-
lisis. En particular, nos interesa producir
oligosacaridos prebidticos (con capacidad
de modular la microbiota colénica), aun-
que también estudiamos otras propieda-
des como la actividad antiinflamatoria o
antiviral.

Nuestros primeros trabajos se centra-
ron en la transformacién de sacarosa en
fructooligosacaridos (FOS) (Gimeno-Pérez
et al, 2015), y de lactosa (a partir de lac-
tosuero) en galactooligosacaridos (GOS)
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(Plou et al. 2016) (Figura 1A). Después
ampliamos a los polisacaridos, cuyas reac-
ciones de degradacion implican gran difi-
cultad debido a la baja solubilidad de los
sustratosy a la heterogeneidad de las mez-
clas de reaccién que se obtienen, siendo
muy dificil la caracterizacion de los produc-
tos formados. Por ello fue necesario desa-
rrollar metodologias analiticas mediante
HPAEC-PAD (Figura 1B-D). Durante el
reciente proyecto europeo Fish4Fish,
cuyo objetivo era el desarrollo de enva-
ses bioactivos para alimentos a partir de
residuos de crustaceos, colaboramos en
la hidrolisis enzimatica de quitosano para
dar lugar a quitooligosacaridos (COS),
compuestos con actividad antimicrobiana
(Miguez et al. 2021).

Las técnicas de inmovilizacién enzimatica
permiten la reutilizacion de las enzimas o
su empleo en reactores continuos, aspec-
to que puede ser esencial para que un
proceso biocatalitico sea industrialmente
viable. La inmovilizacion también prote-
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Figura 2. Algunos de los derivados de polifenoles obtenidos en nuestro laboratorio empleando procesos enzimdticos con la CGTasa de Thermoanaerobacter
sp. o la sacarosa fosforilasa de T. thermosaccharolyticum. Se muestra en color rojo el resto glucosilo o acil-glucésido introducido en las moléculas.

ge a las enzimas de la inactivacion a pH
extremos, altas temperaturas o presencia
de disolventes. En nuestro grupo hemos
optimizado diferentes métodos de inmo-
vilizacién para obtener oligosacaridos
bioactivos, tanto por técnicas de unién
covalente a soportes como de atrapamien-
to. Asi, hemos disefiado biorreactores en
lecho fijo que han mostrado una producti-
vidad y estabilidad operacional excelentes
(Fernéndez-Arrojo et al.,, 2013, Santos-Mo-
riano et al., 2016).

2. Produccion
enzimatica
de polifenoles
modificados

Los polifenoles son compuestos amplia-
mente distribuidos en el reino vegetal;
dentro de esta familia, cobran especial
interés los flavonoides, que abarcan varias

subclases como flavonas, flavonoles, flava-
nonas, isoflavonas y antocianinas. Los poli-
fenoles protegen las células de los efectos
dafiinos de las especies reactivas de oxige-
no (ROS) y otros radicales libres (Andrés-
Juan et al., 2021), lo cual explica su interés
para prevenir enfermedades relacionadas
con procesos oxidativos y dafio celular,
como el cancer, procesos neurodegenera-
tivos, inflamacion, diabetes o artritis. No
obstante, numerosos polifenoles se absor-
ben mal en el organismo, lo que resulta en
una concentracién muy baja en el torrente
circulatorio. La modificacion quimica de los
polifenoles, mediante reacciones de glico-
silacion o acilacion, altera sus propiedades
fisicoquimicas (p. ej. solubilidad y coefi-
ciente de particion), su estabilidad y por
ende en su biodisponibilidad.

La regioespecificidad de las enzimas es
fundamental para sintetizar derivados
de polifenoles en condiciones suaves. En
nuestros primeros trabajos utilizamos la
ciclodextrina glucanotransferasa (CGTa-

SEM@forc

sa) de Thermoanaerobacter sp., con la que
conseguimos glucosilar resveratrol, pte-
roestilbeno, galato de epigalocatequina,
hesperetina o rutina (Gonzalez-Alfonso
et al. 2018, 2021) (Figura 2).

Gracias a la colaboracién con el Dr. Tom
Desmet de la Universidad de Gante, hemos
tenido acceso a un mutante (R134A) de la
sacarosa fosforilasa de Thermoanaerobac-
terium thermosaccharolyticum disefiado
para aceptar polifenoles. En particular,
hemos centrado nuestro trabajo en la
floretina, un flavonoide presente en las
manzanas con propiedades antidiabéti-
cas y anticancerigenas (Gonzalez-Alfonso
et al. 2021).

La lipofilicidad de un polifenol es tam-
bién un factor crucial en su capacidad
para atravesar barreras biolégicas como
las membranas celulares, la barrera
hematoencefalica o la piel, compuestas
principalmente de lipidos. Recientemen-
te hemos patentado una estrategia para
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obtener derivados acilados de la floretina
(Plou et al., 2022) basada en la incorpora-
cion de una glucosa (usando el mutante de
la sacarosa fosforilasa) seguida de la acila-
cion en el 6-OH del azucar con la lipasa de
Thermomyces lanuginosus.

En definitiva, disponemos de una bate-
ria de compuestos cuya actividad bioldgica
estd siendo evaluada en colaboracién con
distintos laboratorios especializados, aun-
que siempre estamos dispuestos a abrir
nuevas colaboraciones.
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