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BIENVENIDA

Queridos comparieros y amigos:

En nombre del Comité Organizador del IX Congreso Nacional de Microbiologia Industrial y Biotecno-
logia Microbiana (CMIBM’24) es para mi un placer daros la bienvenida a la ciudad de Madrid.

Como en las ocho ediciones anteriores, este congreso tiene como objetivo proporcionar un foro de
debate en el que cientificos consolidados y jévenes investigadores podamos intercambiar conoci-
miento, experiencias y nuevas ideas en diferentes ambitos de la Microbiologia Industrial y la Biotec-
nologia Microbiana. No cabe duda que este objetivo se cumplira con creces dada vuestra respuesta
al llamamiento a esta nueva edicion, a la que habéis acudido investigadores de veinte universidades,
quince institutos y centros de investigacion, seis empresas, dos centros tecnoldgicos, un instituto
politécnico y un hospital, no solo de Espania, sino también de Colombia, Peru, Chile y México.

Como podéis ver en el Programa detallado, el congreso se ha organizado en cinco sesiones en las
que se presentara una muestra de los ultimos avances en los campos de la Biotecnologia Sintética
y Computacional, Biotecnologia Farmacéutica, Biotecnologia Ambiental, Biotecnologia de Alimentos,
y Biocatalisis y Bioprocesos. Tanto los miembros del Comité Organizador como los miembros del
Comité Cientifico, responsables de la elaboracion de este programa, esperamos que cubra vuestras
expectativas. La calidad de las ponencias invitadas, asi como de las comunicaciones orales cortas
y en formato pdster, aseguran el éxito cientifico de este congreso, mas teniendo en cuenta vuestra
experiencia y el reconocido prestigio de muchos de vosotros a nivel internacional.

Quiero dar las gracias a todas las instituciones que, de un modo u otro, han posibilitado la celebracién
de este congreso, entre las que se incluyen la Sociedad Espariola de Microbiologia y su Grupo Espe-
cializado de Microbiologia Industrial y Biotecnologia Microbiana, el Consejo Superior de Investigacio-
nes Cientificas, la Universidad Complutense y el Ayuntamiento de Madrid. Doy también las gracias a
la Federaciéon Europea de Sociedades de Microbiologia (FEMS), que ha contribuido con una ayuda
destinada a promover la participacion de los investigadores mas jovenes, y nos ha permitido conce-
der veintiocho becas para cubrir su inscripcion. Igualmente, quiero expresar mi agradecimiento a los
miembros del Comité Cientifico y Comité Organizador, y por supuesto a todos los participantes por
presentar vuestros trabajos de investigacion mas recientes. Finalmente, agradecer también a todas
las empresas que han colaborado econémicamente, haciendo asi mucho mas facil que este congreso
se haya podido llevar a cabo.

Por ultimo, solo me queda desearos que disfrutéis del congreso y tengais una feliz estancia en
nuestra ciudad.

Francisco Javier Ruiz Duenas
Presidente del comité organizador
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COMITE CIENTIFICO

Antonio Gerardo Pisabarro de Lucas
Presidente del Grupo Especializado de Microbiologia Industrial y Biotecnologia Microbiana. Depar-
tamento de Ciencias de la Salud. Area de Microbiologia. Universidad Publica de Navarra.
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Vocal del Grupo Especializado de Microbiologia Industrial y Biotecnologia Microbiana. Departa-
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Francisco Javier Ruiz Dueinas
Vocal del Grupo Especializado de Microbiologia Industrial y Biotecnologia Microbiana. Departa-
mento de Biotecnologia, Centro de Investigaciones Biologicas Margarita Salas, CSIC, Madrid.
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Vocal del Grupo Especializado de Microbiologia Industrial y Biotecnologia Microbiana. Departa-
mento de Genética y Microbiologia, Universidad de Murcia.
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Vocal del Grupo Especializado de Microbiologia Industrial y Biotecnologia Microbiana. Instituto de
Biologia Funcional y Genémica, CSIC, Universidad de Salamanca.
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Secretario del Grupo Especializado de Microbiologia Industrial y Biotecnologia Microbiana. Depar-
tamento de Biologia Molecular, Area de Microbiologia, Universidad de Leén.
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PROGRAMA

LUNES, 10 de Junio

14:00
15:00
15:30

16:30-17:00

17:00-19:00

17:00 11/

17:30 12/

18:00
18:00 O1/

18:15 02/

18:30 O3/

18:45 04/

20:30

Registro y colocacion de Pésteres
Inauguracion del Congreso
CONFERENCIA INAUGURAL

La factoria celular por dentro: de la analogia a la metodologia
Victor de Lorenzo. Centro Nacional de Biotecnologia, CSIC, Madrid

Café y Posteres

SESION|I: BIOTECNOLOGIA SINTETICAY COMPUTACIONAL

Moderadores: )
Gerardo Pisabarro y Angel Manteca

¢ Quién necesita enzimas? Cémo convertir proteinas en enzimas y acoplarlas en
biologia sintética
Victor Guallar. Barcelona Supercomputing Center

El impacto de la inteligencia artificial en el descubrimiento de farmacos: una oportu-
nidad para concebir nuevos agentes antimicrobianos

Juan Manuel Dominguez. Topazium Artificial Intelligence, Madrid

PRESENTACIONES ORALES CORTAS:

Estrategias computacionales para el descubrimiento de enzimas en la sintesis soste-
nible de bioplasticos

Martin Floor. Barcelona Supercomputing Center

Desarrollo de un método colorimétrico de screening para la deteccién de la insercion
simultanea de muiltiples copias génicas en Bacillus subtilis mediante CRISPR-Cas9

Jordi Ferrando. Universitat de Barcelona

Generacion de novo de derivados metilados en las posiciones 5y 7 de chalcona de
naringenina y naringenina
Juan Serna-Diestro. Dpto. de Biologia Funcional, Universidad de Oviedo

La herencia mitocondrial puede afectar el crecimiento de Pleurotus ostreatus debido
a la interaccion entre el genoma nuclear y mitocondrial

Edurne Garde. Universidad Publica de Navarra, Pamplona

Recepcion de Bienvenida en la Casa de la Villa de Madrid
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MARTES, 11 de Junic

09:00-11:00

09:00 13/

09:30 14/

10:00
10:00 O5/

10:15 06/

10:30 O7/

10:45 08/

11:00-11:30

11:30-13:30

11:30 15/

12:00 16/

12:30
12:30 09/

SESION Il: BIOTECNOLOGIA FARMACEUTICA

Moderadores:
Ramoén Santamaria y Michal Letek

El avance hacia los ensayos clinicos de MTBVAC: su historia desde una perspectiva
molecular, inmunoldégica e industrial

Jesus Gonzalo-Asensio. Facultad de Medicina, Universidad de Zaragoza

Innovacién con fagos: diagnéstico y tratamiento de las infecciones
Maria del Mar Tomas. INIBIC-Hospital A Coruria

PRESENTACIONES ORALES CORTAS:

SCO01897 as a novel transcriptional regulator modulating phosphorus homeostasis
in Streptomyces coelicolor

Angel Manteca. Facultad de Medicina, Universidad de Oviedo

Ingenieria genética en Mpycolicibacterium smegmatis para la produccion de
22-hidroxi-23,24-bisnorcol-4-en-3-ona a escala de biorreactor

Gabriel Hernandez-Fernandez. Centro de Investigaciones Biolégicas Margarita Salas, CSIC,
Madrid

Development of a yeast bioassay to screen for Nirmatrelvir drug resistance muta-
tions in the SARS-CoV-2 protease 3CLpro

Oscar Barbero-Uriz. Facultad de Farmacia, Universidad Complutense de Madrid

Estudio de la funcionalidad de las protein quinasas humanas mekS5, erk1, erk2 y erk5
en Saccharomyces cerevisiae

Teresa Fernandez-Acero. Facultad de Farmacia, Universidad Complutense de Madrid

Café y Posteres

SESION Ill: BIOTECNOLOGIA AMBIENTAL

Moderador:
Antonio Sanchez Amat

Ingenieria metabdlica bacteriana para la economia circular de plasticos
Isabel Pardo. Centro de Investigaciones Biolbgicas Margarita Salas, CSIC, Madrid

Micorremediacion de lodos de depuradora: un residuo poli-contaminado con xeno-
biéticos emergentes

Elisabet Aranda. Instituto Universitario de Investigacion del Agua y Facultad de Farmacia, Uni-
versidad de Granada

PRESENTACIONES ORALES CORTAS:

Bioproduccién de hidrégeno a partir de residuos alimentarios mediante fotofermen-
tacion utilizando mutantes superproductores de hidrogeno de Rhodobacter capsula-
tus

Emma Barahona. ESCET, Universidad Rey Juan Carlos, Méstoles
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12:45 010/ Bioproduction and characterization of lanthanide-based nanoparticles
Paz Garcia-Garcia. Centro de Investigaciones Bioldgicas Margarita Salas, CSIC, Madrid

13:00 O11/ EI potencial biotecnolégico de Peribacillus simplex en la industria alimentaria y la
agricultura

Julia Manetsberger. Dpto. de Ciencias de la Salud, Universidad de Jaén

13:15 012/ Aislamiento de fagos para el biocontrol del patégeno de peces Tenacibaculum
Andrea Martinez-Cazorla. Dpto. de Genética y Microbiologia, Universidad de Murcia

13:30-14:00 Posteres
14:00-15:30 Comida

15:30-18:30 SESION IV: BIOCATALISIS Y BIOPROCESOS

Moderadoras:
Juana Rodriguez Bullido y Alicia Prieto

15:30 17/ Sistemas multienzimaticos para el desarrollo de estrategias de captura y conversion
de CO,

Marina Guillén. Dpto. de Ingenieria Quimica, Biolégica y Ambiental, Universidad Autbnoma de
Barcelona

16:00 18/ Potencial de diversas oxidorreductasas microbianas en Biotecnologia Industrial
Elvira Romero. Centro de Investigaciones Biolégicas Margarita Salas, CSIC, Madrid

16:30 19/ Hidrolasas fungicas para el aprovechamiento de la biomasa vegetal y el desarrollo
de bioprocesos sostenibles

M@ Jesus Martinez. Centro de Investigaciones Biologicas Margarita Salas, CSIC, Madrid
17:00-17:30 Café y Posteres

17:30 PRESENTACIONES ORALES CORTAS:

17:30 013/ Nueva ruta sintética in vitro para la produccion de acetoina bio-basada a partir de etanol

David Mufioz-Sénchez. Dpto. de Ingenieria Quimica, Biolégica y Ambiental, Universidad
Autonoma de Barcelona

17:45 014/ Desarrollos de ingenieria enzimatica para la produccién de biocombustibles de aviacion
Mikel Dolz. EvoEnzyme SL, Madrid

18:00 O15/ Produccion de polihidroxibutirato en cultivos de alta densidad celular empleando
Cupriavidus necator 545 a partir de aceite de oliva usado en cocina

Alberto Rodriguez. Centro de Investigaciones Biolégicas Margarita Salas, CSIC, Madrid

18:15 016/ Técnicas de encapsulacion microbiana para el control de poblaciones microbianas
en co-cultivos

Alba Amaro da Cruz. Dpto. de Ingenieria Quimica, Facultad de Ciencias, Universidad de
Granada

21:00 Cena del Congreso
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MIERCOLES, 12 de

09:30-11:30 SESIONV: BIOTECNOLOGIA DE ALIMENTOS

Moderadores:
Jesus M. Cantoral y Vicente Monedero

09:30 110/ Probidticos: del laboratorio al consumidor

Juan Miguel Rodriguez Gémez. Dpto. de Nutricién y Ciencia de los Alimentos, Universidad
Complutense de Madrid

10:00 111/ Postbiéticos como moduladores del microbioma para el futuro
Daniel Ramén. ADM-Biopolis, Valencia

10:30 PRESENTACIONES ORALES CORTAS:
10:30 017/ Ediciéon genética con CRISPR-Cas9 en Aspergillus niger para el desarrollo de mutan-
tes en la producciéon de OTA

Carolina Goémez-Albarran. Facultad de Ciencias Biolégicas, Universidad Complutense de
Madrid

10:45 018/ Importancia de la nutriciéon y las condiciones fisicoquimicas de cultivo de Lachancea
thermotolerans para la acidificacion biolégica de vinos

Javier Vicente. Facultad de Ciencias Bioldgicas, Universidad Complutense de Madrid

11:00 019/ Bacteriéfagos como estrategia de biocontrol de bacterias en vinos de Jerez

Antonio Florido-Barba. Dpto. de Biomedicina, Biotecnologia y Salud Publica, Universidad de
Cadiz

11:15 020/ Produccion de hidrolizados proteicos utilizando proteasa neutra de Micrococcus sp. PC7

Arturo Intiquilla. Facultad de Farmacia y Bioquimica, Universidad Nacional Mayor de San
Marcos, Lima, Peru

11:30-12:00 Café y Pdsteres
12:00 CONFERENCIA DE CLAUSURA

Descifrando los secretos del vino: analisis multiomico y modelado del metabolismo
de levaduras del género Saccharomyces

Amparo Querol. Instituto de Agroquimica y Tecnologia de Alimentos, CSIC, Valencia

13:00 Clausura del Congreso

13:30 Comida

13
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LISTADO DE POSTERES

SESION I: BIOTECNOLOGIA SINTETICAY COMPUTACIONAL

P1.

IDENTIFICACION DE NUEVAS ENZIMAS PARA LA DEGRADACION DE TEREFTALATO
DE POLIETILENO

Alejandro Chamizo-Ampudia. Dpto. de Biologia Molecular, Area de Bioquimica y Biologia Molecular, Universi-
dad de Leédn; Instituto de Biologia Molecular, Genémica y Proteémica (INBIOMIC), Universidad de Ledn

PRODUCCION HETEROLOGA DE 2,3-BUTANODIOL EN ESCHERICHIA COLI

José Luis Garcia. Centro de Investigaciones Biolégicas Margarita Salas, CSIC, Madrid

OPTIMIZACION DE LA PRODUCCION RECOMBINANTE EN ESCHERICHIA COLI DE
LA ENZIMA N-ACETIL GLUCOSAMINA OXIDASA EN UN SISTEMA LIBRE DE ANTIBIO-
TICOS

Gerard Guerra-Mas. Dpto. de Ingenieria Quimica, Biolégica y Ambiental, Universidad Autbnoma de Barcelona

ANALISIS IN SILICO DE LAS AA9-LPMOS ENCONTRADAS EN TRANSCRIPTOMAS
DE AGARICOMICETOS: ENFOQUE EN PLEUROTUS OSTREATUS

Idoia Jiménez. Institute for Multidisciplinary Research in Applied Biology (IMAB), Public University of Navarre
(UPNA), Pamplona

ALGORITMOS DE INTELIGENCIA ARTIFICIAL PARA BIOPROSPECCION ENZIMATICA
COMPUTACIONAL

Mireia Martinez. Barcelona Super Computing Center-Centro Nacional de Supercomputacion, Dpto. de Life
Sciences, Barcelona

DISTRIBUCION, FILOGENIAY CLASIFICACION DE OXIDASAS MULTICOBRE EN HON-
GOS BASIDIOMICETOS

Gonzalo Molpeceres. Centro de Investigaciones Biolégicas Margarita Salas, CSIC, Madrid

PRODUCCION DE BIOPLASTICO A PARTIR DE PET CON LA BACTERIA COMAMO-
NAS TESTOSTERONI

Francisco Javier Molpeceres Garcia. Centro de Investigaciones Biolégicas Margarita Salas, CSIC, Madrid

SESION II: BIOTECNOLOGIA FARMACEUTICA

P8.

REPRODUCING THE CENTRAL DOGMA OF MOLECULAR BIOLOGY AT THE SIN-
GLE-MOLECULE LEVEL FOR ULTRAHIGH-THROUGHPUT METAGENOMIC LIBRARY
SCREENING

Laura Blas. Dept of Molecular Biology, Universidad Autébnoma de Madrid; Center of Molecular Biology Severo
Ochoa, UAM-CSIC, Madrid

HARNESSING HOST-DIRECTED miRNAs TO COMBAT STAPHYLOCOCCUS AUREUS
INTRACELLULAR INFECTIONS

Pablo Castafiera. Dpto. de Biologia Molecular, Area de Microbiologia, Universidad de Leén

P10.

P11.

P12.

P13.

P14.

P15.

P16.
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ENGINEERING LEISHMANIA MEXICANA NUCLEOSIDE 2’-DEOXYRIBOSYLTRANSFE-
RASE ACTIVITY TOWARD ARABINONUCLEOSIDES THROUGH AN /N VIVO SELEC-
TION SYSTEM

Davide A. Cecchini. Centro de Biologia Molecular Severo Ochoa, UAM-CSIC, Madrid; Dept of Molecular Bio-
logy, Universidad Auténoma de Madrid

ESTUDIO PROTEOMICO Y FENOTIPICO DEL PAPEL DEL GEN bfr EN EL METABO-
LISMO SECUNDARIO DE STREPTOMYCES COELICOLOR

Javier Garcia Martin. Instituto de Biologia Funcional y Genémica (IBFG), Dpto. de Microbiologia y Genética,
CSIC-USAL, Salamanca

METABOLITE DIVERSITY AND ANTIMICROBIAL ACTIVITIES BY MEMBERS OF THE
GENUS ACTINOPHYTOCOLA

Ignacio Gonzalez. Fundacion MEDINA, Centro de Excelencia en Investigaciéon de Medicamentos Innovadores
en Andalucia, Granada

OPTIMIZATION OF A MICROFLUIDIC-BASED ASSAY FOR THE METAGENOMIC
SCREENING OF N-ACETYLNEURAMINIC ACID ALDOLASE

Alvaro Lorente. Centro de Biologia Molecular Severo Ochoa, UAM-CSIC, Madrid

EVALUAC[ON DEL EFECTO ANTIPROLIFERATIVO DE UNA LACASA BACTERIANA
SOBRE CELULAS TUMORALES

José Manuel Molina Guijarro. Dpto. de Biomedicina y Biotecnologia, Universidad de Alcala, Alcala de Henares

INGENIERIA METABOLICA DE BACILLUS SUBTILIS PARA LA PRODUCCION EFICIEN-
TE Y ESTABLE DE C3; CAROTENOIDES

Pere Picart. Facultad de Farmacia y Ciencias de la Alimentacion, Dpto. de Sanidad, Salud y Medio Ambiente,
Seccion Microbiologia, Universidad de Barcelona

SCREENING GUIADO POR ACTIVIDAD EN EXUDADOS FUNGICOS, UTILIZANDO
COMO MODELO A OMPHALOTUS OLEARIUS

Jusdin Ruiz-Umafia. Institute for Multidisciplinary Research in Applied Biology (IMAB), Universidad Publica de
Navarra (UPNA), Pamplona

SESION IIl: BIOTECNOLOGIA AMBIENTAL

P17.

P18.

P19.

LOS GENES SCO00954, SCO1758, SC0O4439 Y SC0O4440 PARTICIPAN EN LA FORMA-
CION DE CELULAS DEFICIENTES DE PARED EN STREPTOMYCES COELICOLOR

Sergio Alonso-Fernandez. Area de Microbiologia, Dpto. de Biologia Funcional, IUOPA, ISPA, Facultad de
Medicina, Universidad de Oviedo

MICROORGANISMOS AMBIENTALES COMO DEGRADADORES DE TERMOPLASTI-
COS EPOXIDICOS

Carlos Barreiro. Area de Bioquimica y Biologia Molecular, Dpto. de Biologia Molecular, Facultad de Veterina-
ria, Universidad de Leon; Instituto de Biologia Molecular, Genémica y Proteémica (INBIOMIC), Universidad
de Lebn

SCREENING DE HONGOS DEGRADADORES DE POLIMEROS PLASTICOS
Lara Bejarano-Mufioz. Centro de Investigaciones Biolégicas Margarita Salas, CSIC, Madrid

15
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P20.

P21.
P22.
P23.

P24.

P25.

P26.

P27.

P28.

P29.

P30.

P31.

16

AISLAMIENTO Y CARACTERIZACION DE BACTERIOFAGOS COMO METODO DE
BIOCONTROL DE BACTERIAS FITOPATOGENAS

Antonio Bernal Soto. Dpto. de Genética y Microbiologia, Universidad de Murcia; Mundeco Laboratorios,
Agronova Biotech, Fortuna, Murcia

RECOMBINANT PRODUCTION OF BOVINE SERUM ALBUMIN (BSA) IN YEAST: OPTI-
MIZATION AND ENHANCED BLOCKING CAPACITY IN IMMUNOASSAYS

Sandra Bosch. Levprot Bioscience, Calatayud, Zaragoza

DISENO DE ACINETOBACTER BAYLYI COMO CHASIS BACTERIANO PARA EL RECI-
CLAJE BIOLOGICO DE ESTERES DE FTALATO

Alba Calonge-Garcia. Centro de Investigaciones Bioldgicas Margarita Salas, CSIC, Madrid

REDISENANDO EL METABOLISMO DE ACINETOBACTER BAYLYI PARA LA PRODUC-
CION DE NUEVOS BIOPOLIMEROS A PARTIR DE RESIDUOS PLASTICOS

Susana Capel. Centro de Investigaciones Biolégicas Margarita Salas, CSIC, Madrid

RELACION ENTRE PSICROFILIA Y XEROTOLERANCIA EN EXIGUOBACTERIUM

Maria Castillo Lépez. Centro de Investigaciones Bioloégicas Margarita Salas, CSIC, Madrid

BIOPRODUCTOS DE INTERES COSMETICO EN CIANOBACTERIAS ENDOLITICAS
DEL DESIERTO DE ATACAMA

Samuel Cirés. Dpto. de Biologia, Universidad Autébnoma de Madrid

ESTUDIO DE LA BIODEGRADACION EN CONDICIONES DE COMPOSTAJE DE
PELICULAS ELABORADAS CON PLA Y NANOPARTICULAS DE MXENOS (TI,C,T,) O
CU,(OH),NO,

Gabriela Dominguez. Universidad de Alcala, Alcala de Henares

CARACTERIZACION MOLECULAR DE LA 4-HIDROXIFENILACETATO 1-MONOOXIGE-
NASA, EL PROTOTIPO DE UNA NUEVA FAMILIA DE FLAVIN MONOOXIGENASAS

Pablo Espada. Centro de Investigaciones Biolégicas Margarita Salas, CSIC, Madrid

PRODUCCION DE B-CAROTENO USANDO UNA CEPA MODIFICADA DE YARROWIA
LIPOLYTICA CULTIVADA EN MEDIOS DERIVADOS DE RESIDUOS BIOLOGICOS DE
PODAY PAPEL

Maria Gallego-Garcia. CIEMAT, Madrid; Universidad de Alcala, Alcala de Henares

BIOPLASTICQS DE USO AGRICOLA FUNCIONALIZADOS CON DERIVADOS LAC-
TEOS ANTIFUNGICOS

Sonia Garcia-Alonso. Area de Bioquimica y Biologia Molecular, Facultad de Veterinaria, Universidad de Leén

AISLADOS AMBIENTALES DEL GENERO PSEUDOMONAS COMO HERRAMIENTA
PARA LA BIODEGRADACION DE TERMOPLASTICOS EPOXIDICOS

Sonia Garrido-Chamorro. Area de Bioquimica y Biologia Molecular, Dpto. de Biologia Molecular, Facultad de
Veterinaria, Universidad de Ledn

OPTIMISATION OF L-LYSINE PRODUCTION FROM TEXTILE WASTES BY CORYNE-
BACTERIUM GLUTAMICUM

Anahi Ginesta-Anzola. Centro Tecnolégico de la Energia y del Medio Ambiente, Cartagena

P32.

P33.

P34.

P35.

P36.

P37.

P38.

P39.

P40.

P41.

P42.

P43.

oot B

CMIBM’24 - MADRID
10 < 12 Junio 2024

ESTUDIO DEL POTENCIAL ANTIMICROBIANO DE COMPUESTOS NATURALES
SOBRE CLAVIBACTER MICHIGANENSIS MEDIADO PORELINCREMENTO DEESTRES
OXIDATIVO

Jesus Llano-Verdeja. Area de Microbiologia, Dpto. de Biologia Molecular, Universidad de Leén

ESTUDIO DEL POTENCIAL ANTIMICROBIANO DE DOS CEPAS DE STREPTOMYCES

Maria Lorenzo-Sanchez. Instituto de Biologia Funcional y Gendmica (IBFG), Dpto. de Microbiologia y Gené-
tica, CSIC-USAL, Salamanca

UTILIZACION DE NANOPARTICULAS DE PLATA PRODUCIDAS CON CULTIVOS DE
LAS MICROALGAS PARACHLORELLA SP.Y TETRATOSTICHOCOCCUS SP. PARA LA
DETECCION DE METALES PESADOS Y LA DECOLORACION

Irma Marin. Dpto. de Biologia Molecular, Universidad Auténoma de Madrid

ESTUDIO DE LOS COMPUESTOS CON ACTIVIDAD ANTIFUNGICA PRODUCIDOS POR
LA CEPA STREPTOMYCES RS231 Y SU APLICACION EN EL CAMPO DE LA AGRO-
BIOTECNOLOGIA

Ramiro Moran Cacho. Instituto de Biologia Funcional y Genémica (IBFG), Dpto. de Microbiologia y Genética,
CSIC-USAL, Salamanca

DESARROLLO Y’DEMOSTRACI(')N DE UN SISTEMA DE PRODUCCION BJOL()GICA
DE ACIDO SUCCINICO BASADO EN LOS RESIDUOS DE LA INDUSTRIA LACTEA

Aranzazu Pagan-Murioz. Centro Tecnolégico de la Energia y del Medio Ambiente, Cartagena

MICROBIAL VALORIZATION OF HYDROTHERMAL LIQUEFACTION WASTEWATER

Beatriz Pasero. Centro de Investigaciones Biolégicas Margarita Salas, CSIC, Madrid

EXPLORING THE ANTIMICROBIAL POTENTIAL OF SELENIUM NANOPARTICLES
SYNTHESIZED BY VARIOUS SUBCELLULAR FRACTIONS OF STENOTROPHOMO-
NAS BENTONITICA BII-R7: A MULTIDISCIPLINARY APPROACH

Eduardo Pérez Muelas. Dpto. of Microbiology, University of Granada

UTILIZACION DEL HUESO COMO BIOADSORBENTE BACTERIANO
Tamara Pozo-Gualda. Dpto. de Microbiologia, Universidad de Granada

INTERACCIONES EN EL CONSORCIO MICROBIANO FORMADO POR EL HONGO
OPHIOSTOMA PICEAEY LA BACTERIA PSEUDOMONAS PUTIDA

Ana Pozo-Rodriguez. Centro de Investigaciones Biolégicas Margarita Salas, CSIC, Madrid

GLUCONACETOBACTER DIAZOTROPHICUS Y SU POTENCIAL DE PROMOCION DE
CRECIMIENTO EN TOMATE

Gloria Maria Restrepo Franco. Universidad Catélica de Manizales, Manizales, Colombia

APLICACION DE LA BIOLOGIA SINTETICA PARA LA DEGRADACION DE TEREFTALA-
TO DE POLIETILENO (PET)

Elias R. Olivera. Dpto. de Biologia Molecular, Area de Bioquimica y Biologia Molecular, Universidad de Leén;
Instituto de Biologia Molecular, Genémica y Proteémica (INBIOMIC), Universidad de Ledn

EFECTO DE DISTINTAS ESPECIES DE STREPTOMYCES SOBRE LA DIFERENCIA-
CION Y PRODUCCION DE DK-XANTENOS DE MYXOCOCCUS XANTHUS

Ramon I. Santamaria. Instituto de Biologia Funcional y Genémica (IBFG), Dpto. de Microbiologia y Genética,
CSIC-USAL, Salamanca
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Maria F. Vasco-Cérdenas. Area de Bioquimica y Biologia Molecular, Facultad de Veterinaria, Universidad de
Leon; Instituto de Biologia Molecular, Genémica y Proteémica (INBIOMIC), Universidad de Ledn
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OXIDASAS MULTICOBRE CON ACTIVIDAD LACASA-FERROXIDASA: CLASIFICA-
CION Y ESTUDIO DE LOS DETERMINANTES DE LA ACTIVIDAD FERROXIDASA EN
UN MIEMBRO DE HETEROBASIDION ANNOSUM S. L.

Pablo Aza. Centro de Investigaciones Biolégicas Margarita Salas, CSIC, Madrid

CARAC’TERIZACION DE UNA NUEVA DESACETILASA DE QUITINA PARA LA PRO-
DUCCION DE BIOMOLECULAS DESACETILADAS

Laura Barahona. Centro de Biologia Molecular Severo Ochoa, CSIC-UAM, Dpto. de Biologia Molecular, UAM,
Madrid

ESTUDIO DE LA FORMACION DE BIOFILMS MIXTOS CON MICROORGANISMOS DE
INTERES INDUSTRIAL

Jorge Barriuso. Centro de Investigaciones Biolégicas Margarita Salas, CSIC, Madrid

EFFECTS OF INSOLUBLE SOLIDS AND LIGNOCELLULOSE-DERIVED INHIBITORS
ON KLUYVEROMYCES MARXIANUS CECT 10875 ON FERMENTATION PERFORMAN-
CE

Manuel F. Blanco. Advanced Biofuels and Bioproducts Unit, Dept of Energy, CIEMAT, Madrid

NUEVAS HIDROXIMETILFURFURAL OXIDASAS PARA AMPLIAR EL CATALOGO DE
BIOCATALIZADORES EN LA PRODUCCION DE ACIDO FURANDICARBOXILICO

Juan Carro. Centro de Investigaciones Biolégicas Margarita Salas, CSIC, Madrid

BIOPRODUCCION DE SBR PARA LA INDUSTRIA DEL CALZADO

Roberto Castrillo-Puente. Universidad Europea de Madrid, Villaviciosa de Odén; Centro de Investigaciones
Biolégicas Margarita Salas, CSIC, Madrid

PRODUC}CION DE POLI(3-HIDROXIBUTIRATO-4-HIDROXIBUTIRATO) MEDIANTE IN-
GENIERIA METABOLICA EN AZOHYDROMONAS LATA DSM 1123

Paula Chacon Guisado. Centro de Investigaciones Biologicas Margarita Salas, CSIC, Madrid

EVALUACI(')N DE DIFERENTES FACTORES NUTRICIONALES QUE AFECTAN LA PRO-
DUCCION DE RIBOFLAVINAPOR LALEVADURA HYPHOPICHIA WANGNAMKHIAOEN-
SIS

Raziel Arturo Jiménez-Nava. Instituto Politécnico Nacional, Escuela Nacional de Ciencias Biol6gicas, Dpto. de

Ingenieria Bioquimica, Ciudad de México, México, Instituto Politécnico Nacional, Escuela Nacional de Cien-
cias Bioldgicas, Dpto. de Microbiologia, Ciudad de México, México

PEROXIGENASAS FUNGICAS EN LA PRODUCCION DE EPOXIDOS'A PARTIR DE
ACEITE VEGETAL: CARACTERIZACION ESTRUCTURAL, INGENIERIA DE PROTEI-
NAS Y OPTIMIZACION DE PROCESOS

Dolores Linde. Centro de Investigaciones Biolégicas Margarita Salas, CSIC, Madrid

P54.

P55.

P56.

P57.

P58.

P59.

P60.

P61.

P62.

P63.

P64.

oot B

CMIBM’24 - MADRID
10 < 12 Junio 2024

CARACTERIZ,ACIC')N DE UNA NUEVA QUITINASA FUNGICA Y SU APLICACION EN LA
VALORIZACION DE DESECHOS MARINOS

Maria Martinez-Ranz. Centro Severo Ochoa, CSIC-UAM, Dpto. de Biologia Molecular, UAM, Madrid

DESPOLIMERIZACION DE,POLISACARIDOS DE ALGAS USANDO ENZIMAS FUNGI-
CAS PARA LA PRODUCCION DE BIOCOMBUSTIBLES DE 32 GENERACION

Juan Méndez-Liter. Centro de Investigaciones Biologicas Margarita Salas, CSIC, Madrid

ESCALADO, PRODUCCIQN Y CARAC}TERIZACI()N DE XILOOLIGOSACARIDOS
ACIDOS MEDIANTE HIDROLISIS ENZIMATICA

Noa Miguez. Instituto de Catélisis y Petroleoquimica, CSIC, Madrid; Universidad Autdbnoma de Madrid

PAPEL DE LAS ENZIMAS PPX EN LA SINTESIS DE POLIFOSFATO EN LACTICASEI-
BACILLUS PARACASEI

Vicente Monedero. Instituto de Agroquimica y Tecnologia de Alimentos (IATA-CSIC), Paterna, Valencia

GLUCOSILACION ENZIMATICA DEL FLAVONOIDE BAICALEINA CON ALTO REN-
DIMIENTO Y REGIOSELECTIVIDAD EMPLEANDO UN MUTANTE DE SACAROSA
FOSFORILASA

Mercedes Moreno. Instituto de Catalisis y Petroleoquimica, CSIC, Madrid

PRODUCC]()N Y PURIFICACION DE LA CUTINASA DE FUSARIUM SOLANI PISIY SU
APLICACION EN LA DESPOLIMERIZACION DEL ACIDO POLILACTICO

Carlos Murgquiondo. Centro de Investigaciones Biologicas Margarita Salas, CSIC, Madrid

ANALISIS DE LA RELACION ESTRUCTURA-FUNCIQN DE UNA B-FRUCTOFURANOSI-
DASA FUNGICAY DE SU POTENCIAL BIOTECNOLOGICO

Egle Narmontaite. Centro de Biologia Molecular Severo Ochoa, UAM-CSIC, Madrid

BIOCATALIZADORES INDUSTRIALES ROBUSTOS CON ACTIVIDAD PEROXIGENA-
SA, FENOL-OXIDASA O FURFURIL-OXIDASA PRODUCIDOS EN HUESPEDES BAC-
TERIANOS Y FUNGICOS

Marta Pérez-Boada. Centro de Investigaciones Biolégicas Margarita Salas, CSIC, Madrid

EXPR!ESI()N, CARACTERIZACION Y OPTIMIZACION DE LAS CONDICIONES DE RE-
ACCION DE HIDROXIMETILFURFURAL OXIDASAS SALVAJES PARA LA PRODUC-
CION DE UN PRECURSOR DE PLASTICOS BIOBASADOS

Rodrigo A. Rincén-Sanz. Centro de Investigaciones Biolégicas Margarita Salas, CSIC, Madrid

NUEVAS SUBFAMILIAS DE MANGANESO PEROXIDASAS EN HONGOS LIGNOCELU-
LOLITICOS

Maria Isabel Sanchez-Ruiz. Centro de Investigaciones Biolbgicas Margarita Salas, CSIC, Madrid

ESTUDIO DE LA DEGRADACION DE POLIMEROS PLASTICOS POR HONGOS
LIGNINOLITICOS

Roberto Sevilla. Centro de Investigaciones Biolégicas Margarita Salas, CSIC, Madrid
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INVESTIGANDO EL ROL DE TUP1Y LA ANEUPLOIDIA DEL CROMOSOMA Il EN LA
RESPUESTA AL ESTRES POR ETANOL EN S. CEREVISIAE A TRAVES DEL ANALISIS
DE RNAseq

Sonia Albillos-Arenal. Instituto de Agroquimica y Tecnologia de Alimentos (IATA-CSIC), Paterna, Valencia

EFECTIVIDAD DEL PLASMA FRIiO EN LA REDUCCION DE BIOFILMS FORMADOS
POR BACILLUS CEREUS

Consuelo Esteve. Dpto. de Microbiologia y Ecologia, Universitat de Valéncia, Valencia

DESARROLLO DE NUEVAS PELICULAS PLASTICAS CON CAPACIDAD ANTIMICRO-
BIANA: EVALUACION DE SU ACTIVIDAD SOBRE LA MICROBIOTA DE DISTINTOS
ALIMENTOS

Juana Rodriguez. Universidad de Alcala, Alcala de Henares

SCREENING DE NUEVAS CEPAS PRODUCTORAS DE ACIDO GAMMA-AMINOBUTIRI-
CO PARA ALIMENTOS FUNCIONALES

Dante Fratebianchi. Centro Nacional de Tecnologia y Seguridad Alimentaria (CNTA), San Adrian, Navarra

CARACTERIZACION Y EVALUACION COMPARATIVA DE LA SUSCEPTIBILIDAD AL
FAGO KAYVIRUS RODI DE DISTINTAS CEPAS DE STAPHYLOCOCCUS AUREUS

Andrea Jurado. Instituto de Productos Lacteos de Asturias (IPLA-CSIC), Villaviciosa

IDENTIFICACION’DE GENES Y SNPs ASOCIADOS CON LA FERMENTACION VINICA
Y LA ADAPTACION A LA LIMITACION DE NITROGENO EN CEPAS SILVESTRES Y
DOMESTICADAS DE SACCHAROMYCES CEREVISIAE

Claudio Martinez. Centro de Estudios en Ciencia y Tecnologia de Alimentos, Universidad de Santiago de
Chile, Santiago, Chile; Dpto. de Ciencia y Tecnologia de los Alimentos, Facultad Tecnolbgica, Universidad de
Santiago de Chile, Santiago, Chile

INACTIVACION DE LISTERIA MONOCYTOGENES Y GENERACION DE CELULAS
SUB-LETALMENTE DANADAS EN EL TRATAMIENTO MEDIANTE DBD-PLASMA DE
VEGETALES DESHIDRATADOS

Maria Consuelo Pina-Pérez. Dpto. de Microbiologia y Ecologia, Universitat de Valencia, Burjassot

BIOPROSPECCION DE BACTERIAS ENDOFITAS DE MANGLARES DEL CARIBE
COLOMBIANO PARA USO COMO BIOINOCULANTE EN SUELOS CON PROBLEMAS
DE SEQUIAY SALINIDAD

Zamira E. Soto-Varela. Facultad de Ciencias Basicas y Biomédicas-Centro de Investigacién en Biodiversidad
y Cambio Climatico-ADAPTIA, Universidad Simén Bolivar, Barranquilla, Colombia
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LA FACTORIA CELULAR POR DENTRO: DE LA ANALOGIA A LA
METODOLOGIA

de Lorenzo. Victor*®

Centro Nacional de Biotecnologia, CSIC, Departamento de Biologia de Sistemas, Campus de
Cantoblanco UAM, Madrid, Esparna

*vdlorenzo@cnb.csic.es

Las células bacterianas a menudo se imaginan como reactores de un solo recipiente donde
ocurren una gran cantidad de procesos quimicos al mismo tiempo y en el mismo lugar. Aunque
el citoplasma bacteriano no esta compartimentalizado, esto no significa que los componentes
celulares estén organizados aleatoriamente o sean libres de difundirse. Hemos investigado la
localizacion subcelular de la maquinaria moleculares que dirige el flujo de expresion génica de
Pseudomonas putida durante el catabolismo del m-xileno. Las fusiones de proteinas fluores-
centes con subunidades de la ARN polimerasa (RNAP) y ribosomas seguido del analisis de
imagenes mostraron que la RNAP se localizaba en 3D con el ADN cromosdmico, mientras que
las proteinas ribosémicas abundaban sélo fuera del nucleoide. Esta dominializaciéon también se
observo en células con doble etiqueta para RNAP y ribosomas. Cuando el plasmido TOL pWWO0
(que permite la biodegradacion de m-xileno a través de enzimas catabdlicas transmitidas por
plasmidos) se visualizé mediante hibridacién fluorescente in situ (FISH), la mayoria de las célu-
las contenian uno o dos focos. Ademas, el ADN plasmidico se detecté principalmente asociado
a la superficie externa del nucleoide. Al adoptar sondas de ARN dirigidas al sistema catabdlico
TOL, FISH revel6 que los transcritos se acumulaban en ubicaciones celulares especificas adya-
centes al plasmido. Por el contrario, las enzimas catabdlicas mostraron una notable movilidad
en el citoplasma, como lo revela el seguimiento individual de proteinas. Por tanto, es posible que
las macromoléculas implicadas en el flujo de informacién genética del plasmido TOL tengan una
dinamica 3D especifica para optimizar el rendimiento de todo el proceso catabdlico.

Referencias:

Gofi-Moreno et al. (2017) Deconvolution of gene expression noise into spatial dynamics of transcription factor-pro-
moter interplay. ACS Synth Biol. 6: 1359-1369.

Kim et al. (2019) Spatial organization of the gene expression hardware in Pseudomonas putida. Environ Microbiol.
doi: 10.1111/1462-2920.14544.

Kim, J. et al. (2021) Subcellular Architecture of the xyl/ gene expression flow of the TOL catabolic plasmid of Pseu-
domonas putida mt-2. mBio 12: e03685-20. doi: 10.1128/mBio.03685-20.
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SESION I: Biotecnologia Sintética y Computacional

¢ QUIEN NECESITA ENZIMAS? COMO CONVERTIR PROTEINAS EN
ENZIMAS Y ACOPLARLAS EN BIOLOGIA SINTETICA

Guallar, Victor*

Barcelona Supercomputing Center, Barcelona, Esparia

*victor.guallar@bsc.es

La caracterizacion e ingenieria de proteinas mediante métodos computacionales ha demostra-
do, en los ultimos afios, grandes avances. El desarrollo de métodos moleculares mas precisos
y rapidos, juntamente con el uso de métodos de aprendizaje automatico esta transformando
nuestra manera de trabajar en biotecnologia. Transformamos proteinas para vacunas, para me-
jorar anticuerpos, disefar transportadores, etc. Y les ha llegado el turno a las enzimas. Somos
capaces de transformar una proteina en un minirreactor enzimatico, mejorando ostensiblemente
el rendimiento de las mejores enzimas conocidas.

En esta charla repasaremos como, mediante la introduccién de centros activos artificiales, he-
mos sido capaces de transformar varias proteinas en superenzimas. Y mostraremos nuestros
resultados mas recientes (no publicados), donde esta tecnologia nos permite transformar una
bacteria inerte en una especialista en degradar nanoparticulas de plastico. jBiologia sintética a
la cartal

Referencias:

Sub-micro-and nano-sized polyethylene terephthalate deconstruction with engineered protein nanopores. A Ro-
bles-Martin, et al., Nature Catalysis 6 (12), 1174-1185 (2023)
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EL IMPACTO DE LA INTELIGENCIA ARTIFICIAL EN EL DESCUBRI-
MIENTO DE FARMACOS: UNA OPORTUNIDAD PARA CONCEBIR
NUEVOS AGENTES ANTIMICROBIANOS

Dominguez, Juan Manuel*
Topazium Atrtificial Intelligence, Madrid, Espara

*imdominguez@topazium.com

El proceso de descubrimiento de farmacos se caracteriza por ser complejo y minuciosamente
regulado para asegurar la eficacia de los nuevos tratamientos que alcanzan el mercado y mi-
nimizar sus efectos secundarios. Ello hace que, por término medio, este proceso dure mas de
una década con tasas de éxito exiguas que elevan los costes asociados al lanzamiento de un
nuevo farmaco por encima de los mil millones de ddlares. Todo ello aboca a las compafdias far-
macéuticas a elaborar estrategias que maximicen la rentabilidad econdmica de este proceso, lo
que, entre otras consecuencias, les hace enfocarse en areas terapéuticas de bajo riesgo o que
generen retornos econémicos abundantes a costa de reducir los recursos en otras areas donde
el reto cientifico es mayor y, por tanto, las probabilidades de éxito inferiores. El descubrimiento
de nuevos antimicrobianos, particularmente aquellos dirigidos a cepas multirresistentes, es una
de las areas que mas ha sufrido las consecuencias de esta estrategia investigadora en las dos
primeras décadas del siglo XXI. Sin embargo, la aparicién de nuevas herramientas de inteligen-
cia artificial esta causando un cambio significativo en el proceso de descubrimiento de farmacos,
haciéndolo mas productivo y mejorando por tanto sus expectativas de éxito. En esta presenta-
cion se discutira cual es ese impacto y cdmo esta afectando positivamente al descubrimiento de
nuevas entidades terapéuticas, con especial mencidén a nuevos agentes antimicrobianos.
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ESTRATEGIAS COMPUTACIONALES PARA EL DESCUBRIMIENTO
DE ENZIMAS EN LA SINTESIS SOSTENIBLE DE BIOPLASTICOS

Floor, Martin™; Mufioz, Rubén’; Martinez, Mireia’; Roda, SergiZ; Carro, Juan®;, Martinez, Angel T3;
Ruiz-Duenas, Francisco Javier®; Guallar, Victor'

'Barcelona SuperComputing Center - Centro Nacional de Supercomputacion, Barcelona, Esparia;
2Nostrum Biodiscovery S.L., Barcelona, Spain; 3Centro de Investigaciones Biolégicas Margarita
Salas, CSIC, Madrid, Esparia

*mfloor@bsc.es

Los bioplasticos ofrecen una alternativa ecoldgica a los polimeros convencionales derivados de
petroquimicos. Sin embargo, su uso generalizado se ha visto limitado por el desafio de generar efi-
cientemente los sustratos monoméricos necesarios para su sintesis. El polietileno furanoato (PEF),
un actor crucial en este ambito, depende de la sintesis de furano-2,5-dicarboxilato (FDCA) a partir
de la oxidacién de hidroximetilfurfural (HMF), un compuesto organico derivado de la deshidratacion
de azucares reductores (Esquema 1). Las enzimas HMF oxidasas (HMFO) (EC: 1.1.3.47), dentro
de la familia de las flavoproteinas oxidantes tipo glucosa-metanol-colina, son centrales en esta
sintesis. A pesar de su importancia, el paso oxidativo final para producir FDCA (i.e., FFCAa FDCA)
constituye la principal limitante debido a la acotada cantidad de enzimas conocidas capaces de
catalizar esta reaccion eficientemente. Dada la necesidad apremiante de encontrar mejores solu-
ciones enzimaticas para agilizar el desarrollo comercial de bioplasticos, disefiamos un nuevo proto-
colo de bioprospeccion computacional, con el cual, empleando busquedas masivas de similitud de
secuencias, simulaciones Monte Carlo, calculos de ingenieria de proteinas y aprendizaje supervi-
sado, exploramos decenas de miles de nuevas HMFO en busqueda de mejores catalizadores para
la produccién de FDCA. Con el objetivo principal de identificar nuevas enzimas que exhibieran una
mejora en el paso final de oxidacion, caracterizamos nuevas HMFO con buena actividad catalitica
y con un gran potencial para su medra. Estos hallazgos representan un avance significativo hacia
la optimizacion de la produccion de bioplasticos. No obstante, ademas de ofrecer soluciones poten-
ciales en la sintesis de PEF, también definen la frontera y las complejidades inherentes al campo de
la bioprospeccion in silico para la concrecién de nuevos descubrimientos biocataliticos.

Esquema 1. Cascada de oxidaciones para la conversién de HMF a FDCA.
Financiacion:
Proyecto PLEC2021-007690 financiado por MICIU/AEI/10.13039/501100011033 y por la Unién Europea NextGe-

nerationEU/PRTR; Proyecto ROBUSTOO, financiado por la Uniéon Europea bajo el Acuerdo de Subvencion No
101135119; y Plataforma Tematica Interdisciplinar Susplast, CSIC
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DESARROLLO DE UN METODO COLORIMETRICO DE SCREENING
PARA LA DETECCION DE LA INSERCION SIMULTANEA DE MULTI-
PLES COPIAS GENICAS EN BACILLUS SUBTILIS MEDIANTE CRIS-
PR-CAS9

Ferrando, Jordi*; Filluelo, Oriana; Picart, Pere

Universitat de Barcelona, Barcelona, Espafia

*ferranu7@alumnes.ub.edu

Bacillus subtilis destaca por ser un excelente productor de enzimas industriales, en parte debido
a su rapido crecimiento, elevada capacidad para secretar proteinas al medio extracelular y su
reconocido estatus GRAS (Generalmente Reconocido como Seguro). No obstante, pese a los
notables avances en el campo de la ingenieria genética para la regulacion y manipulacion de
genes, aun persiste un desafio crucial: la eficiente insercién de multiples copias de un gen en
B. subtilis. Para abordar esta necesidad, presentamos una estrategia innovadora basada en el
sistema CRISPR-Cas9. Por primera vez, hemos desarrollado y demostrado conceptualmente
un método de screening eficaz que permite detectar la insercién simultanea de hasta tres co-
pias génicas en el cromosoma de B. subtilis segun el color de las colonias (amarillas/blancas).
Para ello, se integraron hasta tres copias del operon crtMN de Staphylococcus aureus, cuya
expresion produce un pigmento amarillo, en tres puntos diferentes dentro del cromosoma de B.
subtilis, resultando en la obtencidén de cepas formadoras de colonias amarillas. A continuacion,
desarrollamos un sistema CRISPR-Cas9 basado en un unico plasmido portador de un ARN guia
especifico, dirigido al operén crtMN, y un molde de reparacion editable para permitir la sustitucion
simultanea de los multiples operones crtMN por el gen de interés mediante recombinacion homo-
loga. De este modo, es posible diferenciar las colonias recombinantes blancas, que sélo apare-
cen si se sustituyen los multiples operones crtMN por el gen deseado, de las colonias amarillas
con ediciones genéticas defectivas, manteniendo al menos una copia intacta del operén crtMN.
Este novedoso sistema facilita la construccién de cepas de B. subtilis con una elevada expresion
del gen de interés de manera sencilla y eficiente, sin necesidad de marcadores de resistencia ni
plasmidos, y en un tiempo de siete dias, demostrando el potencial que la implementacion de esta
tecnologia alberga en fines biotecnoldgicos.

Financiacion:
Este trabajo ha sido subvencionado por el Pla de Doctorats Industrials del Departament de Recerca i Universitats

de la Generalitat de Catalunya con el apoyo de Gesti6 d’ Ajuts Universitaris de Recerca con la beca numero 2021
DI 77 concedida a Jordi Ferrando Nufiez.

Referencias:

Ferrando J, Filluelo O, Zeigler DR, Picart P. Barriers to simultaneous multilocus integration in Bacillus subtilis tumble
down: development of a straightforward screening method for the colorimetric detection of one-step multiple gene
insertion using the CRISPR-Cas9 system. Microb Cell Fact 22, 21 (2023).
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GENERACION DE NOVO DE DERIVADOS METILADOS EN LAS PO-
SICIONES 5Y 7 DE CHALCONA DE NARINGENINA'Y NARINGENINA

Serna-Diestro, Juan'?3*; Pérez-Valero, Alvaro'23: Fernandez, Javier'23: Villar, Claudio J."23;
Lombd, Felipe'?3

'Departamento de Biologia Funcional, Universidad de Oviedo, Oviedo, Espana; ?Instituto Uni-
versitario de Oncologia del Principado de Asturias, Oviedo, Espafa; 3Instituto de Investigacion
Sanitaria del Principado de Asturias, Oviedo, Espafia

*sernadjuan@uniovi.es

El interés por la produccion industrial de flavonoides se ha incrementado durante los ultimos
anos. Estos metabolitos secundarios de origen vegetal destacan por sus actividades antioxi-
dantes, antiinflamatorias y antitumorales'. De entre ellos, los derivados metilados presentan una
mayor biodisponibilidad oral, mejor transporte a través de membrana y mayor estabilidad?. Sin
embargo, su extraccion a partir de los productores vegetales naturales es insuficiente y su sin-
tesis quimica, ademas de cara, es muy laboriosa, siendo el uso de microorganismos como bio-
factorias una solucion a este problema?®. Este trabajo se ha centrado en la generacion de rutas
biosintéticas heterdlogas de derivados metilados en las posiciones 5 y 7 de la chalcona de na-
ringenina y de naringenina en la bacteria Streptomyces albidoflavus. Los flavonoides metilados
en la posicion 5 y dimetilados en las posiciones 5 y 7 se originan en una menor proporcion en la
naturaleza que el resto de los flavonoides, debido a lo cual es un campo ampliamente lleno de
oportunidades de estudio?. Un total de 6 genes de origen vegetal (TAL, 4CL, CHS, CHI, 7-OMTy
5-OMT) son necesarios para la generacion de dichos derivados metilados, todos ellos integrados
a lo largo del cromosoma de la bacteria elegida como factoria. Como resultado se ha obtenido
la produccion de 43,42 ug/L de helichrisetina y 79,92 ug/L de flavokavaina C, ambos derivados
metilados de chalcona de naringenina. Por otro lado, se identificaron putativamente los derivados
metilados de naringenina, 5-metil naringenina y 5,7-dimetil naringenina, llegando a unos niveles
de produccién de alrededor de 4,02 mg/L y 2,89 mg/L respectivamente. Estos resultados se pre-
sentan a nuestro conocimiento como las primeras generaciones de novo de estos compuestos
en un hospedador heterdlogo, abriendo el abanico a la investigacion de las diferentes actividades
y usos de estos compuestos.

Referencias/Financiacion:
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LA HERENCIA MITOCONDRIAL PUEDE AFECTAR EL CRECIMIENTO
DE PLEUROTUS OSTREATUS DEBIDO A LA INTERACCION ENTRE
EL GENOMA NUCLEAR Y MITOCONDRIAL
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Pleurotus ostreatus es un hongo filamentoso comestible ampliamente distribuido con valor nu-
tricional y propiedades biotecnoldgicas. En un ciclo de vida regular, los monocariontes pueden
donar o aceptar otro nucleo. Cuando un monocarionte puede aceptar y donar su nucleo de ma-
nera indistinta, se producen cruces bidireccionales. Este escenario puede crear conflictos entre
los genomas nuclear y mitocondrial, y puede ocurrir “esterilidad masculina”. La composicion mi-
tocondrial del monocarionte que acepta el nucleo permanece en el nuevo dicarionte. Las mito-
condrias son responsables de la respiracion celular y juegan un papel esencial en la respuesta
al estrés. Para analizar la interaccion entre el nucleo y las mitocondrias y como esta interaccion
podria afectar el crecimiento y la aptitud de la cepa, obtuvimos cepas dicariéticas con la mis-
ma composicion nuclear pero diferentes tipos de mitocondrias. Utilizamos monocariontes de la
misma progenie de crecimiento rapido (F) y lento (S) (conteniendo las mismas mitocondrias: m)
cruzados con otra cepa salvaje (T) que contiene una mitocondria diferente (t) y construimos di-
cariontes con la misma composicion nuclear pero diferentes complementos mitocondriales: FxT
y ST con mitocondrias m o t. Las cepas se cultivaron bajo estrés abidtico variando las fuentes
de carbono y temperatura. También se caracterizaron los cuerpos fructiferos. Las cepas con mi-
tocondrias heredadas del probador (t) presentaron tasas de crecimiento y valores de aptitud mas
altos. En los dicariontes de crecimiento rapido, no se encontraron diferencias entre las cepas. Sin
embargo, una de las cepas que involucra una cepa parental de crecimiento lento mostré diferen-
cias significativas en la tasa de crecimiento dependiendo de las mitocondrias. Demostramos la
interaccion entre las mitocondrias y el nucleo, como el genoma nuclear determina la respuesta de
las mitocondrias y cdmo afecta la tasa de crecimiento y las caracteristicas del cuerpo fructifero.
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La vacuna contra la Tuberculosis MTBVAC es una vacuna viva consistente en una cepa del
patdégeno humano, Mycobacterium tuberculosis, atenuada mediante la eliminacion racional de
dos genes de virulencia: phoP y fadD26. MTBVAC fue desarrollada por la Universidad de Za-
ragoza, como una estrategia de mejora de la centenaria vacuna BCG derivada de una cepa de
Mycobacterium bovis aislada de las vacas. En 2008, MTBVAC fue transferida a la farmacéutica
Biofabri para su produccién industrial. Actualmente, se han llevado a cabo, o estan planificados,
diferentes ensayos clinicos en humanos con MTBVAC, que incluyen un ensayo de fase 1 sobre
seguridad en adultos® (Numero de ClinicalTrials.gov NCT02013245), un ensayo de fase 1b sobre
seguridad en recién nacidos? (NCT02729571), 2 ensayos de fase 2a sobre inmunogenicidad en
adultos (NCT02933281) y recién nacidos (NCT03536117), y un ensayo de fase 3 de eficacia en
recién nacidos (NCT04975178).

Paralelamente a estos ensayos clinicos, y a la produccion industrial de MTBVAC, desde el afio
2000, venimos caracterizando los mecanismos moleculares por los cuales dicha vacuna es se-
gura y eficaz. Entre estos mecanismos se encuentran: 1) la falta de lipidos complejos de la en-
voltura micobacteriana con capacidad de inmunomodular el sistema inmunolégico?; 2) la falta de
secrecion de ESAT-6, considerado el mayor factor de virulencia de M. tuberculosis; 3) la secre-
cion de CFP-10, que contiene un gran numero de epitopos inmunoestimulantes?; 4) la secrecion
incrementada de antigenos, como la familia Ag85°; y 5) la mayor produccién de c-di-AMP, un
segundo mensajero capaz de estimular el sistema inmune innato®.

Todos estos fenotipos correlacionan con los resultados obtenidos en los ensayos clinicos, y en
modelos celulares y animales realizados por laboratorios independientes, y permiten un conoci-
miento molecular sin precedentes de la vacuna MTBVAC.
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INNOVACION CON FAGOS: DIAGNOSTICO Y TRATAMIENTO DE
LAS INFECCIONES
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La terapia con fagos liticos (también llamada fagoterapia) es una forma médica de control biol6-
gico de infecciones bacterianas, que utiliza virus naturales, llamados bacteriéfagos o fagos, asi
como virus sintéticos (o modificados genéticamente) y proteinas derivadas de los fagos, como
agentes antibacterianos. Hace mas de 100 afios desde el inicio de la aplicacion de la fagoterapia,
sin embargo, en la actualidad esta experimentando un resurgimiento en interés, con un numero
creciente de estudios de casos clinicos publicados debido a la crisis de la resistencia a los antimi-
crobianos. Por todo ello, la terapia con fagos, se enfrenta a desafios médicos, biolégicos, norma-
tivos y econdmicos. El éxito terapéutico de la fagoterapia frente a las bacterias resistentes a los
antimicrobianos dependera de su aplicacion a través de ensayos clinicos, asi como a través del
“uso compasivo” frente a determinadas infecciones mediante una medicina personalizada. Por
ello, es clave la estandarizacion de protocolos en laboratorios clinicos y servicios para obtener
resultados que permitan avalar dicha terapia en el tratamiento de enfermedades infecciosas. En
esta presentacion, analizamos estos desafios y desarrollamos las diversas lineas de protocoli-
zacion en el manejo de los fagos liticos en el laboratorio. Nos centramos en diversas lineas de
innovacion en fagoterapia basadas en la utilizacion de fagos liticos naturales en combinacién con
diversos tratamientos (concretamente inhibidores de mecanismos bacterianos de resistencia a
la infeccion por fagos), que fomentan su accion, asi como en proteinas derivadas como lisinas y
depolimerasas, y fagos disefiados por ingenieria portando proteinas de interés.
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SCO1897 AS A NOVEL TRANSCRIPTIONAL REGULATOR MODULA-
TING PHOSPHORUS HOMEOSTASIS IN STREPTOMYCES COELI-
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Streptomycetes are important biotechnological bacteria from which most antibiotics were dis-
covered. Secondary metabolism and hypha differentiation are closely linked, and phosphate is
one of the key modulators of both processes’. Under phosphate starvation the canonical PhoP
transcriptional regulator represses sporulation and activates phosphate import and polyphospha-
te accumulation by means of the pstA/B/C phosphate transporter, the pstS extracellular phospha-
te-binding protein and the ppK polyphosphate kinase/adenosine diphosphate kinase?. Under high
phosphate levels the PhoP transcriptional activity is highly diminished. PhoP represses indirectly
antibiotic production increasing cytosolic phosphorus which has a negative effect in secondary
metabolism?®. Here, we discover the SCO1897 DeoR transcriptional repressor, which is activated
under the high cytosolic levels reached in sporulating hyphae and modulates phosphate accumu-
lation into spores. Most of the 1,420 genes whose transcription is affected in the SCO1897 mutant
are not affected by PhoP, suggesting that SCO1897 and PhoP have different and complementary
roles. For instance, SCO1897 modulates the expression of the SC0O1898/1899/1900 ABC phos-
phate transporter and the SC0O4849 phosphatase, alternatives to the PhoP regulated PstA/B/C
and PpK to control phosphate import and polyphosphate accumulation in sporulating hyphae.
Secondary metabolism, sporulation and germination are pleiotropically influenced by SCO1897.
Our results open new avenues to understand Streptomyces phosphate metabolic global respon-
se, phosphate homeostasis, hypha differentiation and secondary metabolism regulation.
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INGENIERIA GENETICA EN MYCOLICIBACTERIUM SMEGMATIS
PARA LA PRODUCCION DE 22-HIDROXI-23,24-BISNORCOL -4-EN-3-
ONA A ESCALA DE BIORREACTOR
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Las sintonas esteroideas C19 como el AD (androstenediona) y el ADD (androstendiendiona) se
producen industrialmente utilizando fitoesteroles como sustrato y varios mutantes del género
Mycolicibacterium que tienen bloqueada la degradacion de los anillos esteroideos. Sin embargo,
debido a la existencia de una ruta catabdlica alternativa de esteroles, también se acumula como
subproducto un esteroide C22 denominado 22-hidroxi-23,24-bisnorcol-4-en-3-ona (4-HBC), lo
que reduce los rendimientos de produccién y complica la purificacion de las sintonas. En trabajos
previos hemos identificado en Mycolicibacterium smegmatis el gen MSMEG_6561, que codifica
una posible aldolasa (Sal) responsable de la transformacion de 22-hidroxi-3-oxo-colest-4-en-
24-carboxil-CoA en el precursor del 4-HBC denominado (20S)-3-oxegn-4-oxoprene-20-aldehi-
do-carboxaldehido (3-OPA)'. La delecion de MSMEG 6561 evita la acumulacion del contami-
nante 4-HBC durante la produccion de AD. Por otro lado, se ha comprobado en M. neoaurum
que el intermediario 3-OPA es posteriormente reducido por la reductasa mnOpccR para producir
4-HBC que, cuando se produce de forma mayoritaria, deja de ser un subproducto para con-
vertirse en una sintona C22 de interés industrial. La reductasa homdéloga a mnOpccR en M.
smegmatis es la reductasa msOpccR (MSMEG_1623)2. Por otro lado, se hipotetizé que también
podria funcionar en la transformacion de 3-OPA a 4-HBC el gen MSMEG 6563, que codifica una
reductasa que se encuentra junto a la aldolasa Sal. Los genes MSMEG_6563 y MSMEG 1623
se clonaron independientemente en una cepa de M. smegmatis productora de 4-HBC junto con
el gen MSMEG_6561 para estudiar si la presencia de las reductasas junto con la aldolasa podia
mejorar el rendimiento de 4-HBC. Cuando se realizaron experimentos de biotransformacion en
biorreactor con estas cepas utilizando fitoesteroles como materia prima se observd que tanto
la cepa que expresa la reductasa MSMEG_6563 como la que expresa la reductasa msOpccR
(MSMEG _1623) produjeron una mayor cantidad de 4-HBC respecto a la cepa parental.
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SARS-CoV-2 is a single-stranded RNA + polarity virus that belongs to coronavirus family. Its ge-
nome contains 14 ORFs, 2 of which lead to 2 polyproteins (pp1a and pp1ab) that, in turn, lead
to 16 non-structural proteins. To complete its viral cycle these polyproteins are processed by 2
viral essential proteases, 3CLpro (nsp5/Mpro) and PLpro (nsp3). Thus, these proteases are both
pharmacological drug targets. In fact, one of the compounds approved for the treatment of CO-
VID-disease, nirmatrelvir, is a competitive inhibitor of 3CLpro. Nowadays, one emerging problem
is the clinical selection of variants resistant to nirmatrelvir.

We have developed a bioassay in the model yeast Saccharomyces cerevisiae based on the grow-
th inhibition caused by 3CLpro overexpression. When we expose yeast to nirmatrelvir it restores
cell growth. The treatment of yeasts expressing the variant 3CLpro®'®" resistant to nirmatrelvir
leads to an incomplete restoration of growth when compared to wild-type 3CLpro. We have adap-
ted this system to search for resistance mutations to nirmatrelvir in yeast. We have performed a
randomized mutagenesis on 3CLpro followed by yeast gap-repair, obtaining 1190 clones. Pro-
tease activity assays were performed, obtaining 825 fully active clones. We set a primary nir-
matrelvir-resistance screening by exposing these clones to a fixed concentration of nirmatrelvir.
267 clones behaved as resistant and were subsequently subjected to plasmid extraction, DNA
sequencing and yeast retransformation for phenotype confirmation. Only 31 of them reproduced
the phenotype. When studied in dose-response assays for validation, 5 mutants bearing single,
double, or triple point mutations were finally isolated as resistant to nirmatrelvir.

Our screening provides useful predictions about new variants that could arise through the clinical
use of nirmatrelvir. This structural and functional knowledge will help to design effective 3CLpro
inhibitors that avoid the selection of resistant variants.
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Las rutas de senalizacion mediadas por MAPK (Mithogen-Activated Protein Kinases) regulan
procesos fisiolégicos fundamentales en los organismos eucarioticos. La levadura Saccharomy-
ces cerevisiae se emplea como modelo para el estudio de las rutas de MAPKs debido a su alto
grado de conservacion, especialmente a nivel de la cascada constituida por tres protein-quina-
sas, la MAPKKK, la MAPKK y la MAPK activadas por fosforilacién secuencial. Estas rutas se re-
gulan negativamente mediante la desfosforilacion ejercida por fosfatasas como las MKPs (MAPK
Phoshatases). La ruta de MAPK CWI (Cell Wall Integrity) de la levadura responde a estrés, prin-
cipalmente sobre pared celular para mantener su integridad, y esta compuesta por la MAPKKK
Bck1, las MAPKKs Mkk1 y Mkk2 y la MAPK SIt2. En este trabajo, hemos encontrado que la
expresion en levadura de las MAPK humanas ERK1 y ERK2, pero no de ERKS ni de una version
truncada constitutivamente activa de la misma, ERK5ACt, recupera el crecimiento de mutantes
slt2D sometidos a estrés. Ademas, estas condiciones propician la fosforilacion de ERK1, ERK2 y
de ERK5AC, caracteristica de su activacion. Sin embargo, la expresion de una versién hiperacti-
va de la MAPKK humana Mek5 junto con sus dianas ERK5 y ERK5ACt, reemplaza la funcion del
par Mkk1/2-Slt2. Por ultimo, la sobreexpresion de las MKPs humanas DUSP3 y DUSP6 reduce
los niveles de fosforilacion de ERK1, ERK2 y SIt2 en levadura. Nuestros resultados reflejan que
las MAPKs y las MKPs humanas pueden integrarse en la fisiologia de la levadura y sustituir la
funcién de las proteinas enddgenas en ciertos contextos. Ademas, dado que estas proteinas es-
tan implicadas en procesos patoldgicos, nuestros resultados suponen un punto de partida en el
desarrollo de modelos que permitan su analisis funcional en este organismo, asi como el rastreo
de compuestos inhibidores de interés farmacolégico.
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La gestion sostenible de los residuos plasticos se ha convertido en uno de los grandes retos
de la sociedad actual. Desafortunadamente, muchos de los residuos plasticos mas abundantes
no son aptos para el reciclado mecanico tradicional. Si bien se estan desarrollando tecnologias
alternativas, como el reciclado quimico o el reciclado por disolucién, su alto coste hace que aun
no sean implementadas de manera generalizada. Adicionalmente, estas tecnologias pueden ge-
nerar corrientes residuales complejas y potencialmente toxicas que complican en gran medida
su tratamiento posterior. Por ello, el uso de microorganismos como embudos catabdlicos para
la conversidon de estas corrientes en un unico producto de valor afiadido es considerado como
una estrategia de gran potencial para mejorar la viabilidad econémica de estas tecnologias de
reciclaje alternativas.

En esta presentacion, se abordaran ejemplos recientes en los que se han empleado estrategias
de ingenieria metabdlica sobre bacterias de suelo modelo para convertir compuestos derivados
del reciclado quimico de plasticos en nuevos bioproductos, concretamente polimeros o precur-
sores de origen microbiano que pueden ser empleados para la fabricacién de bioplasticos mas
sostenibles’ 3. Adicionalmente, se introduciran los esfuerzos que se estamos llevando a cabo en
la actualidad para convertir a la bacteria Acinetobacter baylyi en una nueva plataforma para la
produccion de bioplasticos con un ciclo de vida circular a partir de residuos de plasticos conven-
cionales. De este modo, pretendemos mostrar como la biotecnologia microbiana puede contri-
buir a la Economia Circular de los plasticos.
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MICORREMEDIACION DE LODOS DE DEPURADORA: UN RESIDUO
POLI-CONTAMINADO CON XENOBIOTICOS EMERGENTES

Angeles de Paz, Gabriela'; Robledo-Mahon, Tatiana'? Lépez Rodriguez, Maria del Mar'; Gui-
rado-Mendoza, Luna’; Blanco Gonzalez, Antonio'; Martinez Cortizas, Antonio®; Bankole, Paul'?;
Calvo, Concepcién'?; Aranda, Elisabet'2*

"Instituto Universitario de Investigacion del Agua, Universidad de Granada, Granada, Espana;
2Departamento de Microbiologia de la Facultad de Farmacia, Universidad de Granada, Granada,
Espana; 3Centro de Investigacion Interdisciplinar en Tecnologias Ambientales (CRETUS), Uni-
versidade de Santiago de Compostela, Santiago de Compostela, Espara
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Los procesos de depuracion de aguas residuales llevan consigo la generacidén anual de alrede-
dor de 1,2 millones de toneladas de lodos de depuradora en Espaina. De acuerdo con la normati-
va, es necesario estabilizarlos antes de su uso como enmendantes de suelos, garantizando con
ello la revalorizacion de estos residuos en el marco de una economia circular. Sin embargo, la
composicion de estos residuos es de una gran complejidad, conteniendo multiples xenobidéticos,
incluidos contaminantes prioritarios y emergentes. En particular, los lodos representan una de
las principales fuentes de entrada de farmacos y microplasticos en suelos, con el agravante de
no existir hoy en dia una normativa reguladora para estas sustancias. La mayoria de estos com-
puestos son dificiles de eliminar mediante los procesos que usualmente se aplican para la estabi-
lizacidn de estos residuos, como son la digestion anaerobia o el compostaje tradicional. En con-
secuencia, se hace necesario el desarrollo y aplicacion de estrategias mas efectivas. El objetivo
de este estudio fue optimizar una estrategia de compostaje con bioaumento, empleando hongos
con capacidad de eliminar un amplio espectro de xenobidticos. Se selecciond el hongo Penici-
llium oxalicum XD3.1, un hongo poliextremotolerante con capacidad de eliminar hidrocarburos
policiclicos aromaticos, disruptores endocrinos, reguladores lipidicos, asi como con capacidad
para tolerar la presencia de metales, y alterar la composicion de plasticos como el polietileno o
el polipropileno en ensayos in vitro. Su aplicacién en pilas de compostaje en condiciones reales
se tradujo en una mejora de la calidad del compost al reducir la cantidad de farmacos como la
carbamazepina y de metales pesados como el cobre, respecto a la pila control sin inocular, sin
alterar las poblaciones microbianas mayoritarias durante el proceso. Por tanto, la micorremedia-
cion se presenta como una estrategia viable para el tratamiento de residuos complejos como los
lodos de depuradora.

Financiacion:
CTM2017-84332-R, PRPPID2021-1231640B-100, HE-HORIZON-MSCA-2021-PF-01.
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BIOPRODUCCION DE HIDROGENO A PARTIR DE RESIDUOS ALI-
MENTARIOS MEDIANTE FOTOFERMENTACION UTILIZANDO MU-
TANTES SUPERPRODUCTORES DE HIDROGENO DE RHODOBAC-
TER CAPSULATUS

Cuesta-Belvis, Daniel'#; Valverde-Canas, Ange’l“‘; Cicimov, Viktor?; De Nicolas, Amanda P.';
Diez, Mario P.%; Diaz, Elena®; De la Rubia, M. Angeles®; Mohedano, Angel F.3; Puyol, Daniel’;
Barahona, Emma**

'Departamento de Tecnologia Quimica y Ambiental, ESCET, Universidad Rey Juan Carlos, Més-
toles, Espana; 2Faculty of Technology and Metallurgy, Ss. Cyril and Methodius University, Skopje;
SDepartamento de Ingenieria Quimica, Universidad Autbnoma de Madrid, Madrid; *Departamen-
to de Biologia y Geologia, Fisica y Quimica inorganica, ESCET, Universidad Rey Juan Carlos,
Mostoles, Esparia

*emma.barahona@urjc.es

Las bacterias rojas no del azufre, como Rhodobacter capsulatus, producen H, mediante foto-
fermentacién via nitrogenasa. Estas bacterias tienen varias ventajas sobre otros sistemas de
bioproduccion de H,, como la alta eficiencia de conversion de sustratos, el uso de una amplia va-
riedad de fuentes de carbono, la posibilidad de operar en condiciones ambientales, la reduccién
del consumo de energia y la alta pureza del hidrégeno producido. A pesar de todas estas ven-
tajas, se requieren tasas de produccion mas altas y fuentes de carbono mas econémicas para
competir con los métodos convencionales de produccion de H,,. Por este motivo, en el trabajo que
estamos desarrollando nos centramos, por un lado, en rediseiar genéticamente R. capsulatus
para incrementar sus tasas de produccion de H,, y por otro, en optimizar y mejorar el proceso
mediante la valorizacion del contenido material y energético de residuos alimentarios.

En los experimentos de produccion de H, por R. capsulatus, se evaluaron tanto la cepa silvestre
como un mutante en la hidrogenasa de captacion (AhupAB). Se utilizé agua de proceso obtenida
de la carbonizacion hidrotermal de residuos alimentarios y un medio minimo RCV como sustratos
en el proceso de fotofermentacion. Los experimentos se llevaron a cabo en régimen discontinuo
continuamente iluminados. Los mayores niveles de produccion de H, se observaron en la condi-
cion en la que el mutante hupAB estaba creciendo en medio RCV sin fuente de nitrégeno (casi
110 mL de H,/gCOD). No obstante, los valores de produccién de H, fueron similares a los que se
obtuvieron utilizando como sustrato agua de proceso durante las primeras 24 horas, demostran-
do asi que R. capsulatus puede producir H, a partir de residuos alimentarios.

Financiacion:
Proyecto VALPIG4FOOD (TED2021-129595B-100) financiado por MCIN
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BIOPRODUCTION AND CHARACTERIZATION OF LANTHANIDE-BA-
SED NANOPARTICLES

Garcia-Garcia, Paz'*; Serrano-Pelejero, Cristina'; Castro, Laura?; Diaz, Eduardo’ and Carmona,
Manuel’

"Grupo de Microbiologia Medioambiental, Departamento de Biotecnologia Microbiana y de Plan-

tas, Centro de Investigaciones Biolégicas Margarita Salas, CSIC, Madrid, Espana,; ?Departa-
mento de Ingenieria Quimica y de Materiales, Facultad de Ciencias Quimicas, Universidad
Complutense de Madrid (UCM), Madrid, Espana

*paz.garcia@cib.csic.es

Rare-earth elements (REE) are being used in the last decades for modern technology-based
products'. Lanthanides stand out among REE in applications such as imaging and therapeu-
tics2® due to their optical and magnetic properties, which are enhanced when lanthanides form
nanoparticles (NP). Thus, the main objective of this work was to pioneer the bioproduction of
lanthanides-NP (LnNPs) by bacteria as an eco-friendly and cost-effective alternative to their tradi-
tional chemical synthesis. In this study, the use of the soil bacterium Pseudomonas putida strain
KT2440 as a biological nanofactory for LnNPs production was analyzed. The influence of lan-
thanide concentration (ranging from 0.05 to 1 mM), type of lanthanide (light lanthanides such as
lanthanum, cerium and neodymium, and heavy lanthanides as europium, gadolinium, holmium),
incubation time (up to 24 hours), and production conditions (resting cells vs growing cells) were
evaluated. Moreover, the purification of selected LnNPs was also accomplished. The results ob-
tained showed that REE presented different levels of bacterial toxicity depending on whether they
are light or heavy lanthanides, which might be related with their bioavailability in P. putida. When
using P. putida resting cells the production inside the cell of phosphate-lanthanide NPs with fili-
form shape and a time-dependent size was observed by transmission electron microscopy cou-
pled with energy dispersive spectroscopy (TEM-EDS). Moreover, LnNPs production correlated
with the removal of soluble lanthanide as monitored by inductively coupled plasma optical emis-
sion spectrometry (ICP-OES). On the other hand, formation of lanthanide-NP was also checked
in growing cells that were cultivated in different low-phosphate minimal media to avoid formation
of unsoluble Ln precipitates. In summary, the sustainable bioproduction of interesting LnNPs was
achieved, and this work paves the way for the scaling-up of the process and the characterization
of the potential novel properties of the biologically-synthesized NPs.

References/Financing

1. Science of the Total Environment, 2024, 908, 168210; 2 Chemical Engineering Journal, 2020, 397, 124596; 3
ACS Cent. Sci., 2019, 5, 1496-1506

This work was funded by TED2021-132135B-100 project from Next Generation EU Program.
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EL POTENCIAL BIOTECNOLOGICO DE PERIBACILLUS SIMPLEX
EN LA INDUSTRIA ALIMENTARIAY LA AGRICULTURA

Manetsberger, Julia'; Caballero Gémez, Natacha'; Soria Rodriguez, Carlos?;, Benomar, Nabil*;
Abriouel, Hikmate'

"Area de,Microbio/ogia, Departamento de Ciencias de la Salud, Universidad de Jaén, Jaén, Es-
pana; ?Area de Derecho Internacional Publico y Relaciones Internacionales, Departamento de
Derecho Publico y Comun Europeo, Universidad de Jaén, Jaén, Espana

*imanetsb@ujaen.es

Peribacillus simplex es una bacteria grampositiva, formadora de esporas, de origenes muy diver-
sos. En particular, forma parte de la comunidad rizobacteriana promotora del crecimiento vegetal
de muchos cultivos. Aunque los miembros de la familia Bacillaceae se han utilizado ampliamen-
te en la agricultura, P. simplex ha permanecido hasta ahora a la sombra de sus parientes mas
conocidos, como Bacillus subtilis o Bacillus thuringiensis. Sin embargo, estudios recientes han
empezado a desvelar las prometedoras y versatiles propiedades de esta bacteria, sobre todo en
aplicaciones agricolas y medioambientales.

Recientemente, hemos aislado una cepa muy prometedora de P. simplex como parte de una co-
leccion de bacterias termorresistentes aisladas de cinco olivares espanoles, denominada “espo-
robiota del olivo”. Hemos determinado sus propiedades de resistencia frente a estrés ambiental y
agricola comunes, como la resistencia a metales pesados y la tolerancia a fertilizantes. La cepa
candidata mostré un perfil prometedor de actividad antimicrobiana frente a patégenos de origen
alimentario y vegetal, incluidas las plagas altamente perjudiciales para las plantas tales como
Xylella fastidiosa. Ademas, para desvelar otras propiedades de la cepa hemos determinado su
genoma, asi como la ultraestructura de sus esporas y sus propiedades de resistencia.

La cepa de P. simplex recientemente identificada presenta un prometedor potencial biotecnolégi-
co. Con vistas a las aplicaciones en la industria agricola y alimentaria, hemos abordado también
los ultimos avances en el panorama normativo europeo para facilitar el uso de esta cepa como
de otros microorganismos en productos fitosanitarios.

Referencias/Financiacion:

Programa de investigacion e innovacion Horizonte 2020 de la Unién Europea - subvencion Marie Sktodowska-Cu-
rie n°® 101029930 y Universidad de Jaén (equipo de investigacion EI_BIO1_2023).
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AISLAMIENTO DE FAGOS PARA EL BIOCONTROL DEL PATOGENO
DE PECES TENACIBACULUM

Garcia Cervera, Marina; Martinez-Cazorla, Andrea*; Sanchez-Amat, Antonio

Departamento de Genética y Microbiologia, Universidad de Murcia, Murcia, Espafia

*a.martinezcazorla@um.es

El incremento de la resistencia microbiana a antibiéticos esta generando un gran interés en me-
canismos alternativos de biocontrol bacteriano. Los virus que infectan a bacterias, bacteriéfagos
o fagos, estan recibiendo una gran atencion en este campo. Entre sus ventajas se encuentra el
que son muy especificos en su actuacion, lo que evita efectos secundarios sobre la microbiota
no patoégena.

Tenacibaculum es un género bacteriano que origina la enfermedad ulcerativa denominada tena-
cibaculosis en numerosas especies de peces de interés comercial’. Para el aislamiento de fagos
infectivos sobre esta especie se han utilizado diferentes cepas de Tenacibaculum y muestras de
agua cedidas por la empresa de acuicultura COOKE Espafia. Mediante la realizacion de dobles
capas de agar ha sido posible aislar diferentes fagos infectivos sobre Tenacibaculum. La caracte-
rizacion de estos fagos ha incluido el establecimiento del rango de huéspedes y la secuenciacion
y anotacion del genoma. Esto ha permitido detectar dos tipos de fagos. Uno de estos consiste en
fagos de dsDNA que infectan a T. soleae. Es el primer fago descrito que infecta a esta especie,
aunque hay descritos algunos fagos de Polaribacter* que guardan cierta similitud gendmica. El
otro tipo de fagos es también de dsDNA e infecta a diversas cepas de Tenacibaculum, pero no a
T. soleae. Los fagos aislados, y otros que se puedan aislar en el futuro, pueden constituir la base
para la aplicacién de fagoterapia en el control de la tenacibaculosis en peces.

Referencias:

1 Mabrok, M. et al. Tenacibaculosis caused by Tenacibaculum maritimum: Updated knowledge of this marine fish
pathogen. Front Cell Infect Microbiol 12, 1068000, doi:10.3389/fcimb.2022.1068000 (2022).

2 Bartlau, N. et al. Highly diverse flavobacterial phages isolated from North Sea spring blooms. ISME J 16, 555-568,
doi:10.1038/s41396-021-01097-4 (2022).
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SESION IV: Biocatalisis y Bioprocesos

“

SISTEMAS MULTIENZIMATICOS PARA EL DESARROLLO DE ES-
TRATEGIAS DE CAPTURA Y CONVERSION DE CO,
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Gonzalez, Gloria'; Casablancas, Antoni'; Alvaro, Gregorio'; Romero, Oscar’
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El Grupo Intergubernamental de Expertos sobre el Cambio Climatico (IPCC) presentd un informe
especial sobre los impactos del calentamiento global, considerando que debe mantenerse por de-
bajo de 1,5°C con respecto a niveles preindustriales para responder eficientemente a la amenaza
del cambio climatico’. Sin embargo, las emisiones mundiales de gases de efecto invernadero pro-
cedentes de las actividades industriales siguen aumentando. La Agencia Internacional de Energia
ha propuesto tres iniciativas globales para mitigar las emisiones de CO,: i) mejorar la eficiencia
de la conversion de energia, i) acelerar el desarrollo de fuentes de energia renovables vy iii) au-
mentar la captura y utilizacion de CO,?. Por lo tanto, para alcanzar el objetivo de la ‘neutralidad de
carbono’, es esencial fomentar el desarrollo de tecnologias innovadoras de captura y utilizacion
de CO, (CCU) que prioricen la simplicidad, la rentabilidad y una supervision regulatoria rigurosa®.
Los biocatalizadores representan una alternativa mas ecoldgica respecto a las CCU basadas en
catalizadores quimicos, ya que i) son biodegradables, seguros y no toxicos, ii) se producen a par-
tir de recursos renovables, iii) funcionan en condiciones suaves, lo que conduce a procesos que
consumen menos energia, iv) muestran alta especificidad y selectividad y v) no requieren pasos
de activacioén, proteccion y desproteccion de grupos funcionales, lo que lleva a procesos mas
econémicos y con una menor generacion de residuos®. Por tanto, la biocatalisis juega un papel
importante en el desarrollo de las CCU. En el presente trabajo se describen dos estrategias de
CCU basadas en sistemas multienzimaticos: i) la produccion de acido lactico a partir de CO, y eta-
nol y ii) la produccion de dos compuestos de alto valor afiadido (acido formico y dihidroxiacetona)
mediante el acoplamiento de una estrategia de CCU a una valorizacion de residuos.

Referencias y financiacion:

1 Chen, Y.; Connors, S. Global Warming of 1.5°C: Summary for Policymakers, Technical Summary and Frequently
Asked Questions; Masson-Delmotte, V., et al, Eds.; Intergovernmental Panel on Climate Change, 2019.

2 International Energy Agency, 2021, 70
3 Lackner, K. S., et al. Energy Environ. Sci. 2023, doi:10.1039/d3ee01138k
4 Shi, J.; et al. Chem. Soc. Rev. 2015. doi.org/10.1039/c5cs00182j.

Project MEPLAB-CO2 TED2021-129732A-100, funded by MCIN/AEI/10.13039/501100011033 and by the European
Union “NextGenerationEU”/PRTR European Union’s Horizon 2020 Research and Innovation programme under
Grant Agreement n°761042 (BIOCON-CQO2).

Generalitat de Catalunya, 2021 SGR 00143.
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POTENCIAL DE DIVERSAS OXIDORREDUCTASAS MICROBIANAS
EN BIOTECNOLOGIA INDUSTRIAL

Romero, Elvira*
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La clase de oxidorreductasas (EC 1) agrupa a diversas enzimas que catalizan la transferencia
de electrones desde una molécula (reductor) a otra (oxidante). Entre ellas se han descrito varias
oxidasas, monooxigenasas, peroxigenasas y reductasas con elevado potencial en industria para
reemplazar o complementar procesos de sintesis de quimica tradicional. Estos biocatalizadores
deben ser eficientes, selectivos, robustos, sostenibles y asequibles. Si este no es el caso, se dis-
pone actualmente de las herramientas de Ingenieria de Proteinas necesarias para mejorar sus
propiedades’. Cabe destacar que su utilizacion a gran escala es esencial para la transicién a una
economia circular, que permite la utilizacién de materias primas renovables y la revalorizacion de
residuos, a diferencia de la economia lineal actual.

En esta comunicacion oral, seran discutidos varios ejemplos recientes de oxidorreductasas con
gran valor en Biotecnologia Industrial. En concreto, se presentara el descubrimiento, caracteri-
zacion y/o optimizacién de cuatro biocatalizadores con origen distinto, asi como sus aplicacio-
nes industriales mas relevantes. Estas enzimas fascinantes son: aril-alcohol oxidasa (AAO, EC
1.1.3.7)?, ciclohexanona monooxigenasa (CHMO, EC 1.14.13.22)3, peroxigenasa inespecifica
(UPO, EC 1.11.2.1)* y azoreductasa-A (AzoA, EC 1.7.1.6).° La AAO sirve para producir dife-
rentes aldehidos bencilicos de interés industrial como vainillina, mientras que la robusta CHMO
presenta gran utilidad para producir polimeros como el nailon y el polimetiimetacrilato. Ademas,
se presentara como se ha usado la UPO para mejorar farmacos, asi como la aplicacién de la
AzoA en la industria textil.

Referencias/Financiacion:

[11 E. L. Bell, W. Finnigan, S. P. France, A. P. Green, M. A. Hayes, L. J. Hepworth, S. L. Lovelock, H. Niikura, S.
Osuna, E. Romero, K. S. Ryan, N. J. Turner, S. L. Flitsch, Nat. Rev. Methods Primers 2021, 1, 1-21.

[2] E. Romero, P. Ferreira, A. T. Martinez, M. J. Martinez, Biochim. Biophys. Acta - Proteins Proteom. 2009, 1794,
689-697.

[3] E. Romero, J. R. Gdmez Castellanos, A. Mattevi, M. W. Fraaije, Angew. Chem. Int. Ed. 2016, 55, 15852-15855.
[4] E.Romero, M. J. Johansson, J. Cartwright, G. Grogan, M. A. Hayes, Angew. Chem. Int. Ed. 2022, 61, €202207831.
[5] E. Romero, S. Savino, M. W. Fraaije, N. Lon&ar, ACS Chem. Biol. 2020, 15, 504-512.

El trabajo actual en el CIB, en colaboracién con el IRNAS (A. Gutiérrez) y BSC (V. Guallar), es parte del proyecto
TED2021-129264B-C31 financiado por MICIU/AEI/10.13039/501100011033/ y por la Unién Europea NextGenera-
tionEU/PRTR (proyecto OxyLipids).
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HIDROLASAS FUNGICAS PARA EL APROVECHAMIENTO DE
LA BIOMASA VEGETAL Y EL DESARROLLO DE BIOPROCESOS
SOSTENIBLES

Martinez, Maria Jesus*
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Los hongos secretan una gran bateria de hidrolasas para la degradacion de la biomasa vegetal,
principal reservorio de carbono de los ecosistemas terrestres y fuente de recursos inagotables
para la produccion de energias renovables y otros productos de valor afadido. Nuestra investi-
gacion se centra en buscar, producir y caracterizar nuevos y robustos biocatalizadores para la
biodegradacion/biotransformacion de la biomasa vegetal, especialmente de lipidos y polisacari-
dos (celulosa y hemicelulosa) de residuos agroindustriales, con el fin de mejorar su gestiéon y
maximizar su valor.

Estos estudios se iniciaron con una lipasa versatil secretada por Ophiostoma piceae, selecciona-
da por su capacidad de hidrolizar triglicéridos y ésteres de esteroles de la madera, compuestos
que producen problemas durante la fabricacion de pasta de papel, tras eliminar el cloro del pro-
ceso de blanqueo. La produccion de la enzima recombinante en Pichia pastoris permitio realizar
estudios estructura-funcion, inmovilizarla, y demostrar su utilidad en la sintesis de nutracéuticos
(ésteres de esteroles), aromas, y biodiesel a partir de residuos oleaginosos. Actualmente se
investiga el uso de esta lipasa para la degradacién/sintesis de acido polilactico, un bioplastico
biodegradable.

En relacién con la degradacion de los polisacaridos de la pared celular vegetal, hemos analizado
en profundidad el sistema enzimatico de Talaromyces amestolkiae, caracterizando distintas celu-
lasas y hemicelulasas. No solo se ha demostrado su potencial para la sacarificacion de residuos
vegetales y para la obtencion de prebidticos, sino que hemos comprobado que algunas de estas
enzimas, y sus variantes obtenidas por mutagénesis dirigida, sintetizan eficientemente nuevos
glicoconjugados con propiedades bioactivas.

Todos nuestros estudios pretenden contribuir a un desarrollo sostenible utilizando biocataliza-
dores, de acuerdo con los conceptos de biorrefineria y economia circular. En ese contexto, en
el marco de la plataforma TransENER del CSIC, estamos construyendo una planta piloto para
producir etanol 2G a partir de residuos lignocelulésicos pretratados con un solvente verde.
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NUEVA RUTA SINTETICA IN VITRO PARA LA PRODUCCION DE ACE-
TOINA BIO-BASADA A PARTIR DE ETANOL
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Figura 1. Reacciéon multienzimatica para la sintesis de acetoina a partir de etanol con una alcohol deshidrogenasa de Saccha-
romyces cerevisiae, una piruvato descarboxilasa de Zymobacter palmae y una NADH oxidasa de Streptococcus pyogenes.

La acetoina (3-hidroxi-2-butanona) es un compuesto quimico quiral de interés industrial con di-
versas aplicaciones, incluyendo su uso como aromatizante alimentario. Para superar algunas
limitaciones de su sintesis quimica convencional®, la biocatalisis ofrece condiciones de reaccion
suaves y un proceso mas verde y sostenible?. En este estudio, se ha desarrollado una novedosa
reaccion multienzimatica en un reactor one-pot para la sintesis de acetoina a partir de etanol
(Fig. 1). El etanol es oxidado a acetaldehido mediante una alcohol deshidrogenasa de Saccha-
romyces cerevisiae, reduciendo el cofactor NAD+ a NADH. La acetoina se produce a partir de
dos moléculas de acetaldehido mediante una piruvato descarboxilasa de Zymobacter palmae®.
Con el objetivo de reducir los costes del proceso asociados al requerimiento de cofactor, se
acopla una tercera reaccion catalizada por la NADH oxidasa de Streptococcus pyogenes con el
fin de regenerar el NAD+. En primer lugar, se ha caracterizado la reaccién multienzimatica para
determinar sus condiciones Optimas de operacion (pH 7.5, 1 mM NAD*). Posteriormente, se han
determinado las actividades enzimaticas optimas asi como los ratios de enzima del sistema:
100 U-mL-1 Zp-PDC, una relacién Sc-ADH:Zp-PDC de 0.5 y una relacién Sp-NOX:Zp-PDC de
1.27. Bajo estas condiciones, el rendimiento de la reaccién y la conversion tras 8 horas fueron
del 62 y 65%, respectivamente, obteniendo 13.2 mM de acetoina. Finalmente, se han evaluado
las limitaciones por transferencia de oxigeno en la reaccion. Llevando a cabo el sistema bajo
burbujeo de oxigeno, las métricas de reaccion obtenidas mejoran, alcanzando un rendimiento y
una conversion tras 2 horas del 69% y 84%, respectivamente, obteniendo 17.2 mM de acetoina.
Esto supone un aumento de 4.2 veces en la productividad volumétrica, alcanzando 759.5 mg de
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acetoina-L'-h'. Este estudio demuestra que esta reaccion multienzimatica con regeneracion de
cofactor representa una alternativa viable para la sintesis de acetoina.

Referencias/Financiacion:

1. Xiao Z, Lu JR. J Agric Food Chem., 2014. doi:10.1021/jf5013902

2. Bommarius AS. Annu Rev Chem Biomol Eng., 2015. doi:10.1146/annurev-chembioeng-061114-123415
3. Carceller A, et al. Environ Sci Technol., 2023. doi:10.1021/acs.est.3c05455

Este estudio se engloba en el Proyecto DEMUBI PID2022-1397250A-100 financiado por MCIN/
AEI/10.13039/501100011033/FEDER, UE. Este trabajo se recoge en el grupo de investigacion de Ingenieria de
Bioprocesos y Biocatalisis Aplicada (Generalitat de Catalunya, 2021, SGR 00143). D.M.S. agradece su beca de
Personal Investigador en Formacion (PIF) a la Universidad Autonoma de Barcelona.
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DESARROLLOS DE INGENIERIA ENZIMATICA PARA LA PRODUC-
CION DE BIOCOMBUSTIBLES DE AVIACION

Dolz, Mikel'™; Vifia-Gonzalez, Javier'; Alcalde, Miguel?

'EvoEnzyme SL, Madrid, Espana; 2Instituto de Catalisis y Petroleoquimica ICP-CSIC, Madrid,
Espana

*mdolz@evoenzyme.com

EVOENZYME SL, empresa spin-off del ICP-CSIC, comercializa enzimas disefiadas para diver-
sos sectores industriales como el quimico y farmacéutico. Su amplia experiencia en evolucion
dirigida e ingenieria de proteinas le permite ofrecer soluciones personalizadas para el desarrollo
de biocatalizadores en contextos biotecnolégicos. En el marco del proyecto MADRID VUELA
SOSTENIBLE, EVOENZYME participa en la creacion de un HUB de Innovacion liderado por
REPSOL, integrado por IMDEA Energia, ARIEMA y EVOENZYME, y con la colaboracion de
IBERIA, CSIC y TECNICAS REUNIDAS como asesores. Este proyecto de la Comunidad de
Madrid busca dar respuesta a las necesidades tecnoldgicas de la produccion de combustibles
de aviacién sostenibles (SAF). Un punto de gran interés es el desarrollo de tecnologias para la
recuperacion de residuos lignocelulésicos como materia prima en la produccion bioetanol para
SAF. Para ello, se presenta un enfoque integral para la ingenieria y seleccidon de lacasas para la
deslignificacion de residuos. Este enfoque incluye la optimizacidn de la expresién de lacasas en
superficie de levadura para un cribado de alta capacidad mediante FACS y la evaluacion de la
actividad enzimatica sobre diferentes tipos de lignina utilizando sistemas lacasa-mediador para
seleccionar las enzimas mas eficientes. El proyecto también incluye la seleccidn y optimizacion
de celulasas para la hidrdlisis de celulosa en azucares fermentables. Tras la seleccién de las
variantes de mayor interés de la coleccion de celulasas de la compaiia se realiza una valoracion
de la estabilizacion de las enzimas mediante métodos computacionales. En definitiva, EVOEN-
ZYME aporta al proyecto su experiencia en ingenieria de proteinas y seleccién de enzimas, con-
tribuyendo al desarrollo de tecnologias innovadoras en entornos de aviacion sostenibles.

Financiacion:
Este trabajo esta financiado por HUB de Innovacion de Combustibles de Aviacion Sostenibles (SAF) de la Comu-
nidad de Madrid expediente N°69/070812.9/23
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PRODUCCION DE POLIHIDROXIBUTIRATO EN CULTIVOS DE ALTA
DENSIDAD CELULAR EMPLEANDO CUPRIAVIDUS NECATOR 545 A
PARTIR DE ACEITE DE OLIVA USADO EN COCINA

Rodriguez, Alberto'?*; Hernandez-Herreros, Natalia'?; Rivero-Buceta, Virginia'?; Rodriguez-Ca-
rreiro, Marina?; Sanz, Eugenio’?; Prieto, M. Auxiliadora'?

'Plataforma Tematica Interdisciplinar de Plasticos Sostenibles para una Economia Circular,
Consejo Superior de Investigaciones Cientificas (SusPlast-CSIC), Madrid, Espana; ?Centro de
Investigaciones Biolégicas Margarita Salas, CSIC, Madrid, Espafia

*arodriguez@cib.csic.es

El aceite de oliva es una de las grasas vegetales mas recomendadas para su consumo en alimen-
tacion, debido a su alto contenido en acidos grasos insaturados y polifenoles, que actuan como
antioxidantes naturales’. Su gestién como residuo supone un riesgo potencial de contaminacion
para ecosistemas terrestres y acuosos'. En la actualidad, la mayor parte del aceite de oliva usado
en cocina (AOUC) se incinera para obtener energia, con la consecuente emision de gases de
efecto invernadero al medio ambiente. A pesar de que puede ser una materia prima interesante
en la sintesis de biodiésel, el rendimiento de esta transformacion es muy bajo en comparacion
con otros aceites vegetales?. Desde el punto de vista de la biorrefineria, su uso como sustrato
en la produccién de polihidroxialcanoatos (PHA) es una alternativa interesante de revalorizacion,
reduciendo los costes de produccion?. Cupriavidus necator 545 es una bacteria ampliamente
conocida por su capacidad de acumular intracelularmente estos compuestos a partir de grasas
animales y vegetales?. Este trabajo representa la primera produccioén de polihidroxibutirato a par-
tir de AOUC en cultivos de alta densidad celular con este microorganismo a escala de biorreactor
de laboratorio. En una prueba de concepto en matraz agitado, esta bacteria produjo 8.1 g/l de
biomasa total a partir de 10 g/l de AOUC, con un contenido de PHA del 76.9% en peso. Los en-
sayos en fedbatch en biorreactor de 2 |, alimentando las fuentes de C y N por pulsos, alcanzaron
56.6 g/l de biomasa y 45.3 g PHA/I, con productividades de 0.79 y 0.63 g/(I-h), respectivamente.
Estos resultados demuestran el potencial uso del AOUC como sustrato carbonado econémico
para este bioproceso, de cara a una produccion de PHA a escala industrial.

Referencias:

[1] International Olive Council, ICO, (2023). Economic and Promotion Unit — Economic Research and Statistics
Department.

[2] Ruiz, A. y cols., (2019). J. Biotechnol, 306, 915.
Financiacion:
MCIN/AEI, referencia EQC2021-006941-P.
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TECNICAS DE ENCAPSULACION MICROBIANA PARA EL CONTROL
DE POBLACIONES MICROBIANAS EN CO-CULTIVOS

Amaro da Cruz, Alba*; Garcia Roman, Miguel; Moya Ramirez, Ignacio

Departamento de Ingenieria Quimica, Facultad de Ciencias, Universidad de Granada, Granada,
Esparnia

*albaamaro@ugr.es

El principal reto que afronta la bioindustria es el uso eficiente, centralizado y a gran escala de
subproductos agroindustriales como materia prima. La heterogeneidad de estos subproductos
dificulta el aprovechamiento integral de todas sus fracciones, en particular cuando se trata de
residuos lignocelulésicos (RL). Este desafio se puede abordar mediante co-cultivos de diversos
microorganismos. Esta estrategia permite la division de tareas entre los miembros de un consor-
cio microbiano, lo que le otorga, por ejemplo, la capacidad de expandir el espectro de fuentes
de carbono que puede consumir en una misma operacion. De esta manera, se pueden diseiar
consorcios de microorganismos capaces de aprovechar las principales fracciones de carbono de
cualquier RL y convertirlas en productos bioquimicos de alto valor afiadido. Sin embargo, la com-
plejidad de los consorcios microbianos y la falta de control sobre las poblaciones de las especies
que los componen pueden limitar sus aplicaciones.

Con la intencion de poder controlar la distribucién de poblaciones en co-cultivos, estamos desa-
rrollado co-cultivos espacialmente organizados (CCEQO) como método de control simple y eficaz
de las poblaciones. Estos CCEO se basan en la encapsulacion en hidrogeles de alginato de al
menos un componente del consorcio. Para lograr la encapsulacion de los microorganismos selec-
cionados (Bacillus subtilis, Pseudomonas putida, Yarrowia lipolytica y Kluyveromyces marxianus)
se probaron diversos materiales de recubrimiento del alginato y se ha optimizado el numero de
capas de estos. Ademas, hemos estudiado su efecto en la viabilidad y crecimiento celulary en la
localizacion de los microorganismos dentro de las esferas de hidrogel.

El protocolo que hemos desarrollado nos permite encapsular estos cuatro microorganismos de
manera eficiente, sin deteccion de escape microbiano durante al menos 24 h y manteniendo la
viabilidad celular dentro de las capsulas.

Referencias/Financiacion:

Esta investigacion ha sido financiada por el proyecto TED2021-131194 A-I00 del MCIN/AEIl/https://doi.
org/10.13039/501100011033 y los fondos EU NextGenerationEU/ PRTR
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SESION V: Biotecnologia de Alimentos

PROBIOTICOS: DEL LABORATORIO AL CONSUMIDOR

Rodriguez Gémez, Juan Miguel*

Dpto. Nutricién y Ciencia de los Alimentos, Universidad Complutense de Madrid, Esparia

*imrodrig@ucm.com

Durante las primeras décadas del siglo XX, los primeros probiéticos comerciales se elaboraban
en farmacias y se vendian bajo prescripcion médica para prevenir o aliviar trastornos gastrointes-
tinales, incluyendo las temibles fiebres tifoideas. Las companiias de la época tuvieron una intensa
relacién con los circulos médicos, en un momento en el que ese sector estaba vivamente inte-
resado por los efectos terapéuticos del yogur. Este hecho contribuy6 decisivamente al prestigio
de esos productos. Posteriormente, el descubrimiento de los antibiéticos y su uso generalizado
para el tratamiento de las enfermedades infecciosas hizo que decayera el interés por los probio-
ticos. Sin embargo, la creciente preocupacion por la proliferacion de bacterias resistentes a los
antibidticos posibilitd un nuevo auge de los probidticos durante el ultimo cuarto del siglo pasado.
Desde entonces se han logrado avances cientificos y clinicos que han permitido el desarrollo
y comercializacion de diversos productos debidamente contrastados. Paralelamente, también
ha aumentado la demanda de probiéticos por parte de unos consumidores cada vez mas cons-
cientes de la estrecha relacion entre la microbiota y la salud. Desafortunadamente, en algunos
casos se ha aprovechado esta coyuntura para aplicar el término “probidtico” a productos que no
encajan en este concepto y/o cuyos presuntos beneficios carecen de evidencias. Este mal uso,
intencionado o no, ha propiciado el escepticismo sobre la utilidad real de los probidticos entre un
elevado porcentaje de profesionales sanitarios. La preocupacion por esta deriva propicié que,
entre 2001 y 2002, una comision de expertos de la FAO y la OMS estableciera unas directrices
con los requerimientos minimos necesarios para que a un producto se le pudiera otorgar el
apelativo de probidtico, incluyendo un correcto etiquetado. Una apuesta decidida por la mejora
de los estandares de seguridad, eficacia y calidad fortalecera la credibilidad de los probiéticos y
fomentara la comercializacion de productos de alta calidad.

Referencias:

Jackson SA et al. Improving End-User Trust in the Quality of Commercial Probiotic Products. Front Microbiol.
2019;10:739.

Mozota M, Rodriguez JM. Probiéticos: ¢ por qué es importante la calidad? An Microbiota Probidticos Prebidticos.
2021;2:95-9.
Suez Jet al. The pros, cons, and many unknowns of probiotics. Nat Med. 2019;25:716-729.
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POSTBIOTICOS COMO MODULADORES DEL MICROBIOMA PARA
EL FUTURO

Ramon Vidal, Daniel"#*

'TADM-Biopolis, Valencia, Espara; ?Universidad Cardenal Herrera CEU, Valencia, Espana

*Daniel. RamonVidal@adm.com; Daniel.RamonVidal@uchceu.es

Un postbidtico es una preparacién de microrganismos inanimados y/o sus componentes que
confiere un beneficio para la salud del huésped (ISAPP, 2021). A diferencia de los probiéticos,
ejercen su funcion cuando estan muertos. Este hecho plantea dos cuestiones. Por un lado, una
aparente paradoja cientifica de cual es la razén por la que un organismo muerto sigue siendo
funcional. Evidentemente, estara ligada a que la molécula responsable de la funcionalidad del
microorganismo original no se haya visto afectada por el tratamiento de inactivacion. Por otro,
genera una gran oportunidad tecnoldgica, ya que pueden afadirse a matrices agroalimentarias
que posteriormente sufran un proceso de esterilizacion industrial sin perder su funcionalidad.
Este hecho esta disparando el desarrollo e implementacién comercial de este tipo de productos.
A lo largo de esta presentacion describiremos la situacion actual de la investigacién en post-
bidticos y comentaremos los pasos criticos para escalar su uso del laboratorio al mercado. Lo
ilustraremos con algunos ejemplos de postbidticos desarrollados en nuestro laboratorio que ya
estan en el mercado.
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EDICION GENETICA CON CRISPR-CAS9 EN ASPERGILLUS NIGER
PARA EL DESARROLLO DE MUTANTES EN LA PRODUCCION DE
OTA

Gomez-Albarran, Carolina'™; Gago, Sara? Gil-Serna, Jéssica'; Valero, Clara?, Van Rhijn,
Norman?; Vazquez, Covadonga'; Bromley, Michael?; Patifio, Belén'

'Departamento de Genética, Fisiologia y Microbiologia, Facultad de Ciencias Biolégicas, Univer-
sidad Complutense de Madrid, Madrid, Espafa; 2Manchester Fungal Infection Group, Faculty of
Biology, Medicine and Health, The University of Manchester, Manchester, Reino Unido

*caroli13@ucm.es

Aspergillus niger es un hongo filamentoso capaz de producir ocratoxina A (OTA), un metabolito
secundario toxico que representa un grave riesgo para la seguridad alimentaria. La sintesis de
OTA esta regulada por un conjunto de genes estructurales que codifican enzimas como la halo-
genasa. Las técnicas de edicion genética como CRISPR/Cas9 permiten mejorar el conocimiento
sobre la funcion y regulacion de estos genes reduciendo los problemas asociados a la dificultad
de inducir la recombinacion homoéloga en algunos hongos. Este trabajo pretende desarrollar una
metodologia basada en CRISPR/Cas9 dirigida al gen que codifica la halogenasa con el fin de
generar mutantes no productores de OTA en cepas de Aspergillus niger.

En primer lugar, se disefiaron dos crRNA al inicio y final del gen de la halogenasa, asi como ce-
badores para preparar la plantilla de reparacidon que contiene un casete que incorpora un gen de
resistencia a higromicina. La formacion y transformacion de los protoplastos se realizé a partir
del protocolo de PEG-CaCl:.segun lo descrito por Van Rhijn et al. (2020), utilizando un complejo
ribonucleoproteico exdgeno. La seleccidn de mutantes se baso en el crecimiento de colonias en
medio selectivo con higromicina. En ambas cepas, se observo el crecimiento de colonias resis-
tentes a higromicina, y se calcul6 una tasa de eficacia del 2%. La validacion de los transforman-
tes por PCR confirmé la incorporacion del casete de higromicina (1650 pb) en algunos de los
transformantes. Ademas, los resultados en la secuenciacion mostraron mutantes con un unico
corte en la guia, y mutantes que presentaban cortes en ambas guias. En cuanto a la produccion
de OTA, los mutantes obtenidos producian un 97% menos.

Este trabajo es el primero en utilizar con éxito el complejo ribonucleoproteico exdégeno de la tec-
nologia CRISPR/Cas9 para silenciar algun gen del cluster de produccién de OTA en Aspergillus
niger.

Referencias/Financiacion:
Van Rhijn et al. (2020) Fungal Genetics and Biology 145: 103479.

Trabajo financiado por el Ministerio de Ciencia e Innovacion de Espafia (PID 2022-1368030B-100). C. Gémez-Al-
barran cuenta con el apoyo de un contrato FPI PRE 2019-087768.
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IMPORTANCIA DE LA NUTRICION Y LAS CONDICIONES FISICOQUI-
MICAS DE CULTIVO DE LACHANCEA THERMOTOLERANS PARA
LA ACIDIFICACION BIOLOGICA DE VINOS

Vicente, Javier'; de Frutos, Ivan'; Navascués, Eva??; Benito, Santiago?; Marquina, Domingo®;
Santos, Antonio'

'Dpto Genética, Fisiologia y Microbiologia, Unidad de Microbiologia, Facultad de Ciencias Biol6-
gicas, Universidad Complutense de Madrid, Madrid, Espara; ?Dpto Quimica y Tecnologia de los
Alimentos, Universidad Politécnica de Madrid, Madrid, Espana; *Pago de Carraovejas, S.L.U.,
47300 Penafiel, Valladolid, Espafia

*javievic@ucm.es

La fermentacion del vino es un proceso complejo en que se encuentran involucradas diversas
especies de levaduras. Actualmente, el sector vitivinicola enfrenta distintos desafios debidos al
cambio climatico puesto que causa una elevacion en la concentracion de azucares y reduce la
cantidad de acidos organicos esenciales para la acidez del vino. La levadura Lachancea thermo-
tolerans es una alternativa prometedora, ya que durante la fermentacion produce acido lactico
con un consumo importante cantidad de azucares. En este trabajo evaluamos la influencia de
distintos factores nutricionales y fisicoquimicos en la produccion de acido lactico por L. thermo-
tolerans. Los ensayos muestran que la produccion de acido lactico esta vinculada, no solo a la
cepa utilizada, sino también a la adicion de distintas enmiendas nutricionales. En mostos con pH
elevado estas cepas mejoran eficientemente la acidez, siendo una prometedora alternativa de
aplicacién industrial. También es especialmente relevante el efecto del nitrégeno y las vitaminas,
subrayando la necesidad de una nutricién especifica para esta levadura en base a estos dos
factores. Considerando los resultados, el empleo de mostos con condiciones alteradas por el
cambio climatico no solo favorecerian el empleo de esta levadura, sino que potenciaria la pro-
duccién de acido lactico, mejorando la eficiencia en la fermentacién y el control de la acidez. La
verificacion de estos datos a escala industrial empleando una cepa seleccionada, en mostos con
parametros alterados y correccion del contenido de nitrdgeno, demuestra que el factor limitante
para su aplicacion industrial es la dosis de in6culo y el momento de inoculacion. El proceso de
acidificacién biolégica esta favorecido por concentraciones de inéculo mas altas y a tiempos
cortos de fermentacion. El empleo de esta levadura a las densidades de inéculo apropiadas,
atendiendo a las condiciones fisicoquimicas de los mostos de partida, y a través de la adicion de
nutrientes especificos, permite la correccidn del déficit de acidez a valores adecuados.

Referencias/Financiacion:

Estudio financiado a través de los proyectos LowpHWine (CDTI-CIEN, IDI-20210391) y VigSegClim (AEI, PID2020-
119008RB-100). Javier Vicente disfruta de un contrato predoctoral de la Universidad Complutense de Madrid
(CT58/21-CT59/21).
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BACTERIOFAGOS COMO ESTRATEGIA DE BIOCONTROL DE BAC-
TERIAS EN VINOS DE JEREZ

Florido-Barba, Antonio"?*; Diaz Nieto, José'; Cantoral-Fernandez, Jesus Manuel'; Cordero-Bueso,
Gustavo'

"Laboratorio de Microbiologia, Departamento de Biomedicina, Biotecnologia y Salud Publica,
Puerto Real, Cadiz, Espana; 2Bodegas Fundador, Jerez de la Frontera, Cadiz, Espafa

*antonio.florido@uca.es

Los vinos sometidos a crianza biolégica de la D.O. Jerez-Xéres-Sherry y Manzanilla de Sanlucar
de Barrameda siguen un sistema dinamico de criaderas y soleras que se trasiegan cada cierto
tiempo mediante “sacas” y “rocios”. Se ha de conseguir por una parte la homogenizacion tras
el rocio de todo el vino contenido en la bota y por otra el no alterar el velo de flor que cubre la
superficie del vino de crianza bioldgica ni las levaduras autolisadas que se van acumulando en el
fondo de la bota a lo largo de los afos y que reciben el nombre de “cabezuelas”.

Debido al paulatino aumento de las temperaturas y de veranos mas largos, el velo de flor se
debilita mas y se incrementa mas la cantidad de cabezuelas. Este aumento hace, ademas que
se estén dando casos de proliferacion de bacterias acéticas en vinos de Jerez, encontrandose
principalmente en las cabezuelas. Este hecho hace que la acidez volatil en estos vinos esté su-
perando valores que pueden suponer un deterioro de su calidad.

Los bacteriéfagos se han utilizado durante mucho tiempo para estudiar las interacciones entre
bacterias y virus, asi como alternativa a bactericidas en medicina y la industria agroalimentaria. El
objetivo principal de este trabajo fue aislar y caracterizar bacteriéfagos por técnicas de virologia
clasica y biologia molecular a partir de efluentes de bodegas, capaces de impedir el desarrollo
bacterias acéticas en las cabezuelas de botas de vinos Finos y en consecuencia evitar la pérdida
de la calidad de vinos de la D.O. Jerez-Xérés-Sherry y Manzanilla de Sanlucar de Barrameda.
Se encontraron bacteriéfagos capaces de eliminar las bacterias acéticas de las cabezuelas, asi
como lacticas del vino a escala de laboratorio. Futuros experimentos a escala industrial son ne-
cesarios para corroborar los resultados obtenidos en el laboratorio.

Referencias:

Cordero-Bueso, G., Moraga, J., Rios-Carrasco, M., Ruiz-Mufoz, M., & Cantoral, J. M. (2020). Bacteriophages as
an up-and-coming alternative to the use of sulfur dioxide in winemaking. Frontiers in Microbiology, 10, 2931.
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PRODUCCION DE HIDROLIZADOS PROTEICOS UTILIZANDO
PROTEASA NEUTRA DE MICROCOCCUS SP. PC7

Intiquilla, Arturo™; Bautista, César'; Arredondo-Nunez, Annsy'; Brandelli, Adriano?; Jiménez-Aliaga,
Karim'; Zavaleta, Amparo Iris’

"Laboratorio de Biologia Molecular, Facultad de Farmacia y Bioquimica, Universidad Nacional
Mayor de San Marcos, Lima, Peru; 2Laboratory of Nanobiotechnology and Applied Microbiology,
Department of Food Science, Federal University of Rio Grande do Sul, Porto Alegre, Brasil

*aintiquillagq@unmsm.edu.pe

Las proteasas neutras son de gran utilidad en la industria alimentaria por su capacidad de pro-
ducir hidrolizados proteicos con propiedades sensoriales aceptables'?. Cepas del género Mi-
crococcus han sido aisladas de diversos ambientes y presentan potenciales aplicaciones en las
industrias alimentaria, farmacéutica y cosmética®. En este trabajo se purificé parcialmente una
proteasa halotolerante neutra producida por Micrococcus sp. PC7, para obtener hidrolizados pro-
teicos de diferentes leguminosas. La proteasa PC7 se purificé mediante filtracién de flujo cruzado
y mostré una actividad especifica de 867 U.mg-'. Los analisis de SDS-PAGE y zimograma de la
proteasa revelaron una estructura dimérica y un peso molecular de ~130 kDa. Los 6ptimos de pH
y temperatura fueron 7,5 y 40 °C, respectivamente. La actividad se incrementd en presencia de
Cu*2(1,7 veces) y acetonitrilo (1,4 veces) y se mantuvo frente a tensioactivos como Triton X-100,
Tween 20 y Tween 80. En relacidn con la estabilidad térmica, la proteasa retuvo aproximadamen-
te el 50% de su actividad enzimatica a 40 °Cy el 80% a 25 °C, durante 12 h. La proteasa hidrolizé
las proteinas de Lupinus mutabilis, Phaseolus lunatus 'y Erythrina edulis, liberando péptidos con
capacidad antioxidante de 203, 180 y 174 umol ET/ g proteina, respectivamente. Nuestros resul-
tados, resaltan el potencial de esta proteasa neutra en la obtencién de hidrolizados funcionales
de leguminosas y su aplicacién prospectiva en la industria alimentaria’.

Financiacion:

Proyecto contrato N° PE501078969-2022-PROCIENCIA, Peru

Referencias:
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Bioeng. Biotechnol. 2019, 7, doi:10.3389/fbioe.2019.00110.
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605526.

3. Hou, E.; Xia, T.; Zhang, Z.; Mao, X. Purification and Characterization of an Alkaline Protease from Micrococcus
Sp. Isolated from the South China Sea. J. Ocean Univ. China 2017, 16, 319-325, doi:10.1007/s11802-017-
3207-x.
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DESCIFRANDO LOS SECRETOS DEL VINO: ANALISIS MULTIOMICO
Y MODELADO DEL METABOLISMO DE LEVADURAS DEL GENERO
SACCHAROMYCES

Querol, Amparo™; Minebois, Romain'; Albillos, Sonia'; Contreras, Alba'; Ramirez-Aroca, Lainy’;
Troitino-Jordedo, Diego?; Rodriguez-Moimenta, Artai?, Balsa-Canto, Eva?; Barrio, Eladio®

"Food Biotechnology Department (IATA-CSIC), Paterna, Spain; ?Biosistemas e Ingenieria de
Bioprocesos, IIM-CSIC, Vigo, Spain, *Genetics Department (University of Valencia), Valencia,
Spain

*aquerol@iata.csic.es

Saccharomyces cerevisiae, es la especie de levadura mas utilizada en procesos fermentativos
industriales. Su capacidad de fermentar en concentraciones elevadas de azucares, tolerar con-
centraciones altas de etanol y soportar la adicion de sulfitos, son algunos de los factores que ex-
plican su éxito en fermentaciones. El metabolismo fermentativo de S. cerevisiae en condiciones
enoldgicas se conoce bien, sin embargo, poco sabemos sobre el metabolismo de las especies
S. uvarum y S. kudriavzevii, quienes han suscitado recientemente el interés del sector vitivini-
cola por sus buenas propiedades fermentativas a bajas temperaturas, reduccién del contenido
en etanol en los vinos, incremento del contenido en glicerol y una alta complejidad aromatica,
propiedades que pueden contribuir a paliar los problemas asociados con el cambio climatico
en el sector. Este trabajo pretende ampliar nuestros conocimientos sobre el metabolismo fer-
mentativo' y diferencias moleculares de S. uvarum y S. kudriavzevii y cepas de S. cerevisiae
de distintos origenes en condiciones enoldgicas?. Para ello, hemos analizado la dinamica de los
metabolomas y transcriptomas de cepas representativas de estas especies a diferentes tempe-
raturas de fermentacion®. También, hemos desarrollado un modelo metabdlico a escala cinética
y genémica*® que, junto a un analisis de balance de flujos, nos ha permitido cuantificar los flujos
a través del metabolismo del carbono y del nitrégeno de levaduras en cultivo batch; asi como el
desarrollo de gemelos digitales (DT), técnicas de monitorizacién y control predictivo para ayudar
a los endlogos a conseguir una produccion mas responsable con el medio ambiente. Por ultimo,
se mostraran ejemplos del uso de estas especies en la industria®.

Referencias:

(1) Minebois et al. Environ Microbiol. 2021 Jun;23(6):3059-3076; (2) Albillos-Arenal et al. Microb Biotechnol.
2023 Sep;16(9):1858-1871; (3) Minebois et al. Environ Microbiol. 2020 Sep;22(9):3700-3721; (4) Henriques et al.
mSystems. 2021 Aug 31;6 (4):e0026021; (5) Henriques et al. Microbiol Spectr. 2023 Jun 15;11(3):e0351922; (6)
Lairén-Peris et al. Front Bioeng Biotechnol. 2020 Mar 3;8:129

Financiacion:

P1D2021-1263800B-C3; PLCE2021-007827; AGROALNEXT/2022/021 CEX2021-001189-S
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IDENTIFICACION DE NUEVAS ENZIMAS PARA LA DEGRADACION
DE TEREFTALATO DE POLIETILENO

Chamizo-Ampudia, Alejandro®?*; Pérez-Villa, Omar’'; Crugeiras Maria'; Salazar, Daniel'; Revilla,
José Antonio'; Garrido-Chamorro, Sonia'?; Vasco-Cardenas, Maria Fernanda'; Garcia-Alonso,
Sonia’; Barreiro, Carlos'?; Luengo, José Maria'; R. Olivera, Elias"?

'Departamento de Biologia Molecular, Area de Bioquimica y Biologia Molecular, Universidad de
Ledn, Ledn, Espana; ?Instituto de Biologia Molecular, Genémica y Proteémica (INBIOMIC), Uni-
versidad de Leodn, Leon, Esparia

*achaa@unileon.es

El tereftalato de polietileno (PET) es uno de los plasticos de base petroquimica mas utilizados
globalmente. Sin embargo, la gestion de los residuos de PET sigue siendo un reto debido a su
fuerte resistencia a la degradacién. Recientemente, Piscinibacter sakaiensis ha demostrado la
capacidad de descomponer completamente el PET en sus componentes basicos, el etilén glicol
y el tereftalato, utilizandolos como fuente de energia y carbono. A pesar de este avance, su ca-
pacidad de degradacion enzimatica no es actualmente suficiente para su uso directo en procesos
de eliminacién de residuos de PET a nivel industrial.

El objetivo principal de este estudio es la busqueda exhaustiva en colecciones de microorganis-
mos y aislados ambientales, para encontrar cepas que muestren resistencia a condiciones extre-
mas, que podrian facilitar su uso en la degradacién de PET a nivel industrial. Por lo tanto, el foco
principal ha sido la identificacion de las actividades de degradacion de PET u oligémeros deriva-
dos de éste en estas cepas mediante el analisis de la disminucion del oligomero bis-(2-hidroxietil)
tereftalato (BHET) en los medios de cultivo. Esto ha permitido la identificacion de microorganis-
mos con la capacidad de biotransformar BHET en sus constituyentes, como Rhodococcus sp.
HE24-12 y Gordonia sp.HE24-4J. Se ha analizado el secretoma de estos microorganismos para
identificar posibles esterasas u otras actividades potencialmente utiles para la biotransformacion
de BHET. Los resultados obtenidos revelan la existencia de enzimas capaces de degradar el
BHET, y posiblemente el PET, en estos microorganismos. Se plantea la posibilidad de que estas
enzimas sean mas eficaces que las de P. sakaiensis, siendo ademas susceptibles de ser mejo-
radas mediante mutagenesis dirigida.

Financiacion:
Ayuda TED2021-132593B-100 del proyecto ABERPLAS (Biotechnological alternatives for the elimination of petroche-

mical plastic waste. Transition to a sustainable ecological system) financiado por MCIN/AEI/ 10.13039/501100011033
y por la “Unién Europea NextGenerationEU/PRTR”.
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PRODUCCION HETEROLOGA DE 2,3-BUTANODIOL EN ESCHERI-
CHIA COLI

Cano Sanchez, Irene'; De La Torre, Isabel’; Acedos, Miguel G.%; Cestero, Juan José'; Barriuso,
Jorge'; Garcia, José Luis™

"Centro de Investigaciones Biolégicas Margarita Salas, CSIC, Madrid, Espana; ?Centro de Inves-
tigaciones Energéticas, Medioambientales y Tecnologicas, Madrid, Espana

*lgarcia@cib.csic.es

Los microorganismos juegan un papel relevante en la produccion biotecnoldgica de productos
de alto valor anadido debido a su versatilidad metabdlica para sintetizarlos a partir de fuentes
de carbono simples y renovables. Es por ello que ofrecen una alternativa sostenible a la sinte-
sis quimica tradicional de ciertos productos como es el caso del 2,3-butanodiol (2,3-BDO). Este
compuesto que presenta 3 esteroisdmeros diferentes, siendo dos de ellos 6pticamente activos,
tiene multiples aplicaciones, entre otras sirve como precursor del 1,3-butadieno usado en la pro-
duccién de caucho sintético y también es empleado como mondémero de poliésteres plasticos
biodegradables. Especies bacterianas de los géneros Klebsiella, Enterobacter, Serratia, Bacillus
y Clostridium se han descrito como productoras naturales de 2,3-BDO pero debido en algunos
casos a su patogenicidad y en otros al bajo rendimiento, se ha propuesto el disefio de microorga-
nismos recombinantes para la produccion heteréloga de 2,3-BDO, que permitan escalar indus-
trialmente este bioproceso en condiciones mas seguras y eficientes. En este trabajo se ha estu-
diado la optimizacién de la produccion de 2,3-BDO usando como biofactoria la bacteria E. coli, en
el cual se han clonado distintas versiones de los genes budABC necesarios para la biosintesis de
2,3-BDO. Se ha estudiado el efecto que tienen en la produccidn la expresién de genes obtenidos
de un productor natural o sintetizados y optimizados, la fuerza de los promotores empleados para
expresarlos, asi como la fuente de carbono utilizada en la fermentacion.

Financiacion:
Este trabajo ha sido financiado por el proyecto europeo CO2SMOS: Advanced chemicals production from biogenic
CO2 emissions for circular bio-based industries. H2020-EU. Grant Agreement 101000790.
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OPTIMIZACION DE LA PRODUCCION RECOMBINANTE EN ESCHE-
RICHIA COLI DE LA ENZIMA N-ACETIL GLUCOSAMINA OXIDASA
EN UN SISTEMA LIBRE DE ANTIBIOTICOS

Guerra-Mas, Gerard*; Fredes, Yerko; Dimitri, Ivan; Romero, Oscar; Guillén, Marina; Gonzalez,
Gloria y Casablancas, Antoni

Departamento de Ingenieria Quimica, Biologica y Ambiental, Universidad Autbnoma de Barcelo-
na, Bellaterra, Espafia

*gerard.guerra@uab.cat

Las enzimas oxidorreductasas ofrecen soluciones prometedoras para mejorar la sostenibilidad
de procesos productivos industriales y de productos de gran consumo. Las oxidorreductasas
pueden reemplazar a agentes oxidantes toxicos y peligrosos, revalorizar residuos y afadir nue-
vas funcionalidades a productos ya existentes mejorando la calidad, la apariencia y la durabilidad.

El trabajo desarrollado, se enmarca en el proyecto OXIPRO, concretamente en el disefio de un
proceso mas sostenible aplicable a la industria textil en el tratamiento de las fibras naturales del
algoddn para la confeccidn de tejido. La enzima producida, la N-acetil glucosamina oxidasa, es
capaz de oxidar carbohidratos presentes en las aguas residuales durante el tratamiento del algo-
don produciendo peroxido de hidrégeno. La optimizacion de la reaccion y su implementacion a
escala industrial minimizaria la cantidad de perdxido de hidrégeno que es actualmente necesario
afiadir al proceso para el blanqueamiento del algodon. Como parte del proyecto se ha trabajado
en la optimizacion de la produccion de la enzima en un cultivo de alta densidad celular mediante
un sistema de produccion de proteina recombinante libre de antibidticos con una cepa de E. coli
propia del grupo de investigacion. Con el objetivo de intensificar el proceso enzimatico, se ha
fusionado la enzima de interés a un cellulose binding module (o CBM) para permitir su purifica-
cion e inmovilizacidén en un solo paso utilizando un soporte de bajo coste como es la celulosa1.
En este caso, la fusién de la N-acetil glucosamina oxidasa a una CBM ha demostrado ser una
mejor alternativa a la cola de histidinas ya que permite una purificacion mas selectiva, eliminando
las catalasas producidas durante la fermentacién, las cuales reducen la eficiencia del bioblan-
queamiento ya que metabolizan el perdxido de hidrogeno generado por la N-acetil glucosamina
oxidasa, reduciendo asi la concentracion final del agente blanqueante.

Referencias:

1. Benito, M., Roman, R., Ortiz, G. et al. Cloning, expression, and one-step purification/immobilization of two car-
bohydrate-binding module-tagged alcohol dehydrogenases. J Biol Eng 16, 16 (2022). https://doi.org/10.1186/
s$13036-022-00295-8

Financiacion:

European Union’s Horizon 2020 Research and Innovation programme under Grant Agreement n°101000607 (OXI-
PRO).

AGAUR, Generalitat de Catalunya, 2021, SGR 00143
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ANALISIS IN SILICO DE LAS AA9-LPMOS ENCONTRADAS EN
TRANSCRIPTOMAS DE AGARICOMICETOS: ENFOQUE EN PLEU-
ROTUS OSTREATUS

Jiménez, ldoia'™; Castanera, Raul"?; Roscales, Gabriel'; Garde, Edurne'; Chuina Tomazeli, Emilia®;
Pisabarro, Antonio G.'; Honda, Yoichi®; Lipzen, Anna*; Lail, Kathleen*; Bauer, Diane*; Barry, Kerrie*;
Grigoriev, Igor V.#® y Ramirez, Lucia’

TInstitute for Multidisciplinary Research in Applied Biology (IMAB), Public University of Navarre

(UPNA), Pamplona, Spain; 2Centre for Research in Agricultural Genomics CSIC-IRTA-UAB-UB,
Barcelona, Spain; *Graduate School of Agriculture, Kyoto University, Kyoto, Japan; *DOE Joint
Genome Institute, Berkeley, CA, USA, *Department of Plant and Microbial Biology, University of
California Berkeley, Berkeley, CA, USA

*idoia.jimenez@unavarra.es

La biomasa lignoceluldsica, un recurso renovable que supera los 180 mil millones de toneladas
anuales, requiere de mecanismos eficientes de degradacion para la produccion de biocombusti-
bles. Los hongos de pudricién blanca (WRF) y pudricion parda (BRF) desempefian un papel cru-
cial en este proceso al albergar Monooxigenasas de Polisacaridos Liticos (LPMOs, clasificadas
como proteinas auxiliares AA9 en el catalogo de enzimas activas sobre carbohidratos, CAZy)
que facilitan la descomposicion de la lignocelulosa mediante la escision oxidativa. Aunque las
LPMOs predominan en los WRF, se encuentran también en otros taxones fungicos, sugiriendo
funciones mas amplias.

Estudiamos los genes AA9-LPMO transcritos en diferentes WRF y BRF cultivados en medios
minimos suplementados con glucosa o madera, destacando la notable expansion de esta familia
en el WRF P. ostreatus con 29 genes LPMO en su genoma. Estructuralmente, las LPMOs exhi-
ben una caracteristica configuracion de B-sandwich con un sitio de union al cobre, esencial para
la oxidacién de la celulosa. Dependiendo de su regioselectividad, pueden ser oxidantes del C1,
C4 o C1/C4 de la celulosa. La interaccion con reductores externos como la celobiosa deshidro-
genasa (CDH)mejora la accesibilidad al sustrato y la co-secrecion de CDHs y AA9 subraya la
complejidad enzimatica en la degradacién de la biomasa. Estudios gendmicos muestran ocurren-
cias diferenciales de genes AA9 y CDH, sugiriendo adaptaciones influenciadas por la ecologia
fungica. La expansion de la familia AA9 plantea interrogantes sobre su relevancia funcional y
especificidad de sustrato. La identificacion de transposones en genomas de WRF destaca su
impacto en la evolucién fungica, mientras que los analisis de transcriptomas de AA9 LPMOs en
P. ostreatus ofrecen perspectivas sobre su importancia evolutiva. Este estudio destaca los roles
multifacéticos de las AA9 LPMOs en la biologia y biotecnologia fungicas, allanando el camino
para la produccion sostenible de biocombustibles y avances en biorrefineria.
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ALGORITMOS DE INTELIGENCIA ARTIFICIAL PARA BIOPROSPEC-
CION ENZIMATICA COMPUTACIONAL

Martinez. Mireia'; Floor, Martin'; Mufioz, Rubén’; Carro, Juan?; Martinez, Angel T.; Ruiz-Duefias,
Francisco Javier?; Victor Guallar’

'Barcelona SuperComputing Center - Centro Nacional de Supercomputacién, Departamento de
Life Sciences Barcelona, Espana; ?Centro de Investigaciones Biologicas Margarita Salas, CSIC,
Madrid, Espafia

*mireia.martinez1@bsc.es

Para avanzar en biocatalisis, es fundamental encontrar enzimas con actividad adecuada para las
aplicaciones deseadas. Los métodos tradicionales para buscar enzimas para reacciones especi-
ficas son costosos, lentos y poco exitosos. Por lo tanto, es esencial el desarrollo de técnicas que
faciliten el descubrimiento de nuevas enzimas dentro de una superfamilia de proteinas con me-
canismos cataliticos compatibles. Las tecnologias de secuenciacion de nueva generacion (NGS)
han revolucionado este campo al proporcionar acceso a grandes bases de datos de secuencias
de proteinas naturales. La estrategia de bioprospeccion in silico emplea técnicas computaciona-
les para cribar el vasto conjunto de secuencias enzimaticas como una opcion previa y mas eco-
noémica a su caracterizacion experimental directa. Este proceso implica establecer una adecuada
relacion estructura-actividad para el sistema enzimatico objetivo, para asi identificar los mejores
candidatos. Este estudio presenta una nueva estrategia de bioprospeccion in silico que emplea
algoritmos de inteligencia artificial para aprender y acelerar el mapeo entre la secuencia proteica
y su actividad a partir de datos obtenidos de cientos de simulaciones Monte Carlo que exploran
los modos de union del complejo enzima-sustrato (Esquema 1). Varios algoritmos de inteligencia
artificial fueron entrenados para predecir métricas cataliticas a partir de estos datos, con el obje-
tivo de descubrir nuevas variantes enzimaticas aun no caracterizadas. Los modelos lograron
correlaciones significativas con los datos de simulacion y buenas predicciones para clasificar las
mejores enzimas simuladas.

Esquema 1. Perspectiva general de la estructura del
algoritmo de inteligencia artificial.

Financiacioén:

Proyecto PLEC2021-007690 financiado por MI-
CIU/AEI/10.13039/501100011033 y por la Union
Europea NextGenerationEU/PRTR y Proyecto
ROBUSTOO, financiado por la Unién Europea
bajo el Acuerdo de Subvencion No 101135119
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DISTRIBUCION, FILOGENIA Y CLASIFICACION DE OXIDASAS
MULTICOBRE EN HONGOS BASIDIOMICETOS

Molpeceres, Gonzalo*; Aza, Pablo; Camarero, Susana

Centro de Investigaciones Biolégicas Margarita Salas, CSIC, Madrid, Espafia

*gonzalo.molpeceres@cib.csic.es

Las oxidasas multicobre (MCO, del inglés multicopper oxidases) conforman una amplia familia
de enzimas ampliamente distribuidas en la naturaleza, donde desempefian diversas funciones.
Todas las MCOs catalizan la oxidacion de un sustrato reductor acoplada a la reduccion de oxige-
no molecular a dos moléculas de agua. Aunque conservan una estructura tridimensional similar,
la identidad de secuencia aminoacidica entre ellas no es alta, con excepcion de cuatro regiones
conservadas que contienen los residuos que coordinan los cuatro cobres cataliticos. Tradicional-
mente esta superfamilia de enzimas incluye a las lacasas (EC 1.10.3.2), ascorbato oxidasa (EC
1.10.3.3) y ferroxidasas (EC 1.16.3.1), aunque en los ultimos afios se han identificado nuevos
tipos de enzimas con caracteristicas diferentes. La baja homologia de secuencia y la existencia
de actividades cataliticas superpuestas entre los distintos grupos de MCOs dificulta la clasifi-
cacién del creciente numero de secuencias disponibles en las bases de datos. En este trabajo
estudiamos su distribucidén y proponemos una clasificacién actualizada de las MCOs presentes
en la division Basidiomycota, la cual incluye a los hongos capaces de degradar completamente la
biomasa vegetal. Definimos ocho grupos de MCOs basados en sus relaciones filogenéticas y en
la presencia de motivos conservados (a nivel de secuencia o estructura) que son caracteristicos
de los distintos grupos.

Financiacion:
Proyectos GENOBIOREF (BI02017-86559-R, MINECO/FEDER), LIG2PLAST (PID2021-1263840B-100 financiado

por MICIU/AEI/ 10.13039/501100011033/ y por FEDER/UE) y PIE202320E018 (CSIC). G. Molpeceres agradece a
la fundacién Tatiana Pérez de Guzman el Bueno por su beca predoctoral.
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PRODUCCION DE BIOPLASTICO A PARTIR DE PET CON LA BACTE-
RIA COMAMONAS TESTOSTERONI

Molpeceres Garcia, Francisco Javier*; Garcia-Mird, Alejandro; Sanz, David; Prieto, Alicia;
Barriuso, Jorge

Centro de Investigaciones Biolégicas Margarita Salas, CSIC, Madrid, Esparia
*javier.molpeceres@cib.csic.es

El tereftalato de polietileno (PET) es uno de los plasticos mas empleados del mundo, con el
agravante de que, en la mayoria de las ocasiones, es de un solo uso, por lo que supone un grave
problema medioambiental. Convencionalmente, el PET se recicla mediante técnicas fisicoquimi-
cas que reducen su vida util, generando con el tiempo un residuo inservible. Ante este problema,
las aproximaciones biotecnolégicas, basadas en el empleo de microorganismos y sus enzimas,
surgen como una alternativa mas sostenible. Se han descrito diversas enzimas microbianas ca-
paces de despolimerizar el PET hasta sus monémeros fundamentales, siendo paradigmaticas la
PETasa y la MHETasa de la bacteria Ideonella sakaiensis. La PETasa despolimeriza las cadenas
de PET, dando lugar a Mono(2-hidroxietil)-tereftalato (MHET), el cual es hidrolizado por la MHE-
Tasa, quedando finalmente TPAy EG.

La bacteria Comamonas testosteroni es capaz de crecer utilizando el TPA como unica fuente de
carbono y energia. Ademas, tiene la capacidad de formar polihidroxibutirato (PHB) a partir del
TPA, un biopolimero muy apreciado en la industria por sus propiedades similares al polipropile-
no, pero con la ventaja de ser biodegradable. En nuestro grupo hemos empleado a Comamonas
testosteroni como chasis sintético para la expresion heterdloga de una PETasa y una MHETasa
recombinantes, de forma que la bacteria puede despolimerizar el PET y crecer a partir de sus
mondmeros, ademas de producir PHB. De este modo, planteamos una estrategia de economia
circular para un reciclado alternativo del PET.

Financiacién:
Esta investigacion ha sido financiada por los proyectos MICODE (MCIN/AEI, PID2020-114210RB-100) y DEMO
(MCIN/AEI/“NextGenerationEU”/PRTR, TED2021-130096B-100).
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REPRODUCING THE CENTRAL DOGMA OF MOLECULAR BIOLO-
GY AT THE SINGLE-MOLECULE LEVEL FOR ULTRAHIGH-THROU-
GHPUT METAGENOMIC LIBRARY SCREENING

Pérez-Arnaiz, Patricia'?; Blas. Laura'?*; Lorente, Alvaro'?; Bravo, Jorge'? Finnigan, James?;
Charnock, Simon?; Hidalgo, Aurelio'?

"Department of Molecular Biology, Universidad Autébnoma de Madrid, Madrid, Spain; ?Center of
Molecular Biology “Severo Ochoa” (UAM-CSIC), Madrid, Spain; *Prozomix Ltd, Northumberland,
United Kingdom

*laura.blas@uam.es

The microbial diversity represents an unfathomable source of enzymes for the bioeconomy, but
only a small fraction can be cultivated. Sampling the natural microbial diversity, screening, iden-
tifying, and isolating the relevant genes is cumbersome, expensive and results in a heavy envi-
ronmental burden, low yields, high costs and long times to market, if we opt for function-based,
information-agnostic methods as a gateway to new diversity that could not be found otherwise.

In the EU-funded project BlueTools, we have been developing technology to overcome the Ii-
mitations for the study of microbial communities and their “econological use”. Our methods for
enzyme discovery in the natural diversity make use of cell-free extracts (in vitro) for recombinant
expression from a single DNA molecule encapsulated in a micrometric water-in-oil droplet. Using
ketoreductases (KREDs) as model enzymes, we have reproduced the central dogma of molecu-
lar biology in droplets at the single-molecule level and addressed some challenges in terms of
assay sensitivity and DNA recovery after droplet sorting.

Access to genetic resources (soil garden, Torrejon de Ardoz, Madrid) used for metagenomic li-
brary construction was granted under agreement ESNC107 (ABSCH-IRCC-ES-258964-1). This
work has received funding from the European Union’s Horizon Europe Research and Innovation
Programme under Grant Agreement 101081957. Views and opinions expressed are however tho-
se of the author(s) only and do not necessarily reflect those of the European Union or European
Research Executive Agency. Neither the European Union nor the granting authority can be held
responsible for them.
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HARNESSING HOST-DIRECTED miRNAs TO COMBAT STAPHYLO-
COCCUS AUREUS INTRACELLULAR INFECTIONS

Castafiera, Pablo*; Llano, Jesus; Lorente, Blanca; Alvarez, Helena; Fernandez, Sergio; Lépez,
Alvaro; Javadi, Farzaneh; Mourenza, Alvaro; Mateos, Luis M.; Letek, Michal

Departamento de Biologia Molecular, Area de Microbiologia, Universidad de Leén, Leén, Spain

*pcase@unileon.es

Staphylococcus aureus, a facultative intracellular pathogen, presents a formidable challenge in
clinical settings due to its ability to thrive within host cells, evading antibiotics and immune survei-
llance. Its intracellular lifestyle hampers antibiotic efficacy and shields it from immune responses,
complicating eradication efforts. This necessitates innovative therapeutic strategies targeting S.
aureus, given its capacity to infect professional phagocytes and disrupt phagosomal membra-
nes, facilitating dissemination to secondary focus of infection. Recent strides in antimicrobial
therapy spotlight the potential of host-directed RNA-based anti-infectives as pivotal components
of combinatorial treatment regimens. Distinguished by their unique mechanism of action, these
innovative therapeutics offer a promising avenue for overcoming resistance mechanisms. Nota-
bly, human microRNAs (miRNAs) have emerged as crucial players in antimicrobial defense, exer-
ting profound effects by targeting essential host genes involved in infection progression. While
challenges persist in delivering miRNAs to target cells, recent advancements utilizing protective
carriers like exosomes or nanoparticles demonstrate significant potential in enhancing their the-
rapeutic efficacy by shielding them from degradation in the bloodstream. Our study focused on
exploring miRNAs potential in hindering S. aureus intracellular survival. A-549 lung epithelial cells
underwent pre-treatment with a comprehensive miRNA library, comprising 2.798 synthetic and
double-stranded RNA molecules mimicking human miRNAs, before S. aureus USA300 infection.
Preliminary results show promising outcomes, indicating the efficacy of select miRNA mimics.
Although further research is crucial to fully understand the underlying mechanisms, these initial
findings highlight the potential of miRNA-based therapies as adjunctive treatments alongside
conventional antibiotherapy to combat S. aureus infections within host cells. This approach offers
hope in the battle against multidrug-resistant superbugs.
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2’-deoxyribosyltransferases (NDTs), are enzymes that participates in the nucleoside salvage pa-
thway, where they are responsible for the transfer of the 2’-deoxyribose moiety between nucleo-
bases. Even though, in recent years, these enzymes have emerged as promising and eco-friendly
catalyst for the synthesis of different 2’-deoxynucleoside analogues, their limited activity towards
substrates featuring modifications at the 2’-C and 3’-C positions of the ribose moiety significantly
restrict their potential application in the pharmaceutical industry.

Enzyme engineering, achieved through epPCR or semi-rational design, can be a powerful tool
to modify the specificity and/or activity of an enzyme towards non-natural substrates. However,
this technology to be successfully relies on ultra-high throughput assays, able to identify even low
represented improved variants. In this regard, in vivo selection, with its ability to analyse millions
of variants, are one of the most powerful methods available.

In this study, by combining an in vivo selection system based on engineered Escherichia coli
PAKG®6 strain, auxotrophic for guanine and unable to use guanine nucleosides as source of guani-
ne', and enzyme engineering achieved through semi-rational design, we were able to improve the
transferase activity of the Leishmania mexicana PDT toward arabinose nucleosides?. In particu-
lar, we report the discovery of two variants, that exhibit an enhanced activity of 13.5- and 30-fold
on the synthesis of Vidarabine compared to the wild-type enzyme.
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En Streptomyces coelicolor, organismo modelo para el estudio del género Streptomyces, la pro-
duccién de antibidticos esta controlada por multiples sefales y proteinas que conforman una
compleja red de regulacion'. Comprender esta red de regulacion es crucial para optimizar la
produccién de nuevos antibiéticos?. Varios de estos sistemas de regulacién en S. coelicolor con-
trolan el gen SC0O2113/bfr34, que codifica una bacterioferritina, una proteina de almacenamiento
de hierro®. Debido a esta relacion, en este trabajo hemos caracterizado el efecto que tiene la de-
lecion de bfr en el metabolismo secundario de S. coelicolor. Para ello, hemos realizado una pro-
tedmica cuantitativa en el medio rico LB® a los 3 y 4 dias de cultivo, y hemos analizado cémo varia
la produccion de antibidticos entre el mutante de delecion Abfry la cepa silvestre M145 mediante
ensayos fenotipicos y cuantitativos. El mutante Abfr posee menor produccion de tres antibidticos
pigmentados: actinorrodina (ACT, azul), undecilprodigiosina (RED, rojo) y coelimicinas (yCPKs,
amarillas). Esto se corresponde con una menor cantidad de proteinas de sintesis de ACT y de
yCPKs; no obstante, tres proteinas de sintesis de RED son mas abundantes en el mutante a los
3 dias, y una proteina del cluster biosintético de funcién desconocida, RedS (SCO5585), es mas
abundante en ambos dias. Por otro lado, Abfr produce mayor cantidad de antibiético dependien-
te de calcio (CDA) y, asi, posee mayor cantidad de proteinas para su sintesis.

También hemos observado una menor cantidad de proteinas en el mutante de un cluster biosin-
tético criptico para la sintesis de un deoxiazucar’. Todos estos datos demuestran la influencia
que tiene la bacterioferritina de S. coelicolor como factor adicional en la red de regulacién para
la produccién de antibidticos.
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Antimicrobials have been used intensively in the treatment of infectious diseases caused by hu-
man pathogens and nowadays, many of these microorganisms have developed resistance to the-
se antimicrobials (AMR), making their treatment more difficult. The mechanisms of AMR spread
rapidly, which is why it has become a major threat to global public health.

Natural products, also called “secondary metabolites,” are low-molecular-weight organic molecu-
les produced by living organisms. During last century, natural products of microbial origin have
been one of the main sources to obtain molecules with antimicrobial activity. In fact, actinomy-
cetes have demonstrated their ability to produce secondary metabolites characterized by a wide
variety of bioactivities, which have multiple applications in various fields, like the pharmaceutical
industry, agriculture, etc.

Actinophytocola is a member of the family Pseudonocardiaceae. The present work has studied 35
strains of the genus Actinophytocola, that were isolated from samples collected in various ecolo-
gical niches around the world. The analysis involved the study of the metabolites produced by the
strains and their antimicrobial activities.

To carry out this study, the diversity of the strains of this genus was examined, through a phylo-
genetic analysis. Besides, the capacity to produce bioactive compounds was evaluated through
screening tests against different pathogens, including bacterial and fungal human pathogens. as
well as bacterial and fungal phytopathogens. In addition, the production of secondary metaboli-
tes of the fermentation extracts was also analyzed by Liquid Chromatography coupled to Mass
Spectrometry (LC-MS).

Our results show that 28 out of the 35 strains studied, produced compounds with activity against
human pathogens and 31 do so against phytopathogens. The results obtained demonstrate the
great capacity of this genus of actinomycetes to produce secondary metabolites of interest, as
well as the importance of this field of research for the discovery of new molecules to treat antimi-
crobial resistant pathogens.
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N-acetylneuraminic acid (Neu5Ac) is a nine-carbon a-keto acid with several possible residue
modifications and whose known derivatives are metabolically active molecules that participate in
cell communication and recognition processes. Due to its structural and functional diversity, there
is a growing need for the discovery of novel catalysts that participate in the synthesis of NeuSAc
derivatives to produce pharmaceutical and nutritional compounds. Neu5Ac aldolase performs the
aldol condensation of N-acetylmannosamine and pyruvate into Neu5Ac in a reversible manner.
Conventional activity-based screening of metagenomes for enzymes requires considerable use
of resources and time. Therefore, it is imperative to develop (ultra)high-throughput (UHTP) me-
thods for a faster, more efficient, and affordable catalyst discovery in a timeframe compatible with
industrial bioprocess development'2. To this end, in this study, we have developed a droplet-ba-
sed screening assay for the discovery of NeuS5Ac aldolases in the natural microbial diversity.
This method consists of the encapsulation of a single library clone per droplet, together with a
developing cascade reaction composed of a lactate dehydrogenase (LDH) and a ketoreductase
(KRED)3. Therefore, in the presence of an active clone, a fluorescent signal is formed, and the
positive droplet can be detected and sorted using either FACS or fluorescence-assisted, on-chip
sorting. The assay was developed by stepwise backwards assembly of the developing cascade
in microtiter plate and droplet format. Then, the sensitivity of the assay was tested with a mock
library and DNA was recovered by PCR or by direct transformation in Escherichia coli DH10B.
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El cancer es un amplio conjunto de enfermedades para las que existe una elevada necesidad de
nuevas terapias. Entre las opciones que merecen ser exploradas destaca la utilizacién de enzi-
mas como estrategia terapéutica’. Las enzimas pueden tener un efecto directo sobre moléculas
necesarias para el desarrollo de los tumores; y también un efecto indirecto, transformando pro-
farmacos en especies moleculares activas frente a las células tumorales?. Entre las posibilidades
existentes se ha propuesto la utilizacion de enzimas de tipo lacasa debido a su gran versatilidad
catalitica y elevada capacidad oxidativa, lo que les permite ser utilizadas para este fin de forma
directa o0 mediante compuestos mediadores que expanden su potencial oxidativo3#.

El objetivo general del trabajo fue estudiar la capacidad de la lacasa bacteriana SilA de Strep-
tomyces ipomoeae para producir la muerte de células tumorales in vitro. Esta enzima resulta
interesante para esta aplicacién por su estabilidad y actividad a pH fisiolégico®. Para ello se testé
su efecto sobre lineas celulares tumorales procedentes de distintos tejidos, evaluando su accion
directa y a través de mediadores. Entre estos ultimos se ensayaron compuestos clasicos relacio-
nados con la molécula de lignina y otros de naturaleza flavonoide con aplicacion terapéutica en
otras patologias. El efecto se determiné cuantificando la inhibicion del crecimiento o la muerte
celular debido al tratamiento. Se pudo comprobar que la combinacién de la lacasa con media-
dores era capaz de provocar la muerte de las células tumorales. Para conocer el mecanismo de
accion de esta combinacion, se estudio la capacidad de producir estrés oxidativo en las células
mediante la utilizacion de sondas fluorescentes sensibles al estado redox celular. También se
caracterizo el proceso de muerte evaluando la capacidad de la combinacion lacasa-mediador
para producir apoptosis.
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Los terpenoides son compuestos naturales con mas de 70.000 estructuras quimicas diferen-
tes que ofrecen aplicaciones muy interesantes en el campo de la industria farmacéutica, cos-
mética, alimentaria, o como biocombustibles. Su extraccién, en su mayoria de plantas, o su
sintesis quimica puede resultar técnicamente complicada, obteniéndose rendimientos bajos o
moderados. En cambio, su produccion biotecnolégica mediante cepas microbianas ofrece una
alternativa sostenible y respetuosa con el medio ambiente, pudiéndose obtener rendimientos
elevados en condiciones de proceso suaves. Bacillus subtilis, un microorganismo generalmen-
te reconocido como seguro, es uno de los mayores emisores de isopreno (el representante
mas pequefio de los terpenoides) entre las bacterias, convirtiéndose asi en un huésped mi-
crobiano ideal para su utilizacion como fabrica celular de terpenoides. En este estudio, hemos
investigado su potencial de aplicacion como huésped heterdlogo para producir diaponeurospo-
reno (DPN), un C,, carotenoide amarillo con alta actividad antioxidante y estimulador del sis-
tema inmune. Para ello, los genes crtM (deshidroescualeno sintasa) y crtN (deshidroescuale-
no desaturasa) de Staphylococcus aureus fueron sobreexpresados mediante su insercion en
multiples copias en el cromosoma de B. subtilis. Posteriormente, se incremento la concentra-
cion del precursor farnesil difosfato (FPP, sustrato de las enzimas CrtMN), mediante la sobre-
expresion de la enzima farnesil difosfato sintasa de Bacillus megaterium y la delecion del gen
codificante para la farnesil difosfato fosfatasa, una enzima responsable del consumo no de-
seado de FPP. La combinacion consecutiva de todas estas modificaciones resultd en un au-
mento gradual en la produccién de DPN, hasta obtener una cepa eficiente, segura y estable de
B. subtilis que de forma enddgena produce el carotenoide amarillo, libre de plasmidos y marca-
dores de seleccion de antibidticos. Anticipamos que esta cepa servira de punto de partida para
aumentar su produccion mediante ingenieria metabdlica y optimizacion del proceso fermentativo,
con el objetivo de desarrollar un proceso de bioproduccién a escala comercial.
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La gutacion fungica es un fendmeno caracterizado por la exudacion activa de agua y sustancias
disueltas, principalmente metabolitos secundarios “SM” y proteinas, esenciales para adaptacion
y supervivencia del hongo en su entorno. En el laboratorio la produccion de una cantidad variable
de estos exudados depende de la composicion del medio de cultivo y la temperatura de incuba-
cion, entre otros. En la industria el estudio y produccion de exudados y sus SM de basidiomice-
tos no se ha desarrollado tanto como en ascomicetos. Atendiendo esta situacion, el estudio se
enmarca en el screening guiado por actividad de los de exudados producidos a partir de aislados
de basidiomicetos recolectados en los bosques navarros. Para ello, en una primera fase se cons-
truyd un protocolo de aislamiento, optimizacién del cultivo y busqueda de actividad antioxidante,
antimicrobiana y larvicida, utilizando exudados obtenidos in vitro a partir de cultivos de Ompha-
lotus olearius en agar Sabouraud y agar YEPD (extracto de levadura, peptona y dextrosa) y agar
SMY (sacarosa, extracto de malta y extracto de levadura). Estos ensayos preliminares muestran
que, los exudados producidos en los medios agar Sabouraud y agar YEPD presentan actividad
antioxidante. Por su parte, los exudados obtenidos en agar SMY (sacarosa, extracto de malta y
extracto de levadura) inhiben el crecimiento de cepas de Staphylococcus epidermidis, S. aureus,
Bacillus subtilis y Micrococcus luteus. Ademas, se observo que el exudado en SMY ralentizan el
desarrollo del ciclo biolégico de Spodoptera littoralis disminuyendo mas del 50% del peso de las
larvas (dia14) y de las crisalidas (dia 19). Estos resultados marcan un inicio potencialmente pro-
metedor, abriendo la opcidn de ampliar el numero de basidiomicetos aislados y caracterizar las
moléculas, presentes en los exudados, desde los puntos de vista funcional, molecular y genético.
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Streptomyces es un género de bacterias de especial relevancia biotecnolégica al producir dos
tercios de los metabolitos secundarios clinicamente relevantes, especialmente antibidticos. Se
caracteriza por presentar un ciclo de vida complejo con procesos de crecimiento micelial y dife-
renciacion morfoldgica, coordinados con procesos fisiologicos como ciclos de muerte celular pro-
gramada (MCP) y la activacion del metabolismo secundario. Bajo estrés osmotico, Streptomyces
es también capaz de formar células deficientes de pared (células S y formas L) cuya regulacion
es practicamente desconocida’.

En este trabajo descubrimos que las proteinas SCO0954 (N-acetiltransferasa con dominio
YncA), SCO1758 (GTPasa con dominio EngA), SC04439 (D-alanil-D-alanina carboxipeptidasa)
y SCO04440 (proteina similar a GOLPH3) participan en la formacion de células deficientes de
pared en Streptomyces coelicolor a través de la modulacién del cross-linking y de los niveles de
metionina oxidada en el peptidoglicano, ademas de influir en la resistencia a glicopéptidos. Es
la primera vez que se encuentran células deficientes de pared inducidas por estrés osmaético en
Streptomyces coelicolor y la primera vez que la reorganizacion del peptidoglicano se correla-
ciona con la formacion de células S y formas L en estreptomicetos, contribuyendo a expandir el
conocimiento actual sobre la formacion de células deficientes de pared en bacterias.
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El reciclado de materiales plasticos, como los termoplasticos epoxidicos, representa un desafio
significativo y una tendencia emergente en el ambito de la microbiologia industrial y la biotecno-
logia microbiana. Estos compuestos son ampliamente utilizados en sectores como la aviacion, la
automocidn y la construccion debido a su notable ligereza y resistencia. Sin embargo, la estructura
reticular de dichos compuestos epoxidicos, derivada de la combinacion de las resinas epoxi y las
fibras de refuerzo, representa un obstaculo considerable para su degradacién, llevandolos tradi-
cionalmente a la incineracién o su acumulacion en vertederos como método de reciclaje. Recien-
temente, el estudio de microorganismos ambientales con diferentes capacidades degradativas de
compuestos recalcitrantes ha abierto nuevas perspectivas en la degradacion de diferentes comple-
jos poliméricos. Como ejemplo, destacan las bacterias capaces de descomponer el tereftalato de
polietileno (PET). Asi, también se han descrito unas pocas especies de los géneros Rhodococcus
y Pseudomonas que muestran cierta capacidad de metabolizar las resinas epoxidicas al utilizarlas
como fuente de carbono. Dentro de este escenario de Economia Circular, el proyecto ESTELLA
(n°: 101058371), financiado por la Unién Europea dentro del Programa Horizon Europe, se cen-
tra en la degradacion, reutilizacion y reciclaje de materiales epoxidicos desde una perspectiva
biotecnoldgica. El proyecto se dedica a la identificacion y caracterizacion de microorganismos
ambientales capaces de degradar los compuestos integrantes de los termoplasticos epoxidicos.
Asi, mediante el empleo de técnicas avanzadas de muestreo ambiental optimizadas en nuestro
grupo’, los métodos de identificacién microbiana mediante espectrometria de masa, la optimiza-
cion de condiciones de cultivo, y el escalado de los procesos productivos, se abordé la seleccion
de los candidatos microbianos mas prometedores. Este enfoque representa un avance signifi-
cativo en el campo de la biotecnologia microbiana, ofreciendo soluciones innovadoras para el
reciclaje de materiales epoxidicos, y contribuyendo al desarrollo de una economia mas circular
y sostenible.

Financiacion y referencia:

Proyecto ESTELLA (Design of bio-based thermoset polymer with recycling capability by dynamic bonds for bio-com-
posite manufacturing) (proyecto n°: 101058371) financiado por la Unién Europea a través del Programa Horizon
Europe (convocatoria: HORIZON-CL4-2021-RESILIENCE-01-11). https://estellaproject.eu/

1.Velasco-Rodriguez O, et al. Microorganisms, 2022. doi:10.3390/microorganisms10061249.
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SCREENING DE HONGOS DEGRADADORES DE POLIMEROS
PLASTICOS

Gonzalez, Juan P.; Bejarano-Muioz, Lara*; Méndez-Liter, Juan A.; Prieto, Alicia; Barriuso, Jorge

Centro de Investigaciones Biolégicas Margarita Salas, CSIC, Madrid, Esparia
*lara.bejarano@cib.csic.es

Los plasticos son utilizados en todo tipo de aplicaciones industriales debido a su bajo coste de
produccion, su estabilidad estructural y su durabilidad. Los métodos de eliminacion de los plas-
ticos convencionales son el desecho en vertedero, la incineracién y el reciclaje mecanico (poco
eficiente). Sin embargo, la mala gestidén de estos residuos provoca su acumulacion en el medio
ambiente, causando problemas de contaminacion. Como alternativa sostenible, se propone la
biodegradacion del plastico, definido como el proceso por el cual un organismo o sus enzimas
descompone los polimeros en pequefias moléculas metabolizables.

En este trabajo se ha realizado un screening de quince hongos saprofitos de la madera para la
degradacion de tres tipos de plasticos: polietileno (PE), acido polilactico (PLA) y tereftalato de
polietileno (PET).

En primer lugar, los hongos se cultivaron en matraces, en medio rico en presencia de diferentes
inductores para la produccién de crudos enzimaticos con actividades susceptibles de degradar
los plasticos. Posteriormente, se prepararon placas de agar con emulsiones de los distintos plas-
ticos en disolventes organicos. Y finalmente, se realiz6 el screening de degradacién en medio
solido mediante dos vias: (1) in vivo, cultivando los hongos directamente en las placas con los
plasticos; (2) in vitro, testando los crudos enzimaticos obtenidos en las placas con los plasticos.
En ambos casos, se monitorizo la aparicién de halos de degradacién. De los quince hongos tes-
tados en el screening, cuatro de ellos mostraron actividades prometedoras para la degradacion
de plasticos.

Financiacion:
Este trabajo ha sido financiado por el proyecto MICODE: Consorcios microbianos para la degradacion de plasticos

convencionales (PID2020-114210RB-100 MCIN/AEI) y DEMO: Degradacion de poliésteres plasticos y valorizacion
de sus monémeros (TED2021-130096B-100, MCIN/AEI/“NextGenerationEU”/PRTR).
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AISLAMIENTO Y CARACTERIZACION DE BACTERIOFAGOS COMO
METODO DE BIOCONTROL DE BACTERIAS FITOPATOGENAS

Bernal Soro, Antonio'?*; Lucas-Elio, Patricia’; Sanchez-Amat, Antonio’

"Departamento de Genética y Microbiologia, Universidad de Murcia, Murcia; 2Mundeco Labora-
torios, Agronova Biotech, Fortuna, Murcia

*abernal@mundeco.es

La optimizacion del rendimiento de los cultivos es un desafio agrondmico significativo, influenciado
por factores como enfermedades y plagas, que pueden ocasionar pérdidas globales estimadas en
torno al 10% de la produccion’. Entre los patdgenos, las bacterias fitopatdgenas representan una
preocupacionconsiderable,conmasde 200 especiesidentificadas, incluyendoa Erwiniaamylovora,
causante del fuego bacteriano en frutales?. Las estrategias convencionales de control, basadas
en practicas agricolas (cuarentena e incineracion de cultivos afectados) y quimicos, han demos-
trado ser insuficientes para combatir de manera efectiva esta enfermedad y se estan desarrollan-
do estrategias alternativas incluyendo el uso de bacteriéfagos?.

Nuestro estudio explora el uso de bacteri6fagos como agentes de biocontrol, ofreciendo una
alternativa prometedora para la agricultura ecoldgica. Mediante el aislamiento de fagos de mues-
tras ambientales, principalmente aguas residuales y de riego, disponemos de una coleccidén con
mas de 20 fagos activos frente a bacterias fitopatdgenas, incluyendo 4 fagos especificos contra
Erwinia amylovora, entre los que se encuentran tanto myovirus como podovirus. Estos fagos po-
seen un amplio rango de accion contra diversas cepas de la bacteria, incluyendo cepas silvestres
aisladas de frutales enfermos y cepas de referencia (CECT 222).

Referencias

1 Flood, J. The importance of plant health to food security. Food Security 2, 215-231, doi:10.1007/s12571-010-
0072-5 (2010).

2 Mansfield, J. et al. Top 10 plant pathogenic bacteria in molecular plant pathology. Molecular Plant Pathology 13,
614-629, doi:https://doi.org/10.1111/j.1364-3703.2012.00804.x (2012).

3 Buttimer, C. et al. Bacteriophages and Bacterial Plant Diseases. Front Microbiol 8, 34, doi:10.3389/fmi-
cb.2017.00034 (2017).

Financiacién:
Este proyecto de investigacion se encuentra enmarcado dentro del proyecto CDTI IDI-20200837 “Aislamiento y
caracterizacion de bacteriéfagos como método de biocontrol de patdégenos bacterianos en agricultura”.
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RECOMBINANT PRODUCTION OF BOVINE SERUM ALBUMIN (BSA)
IN YEAST: OPTIMIZATION AND ENHANCED BLOCKING CAPACITY
IN IMMUNOASSAYS

Bosch, Sandra*; Garcia, Ana; de las Rivas, Matilde

Levprot Bioscience, Calatayud, Zaragoza, Spain

*sbosch@levprot.com

At Levprot Bioscience we have developed an approach to the production of Bovine Serum Albu-
min (BSA) using recombinant methods in yeast, eliminating the need for animal-based sources.
By optimizing the expression strain, production and downstream processes, we have achieved
significant advancements both in yield and functionality of recombinant BSA (rBSA).

Traditionally sourced from animal sera, BSA is a critical component in various biological assa-
ys and experiments. However, concerns regarding animal welfare and batch-to-batch variability
have prompted the exploration of alternative production methods. Through genetic engineering
and precision fermentation techniques, we have successfully developed a sustainable and scala-
ble method for rBSA production in yeast.

Our research demonstrates not only the feasibility of recombinant BSA production but also its su-
perior performance compared to conventionally sourced BSA. The optimized production process
yields high quantities of pure BSA, ensuring consistency and reliability in experimental outcomes.
Furthermore, our recombinant BSA exhibits enhanced blocking capacity in immunoassays, im-
proving the accuracy and sensitivity of detection methods.

By presenting our findings, we aim to advocate for the adoption of recombinant BSA as a via-
ble alternative to animal-derived sources. This innovative approach not only aligns with ethical
considerations but also offers practical advantages in terms of scalability, reproducibility, and
performance in immunoassays. We believe that embracing recombinant production methods re-
presents a significant step forward in the field of protein production and biotechnology.
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DISENO DE ACINETOBACTER BAYLYI COMO CHASIS BACTERIA-
NO PARA EL RECICLAJE BIOLOGICO DE ESTERES DE FTALATO

Calonge-Garcia, Alba*; Pereyra-Camacho, Marco A.; Pardo, Isabel

Centro de Investigaciones Biolégicas Margarita Salas, CSIC, Madrid, Espafia

*alba.calonge@cib.csic.es

La contaminacion causada por plasticos es un problema medioambiental creciente. Es el caso
de los poliésteres y diésteres de los tres isomeros de ftalato: el tereftalato (TPA), componente
mayoritario del plastico PET,; el isoftalato (IPA), empleado como co-mondmero en el PET; y el
ortoftalato (OPA), comunmente encontrado como diéster en plastificantes. Estos son dificilmente
degradables y potenciales alteradores endocrinos'. Nuestro objetivo es modificar genéticamente
la bacteria Acinetobacter baylyi para obtener un biosensor celular que permita la deteccion in
vivo de los isbmeros de ftalato y el cribado de hidrolasas activas frente a distintos poliésteres
y diésteres de ftalatos, con la futura meta de deconstruir y bioconvertir simultaneamente estos
materiales. Un paso limitante para estas aplicaciones es el transporte de ftalatos a través de la
membrana. Empleando un biosensor fluorescente para TPA descrito previamente?, demostramos
las aplicaciones de esta herramienta en A. baylyi optimizando el transporte de este compuesto.
En primer lugar, obtuvimos mutantes de transportadores nativos capaces de importar de manera
inespecifica TPA, delecionando a la vez sus supuestos represores?. Empleando el biosensor,
identificamos el mutante capaz de importar TPA de manera mas eficiente, que fue seleccionado
como plataforma de cribado de distintas PETasas®**®. Gracias a esta herramienta, comprobamos
que la expresion del gen nativo de la PETasa de Ideonella sakaiensis® superé a aquellos con
codones optimizados, sugiriendo que las tasas traduccionales subdptimas favorecen el correc-
to plegamiento y/o secrecion de la enzima. A raiz de estos resultados, desarrollamos nuevos
biosensores para IPA y OPA basados en un reportero fluorescente y factores de transcripcion
de Comamonas sp. E6, bacteria que cataboliza ftalatos nativamente’. Estos biosensores seran
empleados para evaluar in vivo el transporte de IPA y OPA en A. baylyi y caracterizar nuevas
hidrolasas. Estos avances permitiran la obtencion de un chasis microbiano para la valorizaciéon
de residuos plasticos.

Financiacion/Referencias:

Este trabajo esta financiado por el CSIC y la Fundacioén Reina Sofia, en colaboracion con la Fundacién Primafrio,
bajo el acuerdo n° 20210510; MCIN/AEI/10.13039/50110001103 y la Unién Europea “NextGenerationEU/PRTR”
bajo el proyecto n® TED2021-130850A-100; y la (CAM) bajo el contrato n® 2022-T1/Bl0-23939. IP agradece a la
CAM el contrato “Atraccion de Talento”. ACG agradece al CSIC la beca JAE Intro y al Ministerio de Ciencia y Uni-
versidades la beca de Formacién de Profesorado Universitario (FPU).

1.Annamalai, J and Namasivayam, V. (2015). Environ Int. 76:78-97. doi: 10.1016/j.envint.2014.12.006; 2.Pardo, I.,
et al. (2020). Metab. Eng. 62, 260—-274. doi: 10.1016/j.ymben.2020.09.009; 3.Bell, E. L., et al. (2022). Nat. Catal. 5,
673-681. doi: 10.1038/s41929-022-00821-3; 4.Liu, Y., et al. (2022). Sci. Total Environ. 834, 154947. doi: 10.1016/].
scitotenv.2022.154947; 5.Lu, H., et al. (2022). Nature. 604, 662—-667. doi: 10.1038/s41586-022-04599-z; 6.Yoshida,
S., et al. (2016). Science. 351(6278), 1196—-1199. doi: 10.1126/science.aad6359; 7.Shimodaira, J., et al. (2015).
Genome Announc. 3(3), e00032-13. doi: 10.1128/genomeA.00643-15
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REDISENANDO EL METABOLISMO DE ACINETOBACTER BAYLYI
PARA LA PRODUCCION DE NUEVOS BIOPOLIMEROS A PARTIR DE
RESIDUOS PLASTICOS

Capel, Susana*; Pardo, Isabel

Departamento de Biotecnologia Microbiana y de Plantas, Centro de Investigaciones Biologicas
Margarita Salas, CSIC, Madrid, Esparia

*susana.capel@cib.csic.es

El modelo actual de consumo lineal de plasticos derivados del petrdleo ha creado un problema
ambiental a nivel mundial, lo que ha impulsado un creciente interés en el uso de nuevos biopo-
limeros sostenibles generados a partir de fuentes renovables. Acinetobacter baylyi ADP1 es
una bacteria que acumula de manera natural ésteres de cera (EC) como compuesto de reserva
de carbono, que estan estrechamente relacionados con el metabolismo de acidos grasos (AG).
Estos compuestos son de gran interés para la obtencidon de acidos dicarboxilicos de cadena
larga (LDCAs), recientemente utilizados para desarrollar polimeros sostenibles con propieda-
des similares al polietileno’. Aprovechando el versatil metabolismo de A. baylyi, nuestro objetivo
es revalorizar monomeros derivados de la despolimerizacién oxidativa de plasticos convencio-
nales?, transformandolos en bioplasticos quimicamente reciclables basados en EC/LDCAs. Sin
embargo, para ello es necesario aumentar la produccion natural de estos compuestos. En este
estudio, hemos generado distintos mutantes para incrementar la produccion AG y EC. Estos mu-
tantes han sido evaluados mediante un biosensor luminiscente que monitoriza en tiempo real la
produccién de EC3. Con esta herramienta, hemos identificado mutantes capaces de incrementar
la produccion de EC sin comprometer el crecimiento en mondémeros derivados de la despolimeri-
zacion oxidativa de plasticos. Ademas, mediante estudios de transcriptomica, hemos identificado
nuevos genes candidatos como fadE (acil-CoA deshidrogenasa), cuya delecién podria aumentar
la acumulaciéon de AG. Finalmente, hemos identificado genes candidatos para llevar a cabo la
w-oxidacion de AG en A. baylyi, en concreto la alcohol deshidrogenasa y aldehido deshidroge-
nasa involucradas en la degradacion de alcanos y la utilizacion de EC, que planeamos sobre-ex-
presar junto con la alkano-monoxigenasa para la produccion directa de LDCAs.

Referencias/Financiacion:

1. HauBler, M. et al., (2021). Nature. 590, 423-427. doi: 10.1038/s41586-020-03149-9.

2. Sullivan, K. P. et al. (2022) Science, 378(6616), 207-211. doi:10.1126/science.abo4626
3. Santala, S. et al., (2011) Microb Cell Factories, 10(1), 1-8. doi: 10.1186/1475-2859-10-75

Este trabajo esta financiado por el CSIC y la Fundacién Reina Sofia, en colaboracién con la Fundacion Primafrio,
bajo el acuerdo n° 20210510; MCIN/AEI/10.13039/50110001103 y la Unién Europea “NextGenerationEU/PRTR”
bajo el proyecto TED2021-130850A-100; y la Comunidad Auténoma de Madrid (CAM) bajo el proyecto 2022-T1/
B10-23939. S.C. e |.P. agradecen a la CAM sendos contratos de Personal Investigador Predoctoral en Formacion
y de Atraccién de Talento.
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RELACION ENTRE PSICROFILIAY XEROTOLERANCIA EN EXIGUO-
BACTERIUM

Castillo, Maria'*; Navarro Llorens, Juana Maria?;, Garcia, José Luis"?

"Centro de Investigaciones Biolégicas Margarita Salas, CSIC, Madrid, Espafia; *Facultad de
Ciencias Bioldgicas, Universidad Complutense de Madrid, Madrid, Espafia; ®Instituto de Biologia
Integrativa de Sistemas (I’'SYSBIO) (UV-CSIC), Paterna (Valencia), Espafia

*maria.castillo@cib.csic.es

El género Exiguobacterium abarca una gran variedad de especies con propiedades utiles para
el desarrollo de aplicaciones biotecnoldgicas. Estas bacterias Gram-positivas se encuentran en
habitats extremos, desde glaciares hasta suelos tropicales, y por eso muestran una notable ca-
pacidad para resistir diferentes tipos de estrés abiotico. Exiguobacterium sp. Helios fue aislado
como resultado de la bioprospeccion de la microbiota en un nicho extremo, en concreto, de un
panel solar en Espafa’. Los resultados experimentales muestran que tanto esta bacteria como
su especie mas cercana, E. sibiricum aislado del permafrost siberiano?, presentan una alta tole-
rancia a la desecacion, entre otras poliextremofilias, como la capacidad de crecer a bajas tem-
peraturas. El cambio morfologico que experimentan las células de Exiguobacterium sp. Helios
desde una forma bacilar en la fase exponencial de crecimiento a una forma cocoidea con una en-
voltura celular engrosada en la fase estacionaria de crecimiento sugiere que este fenotipo puede
contribuir a su xerotolerancia. El objetivo del presente estudio ha sido por una parte determinar si
las células de Exiguobacterium cultivadas a 4°C consiguen una mayor tolerancia a la desecacion
que aquellas cultivadas a 30°C, y por otra parte determinar mediante técnicas de microscopia
si estas diferencias estan relacionadas con los cambios morfologicos. La resistencia a la dese-
cacién o xerotolerancia de las células en su forma vegetativa (no esporuladas) no solo plantea
interesantes interrogantes sobre los mecanismos moleculares implicados en esta tolerancia, sino
que desde el punto de vista de su aplicacion es de gran interés para la industria agroalimentaria.

Referencias/Financiacion:

1. Castillo, M., et al. Microorganisms, 2021. Doi: 10.3390/microorganisms9122455

2. Rodrigues, D. F., et al. BMC Genomics, 2008. Doi: 10.1186/1471-2164-9-547

La investigacion ha sido financiada por la beca de Formacién del Personal Investigador del Programa Estatal
de Promocioén del Talento y su Empleabilidad en 1+D+i (PRE2019-087933), y por los proyectos BIO2015-66960-
C3-1-R, BI02016-79736-R y PID2019-110612RB-100 del Ministerio de Economia y Competitividad de Espana,

RTI2018-095584-B-C41-42-43-44 del Ministerio de Ciencia e Innovacion de Espana, y por la beca CSIC 2017 2 0Ol
015.
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BIOPRODUCTOS DE INTERES COSMETICO EN CIANOBACTERIAS
ENDOLITICAS DEL DESIERTO DE ATACAMA

Cirés, Samuel'™; Casero, Maria Cristina’; Woérmer, Lars?; Quesada, Antonio’; Velazquez, David'

'Dpto. Biologia, Universidad Autobnoma de Madrid, Madrid, Espafia; “MARUM — Center for Marine
Environmental Sciences, University of Bremen, Bremen, Germany

*samuel.cires@uam.es

Las cianobacterias producen gran diversidad de compuestos con interés biotecnoldgico. Sin
embargo, el potencial de las cianobacterias de ambientes extremos no ha sido explorado en
profundidad debido al desafio que supone su aislamiento y crecimiento en cultivo. El desierto
de Atacama, a pesar de ser uno de los ambientes mas inhdspitos del planeta, alberga comuni-
dades microbianas endoliticas, en el interior de las rocas, donde las cianobacterias constituyen
el principal productor primario. Este trabajo explora el potencial biotecnoldgico de cianobacterias
endoliticas del desierto de Atacama centrandose en sus exopolisacaridos (EPS) y lipidos polares
(LP). El estudio se realizé en cepas de los géneros Chroococcidiopsis, Gloeocapsopsis, Gloeo-
capsay Pseudoacaryochloris, la mayoria originarias de sustratos liticos no salinos, cultivadas en
condiciones no salinas y de salinidad moderada (hasta 20g NaCl L"). Los EPS y LP se caracte-
rizaron en una cuantitativa y cualitativamente (UFTIR y LC-MS), y se determiné su potencial anti-
inflamatorio relacionado con la inhibicion de la actividad elastasa. Asi mismo se obtuvieron datos
omicos incluyendo tanto la secuenciacion del genoma completo como analisis de RNA-Seq en
respuesta al estrés salino. La mayoria de las cepas fueron capaces de crecer en condiciones de
hasta 20g NaCl L™, con un efecto positivo de la salinidad en la produccién de EPS (hasta 3 veces
la cantidad obtenida sin NaCl) y sus metabolitos mostraron una destacable capacidad de inhibir
la actividad de la enzima elastasa. En conjunto, estos hallazgos sefialan a las cianobacterias
del desierto de Atacama, dada su tolerancia a la salinidad y su potencial antiinflamatorio, como
un candidato para su cultivo con fines biotecnoldgicos interesante en sectores como la industria
cosmeética o la biomedicina.

Financiacion:
El proyecto LIPEPSTREM (SI13/PJI/2021-00461) ha sido financiado por la Comunidad de Madrid y la Universi-

dad Auténoma de Madrid. M.C. Casero es receptora de un contrato Juan de la Cierva financiado por MCIN/AEI
(FJC2020-044126-1) y fondos Next Generation de la UE.

920

CMIBM’24 - MADRID
10 - 12 Junio 20

ESTUDIO DE LA BIODEGRADACION EN CONDICIONES DE COM-
POSTAJE DE PELICULAS ELABORADAS CON PLA Y NANOPARTI-
CULAS DE MXENOS (TI,C,TX) O CU,(OH);NO;

Dominguez, Gabriela'™; Santos, Xiomara?; Martin, Olga?, Molina, José Manuel'; Hernandez,
Manuel'; Fajardo, Carmen’

"Universidad de Alcala, Alcala de Henares, Espana; 2Universidad Carlos Il de Madrid, Leganés,
Espana

*gabriela.dominguez@uah.es

Atendiendo a la necesidad de alargar la vida util de los alimentos y evitar problemas de contami-
nacion microbiana, y en linea con la creciente conciencia social sobre el impacto ambiental que
generan los residuos plasticos, nuestros grupos de investigacion han desarrollado peliculas plas-
ticas utilizando el biopolimero PLA como matriz, incluyendo nanoparticulas de MXenos (Ti,C,T )
o trihidroxinitrato de cobre (Il) (CuHS) con probada actividad antibacteriana, para su potencial
aplicacion en la industria del envasado de alimentos'?. A pesar de que el PLA es considerado
un polimero biodegradable, las propiedades biocidas de los composites elaborados podrian in-
fluenciar el proceso de degradacion. Asi, para evaluar la sostenibilidad ambiental de las nuevas
peliculas funcionales, en este trabajo se ha analizado su grado de desintegracién en condiciones
que simulan un proceso de compostaje aeroébico intensivo'. Peliculas de PLA, PLA-5% MXenos
y PLA-1% CuHS se introdujeron (0.5% p/p) en reactores de compostaje durante 45 dias en
condiciones controladas de temperatura, aireacion y humedad relativa. A distintos tiempos, las
muestras fueron caracterizadas mediante Microscopia Electrénica de Barrido (SEM), y se de-
terminaron las propiedades térmicas y mecanicas mediante analisis Termogravimétrico (TGA),
Calorimetria Diferencial de Barrido (DSC) y Analisis Mecanico Dinamico (DMTA). Por ultimo, se
determiné el pH, carbono organico total, nitrégeno total, masa seca y soélidos volatiles durante el
proceso de compostaje. Los resultados mostraron que, después de 30 dias, se registré un grado
de desintegracién superior al 90 % en todas las peliculas ensayadas. Asimismo, no se detectaron
diferencias significativas entre las muestras en los parametros fisico-quimicos determinados, po-
niendo de manifiesto que la adicion de nanoparticulas no afectd a la compostabilidad de la matriz
polimérica. Estos resultados avalarian el uso de los nuevos materiales desarrollados como una
prometedora alternativa para sustituir los plasticos de origen petroquimico, mas sostenible y res-
petuosa con el medio ambiente.

Referencias/Financiacion:
1. Santos, X.; et al. Polymers, 2024. doi: 10.3390/polym15071661
2. Santos, X.; et al. Membranes, 2022. doi: 10.3390/membranes12111146.

3. UNE-EN ISO 20200. (2016). Determinacién del grado de desintegracién de materiales plasticos bajo condicio-
nes de compostaje simuladas en un ensayo de laboratorio. AENOR, marzo de 2016.

Este trabajo ha sido financiado con el Proyecto MICINN. Ref: TED2021-131847B-C22.
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CARACTERIZACION MOLECULAR DE LA 4-HIDROXIFENILACETA-
TO 1-MONOOXIGENASA, EL PROTOTIPO DE UNA NUEVA FAMILIA
DE FLAVIN MONOOXIGENASAS

Espada, Pablo*; Alonso-Fernandes, Elena; de Dios, Enrique; Valencia, Ana; Durante-Rodriguez,
Gonzalo; Diaz, Eduardo

Centro de Investigaciones Biolégicas Margarita Salas, CSIC, Madrid, Esparia
*pablo.espada@cib.csic.es / pablo.espada222@gmail.com

El 4-hidroxifenilacetato (4-HPA) es un compuesto aromatico generado durante la degradacién de
ciertos aminoacidos como la tirosina, la despolimerizacién de la lignina o la produccion de aceite
de oliva’, lo que la convierte en una molécula de un interés biotecnoldgico considerable. La ruta
de degradacion aerobia del 4-HPA mas estudiada es aquella que oxida el 4-HPA a homoprotoca-
tecuato (3,4-dihidroxifenilacetato) mediante una 4-HPA 3-monooxigenasa de dos componentes
(ruta hpa). En otras bacterias se ha descrito una ruta alternativa (ruta hmg) en la que una activi-
dad monooxigenasa convierte el 4-HPA en el compuesto central homogentisato (2,5-dihidroxife-
nilacetato)?. Sin embargo, los genes responsables de la actividad 4-HPA 1-monooxigenasa son
desconocidos hasta la fecha. En este trabajo se presenta, por primera vez, la identificacién y ca-
racterizacién, mediante analisis bioquimicos y genéticos, de la enzima HmgHZY involucrada en
la oxidacion inicial del 4-HPA a homogentisato en la beta-proteobacteria Aromatoleum sp. CIB3.
Estudios tanto in vitro como in vivo revelaron que HmgHZY requiere oxigeno y NADPH para la
hidroxilacién en posicién 1 del anillo bencénico del 4-HPA y el subsiguiente NIH shift del grupo
alquilo para finalmente producir homogentisato. Ademas, se han identificado ortdlogos de los
genes hmgHZY en una amplia variedad de genomas, lo que sugiere que la ruta hmg esta amplia-
mente distribuida en bacterias. La 4-HPA monooxigenasa caracterizada (HmgHZY) constituye el
primer miembro de una nueva familia de flavin monooxigenasas de compuestos aromaticos que
llevan a cabo un NIH shift durante la reaccion de monooxigenacion. La expresion heterdloga de
los genes hmgHZY en Escherichia coli o Pseudomonas putida permite plantear el desarrollo de
biocatalizadores de interés biotecnolégico para la produccion de pigmentos (piomelaninas) deri-
vados de la oxidacion del homogentisato. Ademas, la sobreexpresion de hmgHZY en Aromato-
leum sp. CIB constituye una posible estrategia para mejorar la produccion de bioplasticos como
el polihidroxibutirato (PHB) usando 4-HPA como sustrato.

Referencias y financiacion:
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PRODUCCION DE B-CAROTENO USANDO UNA CEPA MODIFICADA
DE YARROWIA LIPOLYTICA CULTIVADA EN MEDIOS DERIVADOS
DE RESIDUOS BIOLOGICOS DE PODA Y PAPEL
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En todo proceso biotecnoldgico se persigue la co-produccidn de varios compuestos de inte-
rés o la produccion de compuestos de alto valor afiadido, ademas de explotar materias primas
economicas, para hacer factible el escalado a nivel industrial. Trabajar con microorganismos
genéticamente modificados es crucial para lograr una produccién 6ptima de bio-productos para
hacer frente a la demanda del mercado. En este trabajo, se ha estudiado la levadura oleaginosa
Yarrowia lipolytica S114, previamente modificada para producir 3-caroteno en el Departamento
de Bioingenieria del Imperial College London, utilizando medios de cultivo derivados de residuos
biolégicos. Entre las materias primas renovables se han estudiado los residuos lignocelulosicos
derivados de la poda urbana y los residuos de papel rechazados en la fraccién organica de los
residuos sélidos urbanos. Y. lipolytica fue cultivada en la fraccion liquida resultante de la hidroli-
sis enzimatica de la poda urbana pretratada por explosién de vapor (PUM) y residuos de papel
pretratados a 120°C con acido sulfurico (RPM). Este estudio se centré en evaluar si los medios
derivados de estos residuos son adecuados para el crecimiento de levaduras y la sintesis de
B-caroteno. Las células se cultivaron en modo discontinuo a 30°C, pH6, con agitacién variable
(500-1500 rpm) para mantener una concentracion de oxigeno disuelto superior al 20 % v/v de
saturacion de aire. Tras el tiempo de cultivo, se extrajo el B-caroteno intracelular y se cuantifico
espectrofotométricamente. Se alcanzaron concentraciones por encima de 2-3 g/L de B-caroteno.
Estas materias primas derivadas de residuos y la produccion de B-caroteno lograda por esta le-
vadura hacen del proceso una opcion atractiva para el concepto de biorrefineria.

Financiacion:
MCIN/AEI/(10.13039/501100011033) financia el proyecto PID2020-119403RB-C22 (BIOMIO+CAR).
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BIOPLASTICOS DE USO AGRICOLA FUNCIONALIZADOS CON DE-
RIVADOS LACTEOS ANTIFUNGICOS
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El uso de bioplasticos en la agricultura, especialmente en técnicas como el mulching, se presenta
como una oportunidad para mitigar los efectos medioambientales asociados con los plasticos
convencionales. Aunque el coste inicial de estos bioplasticos puede ser mas alta en compara-
cion con los métodos tradicionales, el retorno a largo plazo, mediante la reduccion en la nece-
sidad del uso de fitosanitarios quimicos, lo que facilitaria el enriquecimiento de la microbiota del
suelo, podria compensar estos costes. La incorporacion de residuos de diferentes actividades
industriales con bajo coste y actividad antifungica descrita en la literatura, como el suero lactico
0 sus componentes (p. ej.: lactoferrina), podria mejorar la sostenibilidad de estos materiales. Lo
que supone un desafio en la agricultura. En este marco se desarrolla el proyecto BioPAC (Ref.
TED2021-131864B-C21), dentro del cual, uno de sus objetivos es estudiar mediante bioensayos
la actividad de la lactoferrina y el suero lactico como posibles antifungicos. Para ello, se han utili-
zado diferentes concentraciones de ambos compuestos y condiciones de analisis frente a varios
hongos fitopatdégenos. La investigacion busca encontrar la concentracion 6ptima de lactoferrina
y/o suero lactico que maximice su capacidad antifungica. Para realizar estos bioensayos, se
suplementaron medios complejos con diferentes concentraciones de las sustancias a analizar,
creciendo posteriormente los hongos patdégenos tanto en estas condiciones (tratado), como en
sus condiciones 6ptimas de crecimiento (control). La comparacién del diametro del crecimiento
micelial y el calculo del porcentaje de inhibicion permiten estimar el efecto de la adicidn de la
sustancia al medio. Con esta investigacion, se busca encontrar una sustancia de origen natural
con capacidad antifungica que permita controlar los fitopatogenos mas comunes, evitando o
reduciendo asi el uso de los actuales productos de origen quimico que presentan un alto efecto
perjudicial para el medio ambiente.

Financiacion:

Este trabajo se ha desarrollado dentro del Proyecto BioPAC (Development of bioactive and lifespan-controlled bio-
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nEU / PRTR (Plan de Recuperacion, Transformacion y Resiliencia).
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AISLADOS AMBIENTALES DEL GENERO PSEUDOMONAS COMO
HERRAMIENTA PARA LA BIODEGRADACION DE TERMOPLASTI-
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En la vanguardia de la biotecnologia y la microbiologia aplicada, el proyecto ESTELLA
(n°101058371), financiado por el Programa Horizon Europe, se centra en la busqueda de solucio-
nes bioldgicas para el reciclaje de termoplasticos compuestos de resinas epoxidicas. Estos mate-
riales, fundamentales en la industria por su resistencia y ligereza, suponen un desafio ambiental
significativo debido a su compleja degradacion. Tradicionalmente, la gestion de estos compuestos
ha implicado su acumulacién o incineracién, practicas insostenibles dentro del concepto de Bioe-
conomia Circular. En este contexto, el reciente aislamiento de una cepa del género Pseudomonas,
capaz de sobrevivir durante largos periodos de tiempo utilizando unicamente las resinas epoxidi-
cas como unica fuente de carbono, ofrece una alternativa ecoldgica prometedora a los métodos
convencionales de reciclaje. Esta cepa no solo serviria como herramienta para futuros desarrollos
biotecnoldgicos de aplicacidn industrial, sino que también representa un avance significativo en
la gestion sostenible de residuos. La secuenciacion y analisis bioinformatico del genoma de la
cepa aislada ha revelado un tamafio de 6,5 Mpb con un contenido de G+C del 61,87%, con 6.181
marcos de lectura abiertos anotados. Este analisis preliminar ha identificado la presencia de enzi-
mas esenciales para la degradacion de las resinas, tales como epoxidasas e hidrolasas, asi como
varios clusteres de metabolitos secundarios. La potencial implicacion de estas enzimas en la rup-
tura de los complejos enlaces quimicos de las resinas, junto con los metabolitos secundarios que
podrian promover la adaptacion y supervivencia de la bacteria, sugieren un mecanismo bioldgico
altamente interesante. Actualmente, mediante técnicas protedmicas, se busca comprender como
esta especie del género Pseudomonas logra degradar eficientemente estos termoplasticos recal-
citrantes. Este enfoque protedmico tiene como objetivo elucidar los mecanismos moleculares que
facilitan a la bacteria la capacidad de atacar y descomponer estos materiales, lo cual podria ser
crucial para el desarrollo de estrategias de reciclaje mas sostenibles y efectivas.
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TES BY CORYNEBACTERIUM GLUTAMICUM
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The textile industry is one of the most polluting, being responsible for 5 % of the total waste
worldwide. One possibility to improve textile waste management is the transformation of textile
residues into products with added value when they can no longer be reused. Cotton is constituted
of almost pure cellulose, a natural polymer that makes up the structural components of plants.
Therefore, cotton textile residues are suitable to be hydrolysed into glucose and provide a carbon
source to be used in biorefineries.

L-lysine is an essential amino acid that cannot be synthesised by mammals. It is used in food
health care, feed additives and pharmaceutical preparations. L-lysine is often produced indus-
trially by mutagenised or engineered strains of Corynebacterium glutamicum. This species can
use glucose but not cellulose as a carbon source. Therefore, is it mandatory to hydrolyse cellulo-
se-based residues to glucose monomers that can be transformed by C. glutamicum into L-lysine.
Currently, cellulose from textile residues can be hydrolysed into glucose for L-lysine production
using commercial cellulose cocktails. L-lysine-producing strains of C. glutamicum can be further
engineered to include cellulase genes that would confer them the ability to hydrolyse cellulose
and use it as a carbon source to produce the amino acid.

The aim of this work is to improve L-lysine obtention by C. glutamicum through the engineering
of an L-lysine-producing strain to express cellulases that can hydrolyse cellulose from textile re-
sidues. By using this cellulose as a substrate, it would eliminate the need for an additional step
in the process.
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ESTUDIO DEL POTENCIAL ANTIMICROBIANO DE COMPUESTOS
NATURALES SOBRE CLAVIBACTER MICHIGANENSIS MEDIADO
POR EL INCREMENTO DE ESTRES OXIDATIVO
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La aparicion de resistencias a antimicrobianos en bacterias patégenas ha provocado la necesidad
de desarrollar estrategias complementarias o alternativas a las actuales. Una de las estrategias
emergentes mas interesantes es el uso de compuestos que generen estrés oxidativo como me-
canismo de accion. El mantenimiento de la homeostasis redox es esencial para la supervivencia
de los organismos vivos. La ruptura de este equilibrio en favor de un ambiente oxidante es deno-
minado distress y provoca alteraciones en diversas biomoléculas ademas de fallos en la sefiali-
zacion intracelular. Con el fin de identificar compuestos naturales que causaran estrés oxidativo
como mecanismo de accion, se generé un mutante de Rhodococcus fascians D188 carente de
tres genes que codifican para micorredoxinas (mrx). Este mutante mostro diferencias en compa-
racion con la cepa wild type en enfrentamientos a diferentes agentes oxidantes. Ambas cepas
fueron utilizadas para identificar compuestos con actividad antimicrobiana que generasen estrés
oxidativo dentro de una libreria comercial de mas de 3 000 compuestos naturales (MedChem).
Una vez se verific el potencial antimicrobiano en R. fascians de los compuestos identificados,
se planteo la posibilidad de aplicarlos en otras actinobacterias fitopatdégenas como Clavibacter
michiganensis subsp. michiganensis. Este trabajo muestra el potencial antimicrobiano de los
compuestos naturales identificados tanto de forma individual como en combinacién en busca de
sinergias para elucidar estrategias sostenibles de control de actinobacterias fitopatégenas que
puedan reemplazar en ultima estancia el uso de pesticidas convencionales.

Referencias/Financiacion:
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En la actualidad uno de los principales problemas sanitarios es la resistencia a antimicrobianos.
Una de las prioridades de la OMS es encontrar nuevos compuestos antibiéticos y antifungicos’.
Una de las fuentes principales de compuestos es el filo de los actinomicetos. Dentro de éste
destaca el género Streptomyces por su alta capacidad de produccion de compuestos bioactivos,
hasta el 70-80% de los productos naturales con aplicaciones farmacolégicas y agroquimicas?.

En el presente trabajo se ha caracterizado la actividad antibiética y antifungica de dos cepas de
Streptomyces procedentes de la coleccion de actinomicetos del laboratorio. Para ello se han rea-
lizado distintos bioensayos frente a varios microorganismos testigo representativos de distintos
grupos: tanto bacterias, Gram positivas y Gram negativas, como hongos, entre los que desta-
ca Aspergillus fumigatus, un patégeno de interés clinico que se encuentra entre los patdégenos
prioritarios para la OMS?. Estos estudios se han realizado con el fin de optimizar el medio de
produccion, la extraccion de compuestos, asi como la localizacidn de éstos. Ambas cepas han
demostrado tener una actividad antifungica de interés.
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UTILIZACION DE NANOPARTICULAS DE PLATA PRODUCIDAS CON
CULTIVOS DE LAS MICROALGAS PARACHLORELLA SP. Y TETRA-
TOSTICHOCOCCUS SP. PARA LA DETECCION DE METALES PESA-
DOS Y LA DECOLORACION DE COLORANTES
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Se han obtenido nanoparticulas de plata (AgNPs) de forma biogénica a partir de sobrenadantes
de los cultivos de dos microalgas acidotolerantes aisladas del estuario del Rio Tinto (Huelva):
Parachlorella sp. y Tetratostichococcus sp. Los medios de cultivo para estas microalgas fueron
BG11 y una modificacion sin cloruros de este BG11A, ambos ajustados inicialmente a pH 4 o 7.
Para la sintesis de AgNPs se utilizaron sobrenadantes de cultivos en dos fases de crecimiento,
temprana y tardia. Estas AgNPs se han caracterizado y estudiado sus posibles aplicaciones
biotecnoldgicas como a) sensores de metales pesados en medios acuosos, mostrando distintas
sensibilidades a los metales Cd, Cu, Hg, Ni, Pb, Zn. Las AgNPs como sensores fueron especial-
mente sensibles a la presencia de Cu y Hg en relacion con el resto de metales y b) decoloracion
de los colorantes azul indigo y verde bromocresol, como coadyuvante a tratamientos reductores
y oxidantes, con NaBH, y K,S,0, respectivamente, a distintos pHs y tras varios tiempos de incu-
bacion. La decoloracion del azul indigo se obtuvo unicamente en agua por procesos de oxidacion
con K,S,0, a partir de las 24 horas, mientras que el verde bromocresol se decoloré tanto en agua
como a pH acido. Todos los procesos de reduccion con NaBH, produjeron decoloracion, que fue
inmediata unicamente contra el verde bromocresol en agua y en tampones alcalinos. Los proce-
sos de decoloracién fueron dependientes de la concentracion de las AgNPs, observandose en
general una mayor eficacia con las AgNPs producidas a partir de cultivos de Parachlorella sp.
que con las generadas con los de Tetratostichococcus sp., llegando en algunos casos a ser mas
eficientes que el AgNO,.

Referencias:

Pernas-Pleite, C.; Conejo-Martinez, A.M.; Fernandez Freire, P.; Hazen, M.J.; Marin, |.; Abad, J.P. Mi-
croalga Broths Synthesize Antibacterial and Non-Cytotoxic Silver Nanoparticles Showing Synergy with
Antibiotics and Bacterial ROS Induction and Can Be Reused for Successive AgNP Batches. Int. J. Mol.
Sci. 2023, 24, 16183.

https://doi.org/10.3390/ijms242216183

Financiacién:

Agencia Estatal de Investigacién del Ministerio de Ciencia e Investigacion. PID2022-136607NB-100

929



b

LIBRO DE RESUMENES CMIBM’24 i B

ESTUDIO DE LOS COMPUESTOS CON ACTIVIDAD ANTIFUNGICA
PRODUCIDOS POR LA CEPA STREPTOMYCES RS231 Y SU APLI-
CACION EN EL CAMPO DE LA AGROBIOTECNOLOGIA

Moran Cacho, Ramiro*; Diaz Martinez, Margarita; Santamaria Sanchez, Ramoén |.

Instituto de Biologia Funcional y Gendmica (IBFG) / Departamento de Microbiologia y Genética,
Consejo Superior de Investigaciones Cientificas (CSIC) / Universidad de Salamanca (USAL),
Salamanca, Espafia

*ramiromorancacho@usal.es

Las bacterias pertenecientes al género Streptomyces presentan genomas de gran tamafo que
les confiere la capacidad de generar una amplia variedad de metabolitos secundarios con ac-
tividades antibiética, antifungica o antitumoral, por nombrar algunas’. Estas moléculas llevan
anos siendo objeto de interés por areas como la medicina, la farmacologia o la agricultura?, que
buscan en ellos nuevas herramientas con las que solucionar problemas y dificultades actuales y
futuros.

En este trabajo se ha llevado a cabo una evaluacion de la capacidad de la cepa Streptomyces
RS231 para producir metabolitos antifungicos que puedan usarse para combatir enfermedades
fungicas en cultivos de interés agroindustrial. Para ello, y como primera aproximacion, se han
realizado enfrentamientos en placa entre el actinomiceto y una coleccién de hongos causantes
de distintas enfermedades en diversos hospedadores vegetales para evaluar si la presencia de
la cepa de estudio inhibe el crecimiento de los hongos.

Paralelamente se han realizado una serie de experimentos con el extracto metandlico obtenido
a partir de cultivos de la cepa de estudio para comprobar la presencia de los compuestos que
puedan ser responsables de la actividad antifungica observada, de cara a, por un lado, llevar a
cabo en el futuro su aislamiento y caracterizacién y por el otro tratar de deducir el mecanismo de
accién causante de la inhibicion observada.

La cepa Streptomyces RS231 es capaz de inhibir el crecimiento de practicamente la totalidad de
los hongos fitopatdgenos a los que se ha enfrentado. De la misma manera, el extracto metandlico
obtenido de dicha cepa presenta un efecto inhibitorio sobre el crecimiento de levaduras y otros
hongos que es dependiente de la dosis de extracto empleada.

Los resultados obtenidos demuestran que la cepa Streptomyces RS231 tiene un gran potencial
como estrategia de control de enfermedades fungicas aplicadas en el ambito de la agrobiotec-
nologia.
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El lactosuero es un subproducto de la industria lactea generado en la produccién de queso (de
media 9 L/kg de queso). Debido a su alta carga organica y a su alto contenido en fosforo y nitro-
geno no puede verterse al medio sin tratamiento. Esto supone un problema tanto ambiental como
econdmico para los productores de queso y otros productos lacteos. Existen diversas formas
de tratar el lactosuero para valorizarlo, entre las que se incluyen la produccion de ingredientes
alimentarios, la obtencion de biogas, la produccion de fertilizantes, la obtencion de sales y la pro-
duccion de bioproductos mediante fermentacion. Entre estos bioproductos tenemos los denomi-
nados building blocks, donde se encuentra el acido succinico (AS), el cual presenta importantes
oportunidades de mercado.

El objetivo de este trabajo es el desarrollo, optimizacién y validacion experimental de un modelo
de biorrefineria para la produccion de bio-AS a partir de lactosuero, mediante el uso de una cepa
bacteriana capaz de convertir eficientemente la lactosa en bio-AS.

Varios estudios han analizado la produccién de bio-AS utilizando Actinobacillus succinogenes,
principalmente por su potencial de utilizar distintas fuentes de residuos debido a su capacidad
para fermentar diferentes moléculas de azucares, incluyendo lactosa. Recientemente se han
empezado a desarrollar herramientas para producir nuevas cepas de A. succinogenes con un
metabolismo mejorado a la produccion de AS. Con estos antecedentes, la innovacion tecnolégi-
ca propuesta en este trabajo se fundamenta en la generacion de distintas cepas mutantes a partir
de una cepa silvestre de A. succinogenes; capaz de consumir lactosa y transformarla en AS,
valorando asi el desarrollo de un modelo de biorrefineria para la produccién de bio-AS basada
en la valorizacién del lactosuero.

Referencias/Financiacion:
Escanciano, |.A.; et al. Fermentation, 2022. doi: 10.3390/fermentation8080368
Nghiem, N. P., et al. Fermentation, 2017. doi: 10.3390/fermentation3020026

Este trabajo se realiza dentro del proyecto BIOSUCC, al amparo de las ayudas del INFO destinadas a la realizacion
de actividades de 1+D de caracter no econdmico, cofinanciadas por FEDER (exp: 2023.08.CT01.000031).
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ab Equally contributing authors
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Within the concept of chasing for renewable sources for the production of biofuel and other in-
dustrial, high value-added chemicals, the use of anthropogenic waste as feedstock represents a
solution to the problem of sustainable production and reduces the environmental and economic
impact of waste disposal. Hydrothermal liquefaction (HTL) is an emerging physico-chemical pro-
cedure which involves the conversion, at high temperatures and pressures, of waste material into
a bio-oil phase which may be further processed to be used as biofuel. Several by-products are
obtained in this process: a gas fraction, mainly CO,, a solid fraction or biochar and an aqueous
fraction, which is often too toxic to be released to the environment. The main objective of this work
is to valorise the hydrothermal liquefaction wastewater (HTWW) generated as by-product of HTL
carried out on different raw materials, such as Arthrospira platensis biomass, cellulose, lignin,
oils and conventional plastics. Characterization studies were carried out on the different HTWWs,
which were subjected to enzymatic treatments with oxidoreductases. The enzymes decreased
the toxicity of HTWW, allowing the growth of microorganisms such as Escherichia coli, Pseudo-
monas putida and Yarrowia lypolitica in media containing up to 55% HTWW, therefore setting up
the basis for the conversion of wastewater into valuable products such as polyhydroxyalkanoates
(PHA), lipids or other compounds of industrial interest.

Funding:
TED2021-129747B-C22/AEI/10.13039/501100011033/Union EuropeaNextGenerationEU/PRTR
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EXPLORING THE ANTIMICROBIAL POTENTIAL OF SELENIUM NA-
NOPARTICLES SYNTHESIZED BY VARIOUS SUBCELLULAR FRAC-
TIONS OF STENOTROPHOMONAS BENTONITICA BII-R7: A MULTI-
DISCIPLINARY APPROACH

Pérez Muelas, Eduardo™; Lazuen Lopez, Guillermo'; Van Lithaut, Aurélien?; Ruiz Fresneda,
Miguel Angel' and Larbi Merroun, Mohamed'

"Department of Microbiology, University of Granada, Granada, Spain; 2Fcole d’Ingénieurs,
Department of Biochemistry, Haute Ecole Louvain en Hainaut (HELHa), Mons, Belgium

*Edupermue@ugr.es

Antimicrobial resistance poses a significant global issue resulting in more than two million deaths
annually. This underscores the immediate necessity for innovative approaches to alleviate bacte-
rial-related diseases. One novel potential avenue for exploration is the utilization of metallic nano-
particles (NPs), which could present a solution to combating antibiotic resistance. Conventional
techniques for synthesizing NPs using physical and chemical methods are expensive, involving
elevated temperatures or harsh chemicals, and produce hazardous waste. In this context, our
research group has identified the Stenotrophomonas bentonitica BII-R7 strain, which exhibits
tolerance to high concentrations of Se(IV) and Se(VI) by reducing them to Se(0) and forming
selenium nanoparticles (SeNPs) with potential antimicrobial properties'. The aim of this study
was to characterize the selenium nanoparticles (SeNPs) synthetized by various cellular extracts
(including cytoplasm, total membrane, inner membrane, outer membrane, etc.) isolated from S.
bentonitica BII-R7 using a wide range of interdisciplinary techniques to assess their potential an-
timicrobial properties as well as the underlying cytotoxic mechanisms. For this purpose, different
cellular fractions were isolated and exposed to 2mM Se(1V) following the procedures detailed in
Sandrini et al., (2014)2. High-Angle Annular Dark-Field Scanning Transmission Electron Micros-
copy (HAADF-STEM), Selected Area Electron Diffraction (SAED) and ICP-MS analyses indicated
that cytoplasm and total membrane cellular fractions were capable of reducing up to 99.3% of the
initially added Se(1V) to amorphous spherical Se(0) nanoparticles within 168 hours of incubation.
Furthermore, flow cytometry studies performed on Escherichia coli and Staphylococcus aureus
exposed to 1 uM of cytoplasmically synthesized SeNPs showed a detrimental effect on Staphylo-
coccus aureus viability. In conclusion, our studies demonstrate the ability of cellular phases to
independently produce SeNPs and their potential antimicrobial activity against clinically relevant
pathogenic bacteria.

Referencias:
1. Ruiz-Fresneda et al. (2023) ACS applied materials & interfaces, 15(25).
2. Sandrini et al. (2014) Bio-protocol, 4(21)
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UTILIZACION DEL HUESO COMO BIOADSORBENTE BACTERIANO

Pozo-Gualda, Tamara'; Guerrero Jiménez, José Manuel'; Rodriguez Navarro, Alejandro B.?;
Jiménez-Lépez, Concepcién’

"Departamento de Microbiologia, Universidad de Granada, Granada, Espana; 2Departamento de
Mineralogia y Petrologia, Universidad de Granada, Granada, Esparia

*tamapg25@ugr.es

La contaminacién del agua es un problema comun que suele provocar enfermedades gastroin-
testinales a corto plazo. Una estrategia eficaz para abordar este problema consiste en formular
meétodos que utilicen materiales ecoldgicos caracterizados por una elevada capacidad de reten-
cion bacteriana. El hueso de pollo, un subproducto de la industria alimentaria, consiste principal-
mente en una fase inorganica (apatita nanocristalina de carbonato calcico) que mineraliza una
matriz organica (principalmente colageno de tipo 1)'. Al aumentar la temperatura sometiendo a
los huesos a tratamientos térmicos, las caracteristicas minerales y organicas cambian debido a
la deshidratacion, la eliminacion de componentes organicos y la recristalizacién del mineral. Esto
da lugar a un material con mayor reactividad superficial y microporosidad. Por ello que se plantea
el reciclado de residuos 6seos para facilitar la adsorcion bacteriana en muestras acuosas. Los
resultados de nuestra investigacion demuestran que los huesos calcinados a 400°C y puestos
en contacto con un cultivo bacteriano presentan una capacidad de adsorcion significativa, lo que
aporta pruebas del concepto de tecnologia ecoldgica y sostenible que implica el reciclaje de re-
siduos 6seos para la adsorcion de muestras acuosas?.

Financiacion:

Apoyo financiero a esta investigacion por el Ministerio de Economia y Competitividad (PID2019- 109294RB-100,
EC2019-005930-P, PDC2021-121135. 100), Instituto de Salud Carlos Il (P120- 01658), FEDER/Junta de Andalucia
(P20_00346, P20_00208) y Consejeria de Conocimiento, Investigacion y Universidad, Junta de Andalucia, Espafia
(A-FQM492-UGR20, B-Bl10432-UGR20, B-CTS216-UGR20). Gracias también a grant TED2021- 31855BI00 fun-
dado por MCIN/AEI/10.13039/501100011033.

Referencias:

[11A. Peigneux et al., Ecotoxicology and Environmental Safety 192 (2020) 110307.
[2] N. Dominguez-Gasca et al., Eur. J. Mineral 31.2 (2019) 209-216.
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INTERACCIONES EN EL CONSORCIO MICROBIANO FORMADO
POR EL HONGO OPHIOSTOMA PICEAE Y LA BACTERIA PSEUDO-
MONAS PUTIDA

Pozo-Rodriguez, Ana™; Wick, Lukas Y.2; Martinez, Maria Jesus'; Barriuso, Jorge'

"Centro de Investigaciones Bioldgicas Margarita Salas, CSIC, Madrid, Espafa; ?Helmholtz Cen-
tre for Environmental Research (UFZ), Leipzig, Alemania

*ana.pozo@cib.csic.es

El estudio de consorcios hongo-bacteria ha despertado gran interés para su aplicacién en la va-
lorizacién de residuos agro-industriales. Recientemente se ha demostrado que en el consorcio
formado por el ascomiceto Talaromyces amestolkiae y la bacteria Lactiplantibacillus plantarum,
el hongo hidroliza los polisacaridos de la biomasa vegetal y la bacteria utiliza los monémeros li-
berados para sintetizar acido lactico'. En otras interacciones hongo-bacteria, se ha descrito como
las bacterias pueden usar las hifas de los hongos como “autopistas fungicas” para desplazarse
hacia zonas del suelo con una alta concentracién de contaminantes?. Sin embargo, estas inte-
racciones no ocurren siempre, por lo que resulta muy interesante estudiar los mecanismos que
puedan favorecer dichos procesos.

En este trabajo se han utilizado el ascomiceto dimoérfico Ophiostoma piceae, capaz de producir
hidrolasas con interés biotecnoldgico, y la bacteria versatil Pseudomonas putida KT2440, que
sintetiza polihidroxialcanoatos®. Resultados preliminares muestran como O. piceae secreta una
sustancia que hace que su micelio sea mas hidrofilico, facilitando asi su interaccién con P. putida.
Experimentos de microscopia en microcosmos sugieren que la interaccion entre O. piceae y P.
putida no se da por una autopista fungica, ya que la bacteria se adhiere a las hifas, sino que se
forma un biofilm que permite el transporte de la bacteria a medida que el hongo crece. Este es-
tudio propone nuevos mecanismos de interaccion en los consorcios microbianos y servira para
optimizar el establecimiento de los mismos.

Referencias:

1. de Eugenio et al. (2023). J. Fungi. 9(3), 342.

2. Kohimeier et al. (2005). Environ. Sci. Technol. 39(12)

3. Ruiz et al. (2021). Environ. Microbiol. 23(5)

Financiacion:

Proyecto PID2020-114210RB-100 (MCIN/AEI). Contrato FPU19/04192.
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GLUCONACETOBACTER DIAZOTROPHICUS Y SU POTENCIAL DE
PROMOCION DE CRECIMIENTO EN TOMATE
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"Universidad Catoélica de Manizales, Manizales, Colombia; ?Universidad de Caldas, Manizales,
Colombia
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La busqueda de alternativas para una agricultura sostenible motiva la investigacion y desarrollo
de productos a partir de microorganismos. El objetivo fue recuperar la bacteria Gluconacetobac-
ter diazotrophicus, para identificar aislamientos potenciales en el desarrollo de biofertilizantes. Se
realizé: aislamiento, identificacion y seleccion de G. diazotrophicus a partir de cafa; caracteriza-
cion por produccidon de compuestos inddlicos, actividad nitrogenasa y solubilizacion de fosfatos;
conservacion; produccion de un preparado liquido de la bacteria y comprobacion de la promocion
de crecimiento en tomate. Se obtuvieron dos aislamientos de G. diazotrophicus provenientes de
raiz (GIBI1025) y tallo de cafa (GIBI029), con diferencias estadisticas significativas en la actividad
nitrogenasa y la solubilizacion de fosfato tricalcico en contraste con la cepa patron (PAL5). Una
vez obtenido el preparado mediante fermentacion sumergida, se aplicé en semillero de tomate
donde la mejor interaccidn dosis_aplicacion de fosforo, fue de 2,5 mL/L, con peso seco de 0,123
g/plantula versus el control con fosforo (0,065 g/plantula). En invernadero la interaccion de los
factores evidenci6 valores superiores a los alcanzados individualmente: 106 t/ha con aislamiento
nativo con y sin fertilizacidn, con diferencias estadisticas significativas con el testigo (46,8 t/ha)
con aplicacién de fosforo. Se obtuvieron dos aislamientos nativos de G. diazotrophicus, con po-
tencial para el desarrollo de un biofertilizante.

Financiacion:
El presente trabajo ha sido financiado por Universidad Catélica de Manizales; Universidad de Caldas; Ministerio de
Ciencia, Tecnologia e Innovacién de Colombia.
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APLICACION DE LA BIOLOGIA SINTETICA PARA LA DEGRADA-
CION DE TEREFTALATO DE POLIETILENO (PET)
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El tereftalato de polietileno (PET) se encuentra entre los plasticos de origen petroquimico mas
utilizados a nivel mundial, aunque su elevada produccion y su rapida eliminacion tras su uso han
propiciado su acumulacién masiva como residuos en el medioambiente. Debido a su resistencia
intrinseca a la degradacion, la gestion de los residuos de PET es muy problematica. Hasta ahora
s6lo se han identificado unas pocas bacterias y hongos que puedan degradar parcialmente el
PET en oligobmeros o monomeros. En ese sentido, el modelo bacteriano de utilizacion de PET,
Piscinibacter sakaiensis (anteriormente /deonella sakaiensis), puede despolimerizar el PET a sus
componentes basicos (etilenglicol y tereftalato) usandolos como fuentes de carbono y energia. El
sistema de mineralizacion utilizado por P. sakaiensis se inicia con la utilizacion de dos enzimas:
una PET hidrolasa y una MHETasa. En este sentido, la expresion de sus genes en los chasis
biotecnolégicos adecuados podria posibilitar el tratamiento, la eliminacién y/o la revalorizacidon
en un sistema de economia circular de estos residuos plasticos.

En este sentido, se han sintetizado versiones de los genes de P. sakaiensis con una utilizacion
de codones optimizada para su expresion en Pseudomonas putida U, Rhodococcus sp. HE24-12
(un aislado medioambiental que presenta pluriextremotolerancias) y R. jostiiRHA1. Las versiones
adaptadas para cada uno de esos chasis han sido clonadas en plasmidos replicativos en cada
uno de ellos y, actualmente, se esta llevando a cabo el disefio de promotores constitutivos para
la expresion de dichos genes y de péptidos de secrecion eficientes en cada cepa. Los resultados
obtenidos hasta la fecha en cuanto a la utilizaciéon de BHET, tereftalato y etilenglicol en cada una
de las cepas bacterianas estudiadas ha demostrado diferencias metabdlicas y caracteristicas
distintivas, lo que indica una aplicacion industrial altamente efectiva en varios enfoques tedricos.

Financiacioén:
Ayuda TED2021-132593B-100 del proyecto ABERPLAS (Biotechnological alternatives for the elimination of petroche-

mical plastic waste. Transition to a sustainable ecological system) financiado por MCIN/AEI/ 10.13039/501100011033
y por la “Unién Europea NextGenerationEU/PRTR”.
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EFECTO DE DISTINTAS ESPECIES DE STREPTOMYCES SOBRE LA
DIFERENCIACION Y PRODUCCION DE DK-XANTENOS DE MYXO-
COCCUS XANTHUS
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El cocultivo de microorganismos es una estrategia usada para estudiar las interacciones micro-
bianas en el laboratorio. Este enfoque facilita la identificacion de nuevas sefales y moléculas
producidas por una especie que afectan el comportamiento de otras especies.

En este trabajo hemos estudiado los efectos de la interaccidén de nueve especies de Streptomy-
ces (S. albidoflavus, S. ambofaciens, S. argillaceus, S. griseus, S. lividans, S. olivaceus, S. par-
vulus, S. peucetius, y S. rochei) con la bacteria depredadora Myxococcus xanthus. Cinco de las
cepas de Streptomyces ensayadas (S. albidoflavus, S. griseus, S. lividans, S. olivaceusy S. argi-
llaceus) inducen la formacion de agrupamientos de M. xanthus en medios complejos (Casitone,
Extracto de levadura (CYE) y Casitone Tris (CTT), medios en los que M. xanthus no forma estos
agregados en condiciones de cultivo normales.

Un estudio en profundidad sobre las interacciones entre S. griseus y M. xanthus (la cepa de
Streptomyces que produce el efecto mas fuerte) ha permitido identificar dos sideréforos produci-
dos por S. griseus, demetilennocardamina y nocardamina, responsables de este efecto de agru-
pamiento sobre M. xanthus. Experimentos utilizando nocardamina comercial pura y diferentes
concentraciones de FeSO* muestran que el agotamiento del hierro es responsable del compor-
tamiento de M. xanthus. Ademas, se observo que moléculas, menores de 3 kDa, producidas por
S. peucetius pueden inducir la produccion de DK-xantenos por M. xanthus, pero su identificacion
no ha sido posible hasta la fecha'.

Referencias/Financiacion:
1. Santamaria et al., Int. J. Mol. Sci. 2023, 24, 15659.
Financiacion: PID2022-1409620B-100 (Ministerio de Ciencia y Universidades)
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SELECCION DE CEPAS DEL GENERO BACILLUS COMO DEGRA-
DADORAS DE BIOPLASTICOS DE USO AGRICOLA
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El uso extendido del film de mulch en la técnica agricola del mantillo presenta grandes ventajas
para el control de las malas hierbas y los fitopatdgenos, asi como en la conservacion de la hume-
dad del suelo. Sin embargo, esto mismo conlleva un alto impacto ambiental debido a la dificultad
y al coste de retirar y reciclar estos materiales al final de cada temporada de cultivo debido a la
presencia de restos vegetales y de suelo. Lo que, en muchas ocasiones, hace que no se recojan
adecuadamente generandose una preocupante concentracion de microplasticos secundarios en
el suelo cuando el mulch no es facilmente degradado. Por tanto, la demanda de plasticos de
mulch biodegradables esta en aumento, ya que ofrecen los mismos beneficios al cultivo sin el
impacto ambiental asociado a los plasticos convencionales. Por ello, la adopcidn en la practica
agricola de bioplasticos altamente biodegradables, o incluso auto-biodegradables, representa
una solucion prometedora frente a los desafios ambientales que suponen los plasticos conven-
cionales, la cual se alinea con los Objetivos de Desarrollo Sostenible de la ONU.

En este contexto, el proyecto BioPAC (Ref. TED2021-131864B-C21) se enfoca en evaluar la
actividad amilolitica de diversas especies del género Bacillus sp. que puedan ser utilizados en
la degradacion de termoplasticos de almidén con propiedades similares a los films de mulch
tradicionalmente utilizados. Esta investigacion busca desarrollar una alternativa sostenible que
combine la eficacia agricola de los mulches plasticos con una mayor compatibilidad ambiental,
abriendo camino hacia practicas agricolas mas sostenibles que contribuyan a la mitigacién del
cambio climatico y a una transicion hacia la economia circular.

Financiacién:

Este trabajo se ha desarrollado dentro del Proyecto BioPAC (Development of bioactive and lifespan-controlled bio-
plastics) (n° ref. TED2021-131864B-C21) financiado por MCIN (Ministerio de Ciencia e Innovacién) / AEI (Agencia
Estatal de Investigacion) / 10.13039/501100011033 (Digital Object Identifier) por la Unién Europea NextGeneratio-
nEU / PRTR (Plan de Recuperacién, Transformacion y Resiliencia).
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OXIDASAS MULTICOBRE CON ACTIVIDAD LACASA-FERROXIDA-
SA:CLASIFICACION Y ESTUDIO DE LOS DETERMINANTES DE LA
ACTIVIDAD FERROXIDASA EN UN MIEMBRO DE HETEROBASI-
DION ANNOSUM S. L.
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Las oxidasas multicobre (MCQO) comparten una arquitectura molecular comun y el uso de iones
de cobre como cofactores para reducir O, a H,O, pero muestran una alta heterogeneidad de se-
cuencias y diversidad funcional. Muchos genes de MCOs son incorrectamente anotados como la-
casas, el grupo mas grande de MCOs y con el rango mas amplio de aplicaciones biotecnolégicas.
El reciente analisis filogenético de 52 genomas fungicos, pertenecientes a la clase Agaricomyce-
tes, nos ha permitido establecer una nueva clasificacion de MCOs, que se agrupan en diferentes
clusters y que comparten ciertos motivos conservados en su secuencia y estructura teérica’. Uno
de estos grupos son las Laccasa-Ferroxidasas (LAC-FOXs), con caracteristicas duales entre la-
casas Y ferroxidasas. Nuestro objetivo es definir mejor este grupo y los determinantes estructura-
les subyacentes a su actividad hibrida. En este trabajo realizamos un analisis filogenético de las
LAC-FOXs de hongos basidiomicetos, que resulté en dos subgrupos. Esta divisidn parecio estar
correlacionada con la presencia o ausencia de algunos de los tres residuos acidos responsables
de oxidacion del hierro en las ferroxidasas canonicas (Fet3p de Saccharomyces cerevisiae). Una
la LAC-FOXs del hongo Heterobasidion annosum s. I. (HaLF) (proveniente del subgrupo menos
estudiado) fue sintetizada, expresada heter6logamente y caracterizada para evaluar su actividad
catalitica®. HaLF oxidé sustratos tipicos de lacasas (fenoles, aril aminas y N-heterociclos), pero
no Fe (Il). La enzima fue sometida a mutagénesis dirigida para determinar los residuos clave que
confieren actividad ferroxidasa. La variante mutada de HalLF, con la presencia de los tres resi-
duos acidos, exhibio actividad ferroxidasa eficiente, al mismo tiempo que mantuvo parcialmente
la actividad oxidativa asociada a las lacasas sensu stricto.

Referencia:

[1] Ruiz-Duenas et al. Molecular Biology and Evolution, 2021, 38 (4): 1428—1446,20

[2] Aza et al. Computational and Structural Biotechnology Journal, 2023, 21:1041-1053
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110

CMIBM’24 - MADRID
10 - 12 Junio 20

P46

CARACTERIZACION DE UNA NUEVA DESACETILASA DE QUITINA
PARA LA PRODUCCION DE BIOMOLECULAS DESACETILADAS
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La quitina es un polisacarido lineal compuesto por unidades de N-acetil-D-glucosamina (NAG),
unidas mediante enlaces glicosidicos ($-(1-4). Es el polimero mas abundante después de la ce-
lulosa y se encuentra principalmente en los exoesqueletos de crustaceos y en las paredes celu-
lares de hongos. El derivado desacetilado de la quitina se denomina quitosano y se caracteriza
por un grado de desacetilacion (DD) superior al 50%), biocompatibilidad y mayor solubilidad que
la quitina, lo que permite su aplicacién en biomedicina, agricultura y en la industria alimentaria.
Los quitooligosacaridos (COS) son los productos de hidrdlisis de la quitina y el quitosano y han
reportado actividades antiinflamatorias, antioxidantes, prebioticas y antimicrobianas’. Las propie-
dades bioactivas del quitosano y de los COS estan determinadas por su grado de polimerizacion
(DP), peso molecular, DD y patrén de acetilacion (AP)2.

En este trabajo, se ha llevado a cabo el clonaje y expresion heteréloga en Pichia pastoris de un
gen que codifica una potencial desacetilasa de quitina (ChD). Como resultado, se ha obtenido una
proteina de 33 kDa (ChDA) con actividad desacetilasa. Utilizando tri-N-acetyl-chitotriose (NAG3)
como sustrato, la enzima presenté una actividad maxima a 40-50 °C, y pH 6,5-7,5. Debido a que
las ChDs son metaloenzimas, se prob¢ la actividad de ChDA en presencia de diferentes metales,
siendo el cobalto el que mas aumentaba su actividad. Mediante la cuantificacion del acido acéti-
co liberado, la enzima mostro actividad con COS DP = 2, quitina coloidal y xilano acetilado, mien-
tras que no se detectd actividad con peptidoglicano y acido hialurénico. La enzima presenté su
maxima actividad (0,17 umol de acido acético liberado) con hexa-N-acetyl-chitohexaose (2 mM)
tras una hora de reaccion. El estudio y caracterizacion de nuevas ChDs permitira conocer mejor
el modo de accidn de estas enzimas y su utilizacion para la produccion de derivados quitinoliticos
con aplicaciones biotecnologicas.
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Los biofilms consisten en estructuras adheridas a una superficie viva o inerte, integradas por mi-
croorganismos que normalmente producen una matriz extracelular polimérica y que pueden co-
municarse entre ellos. La formacion del biofilm es un proceso que suscita mucho interés debido,
sobre todo, a la resistencia que confiere a las células que lo integran frente a diversos estreses
(temperatura, pH, antibi6ticos). Sin embargo, la formacion de biofilms entre distintos microorga-
nismos (biofilm mixtos) con potencial biotecnoldgico no ha sido tan estudiada.

En este trabajo se ha probado la capacidad de formacion de biofilms en medio rico y presencia
de oxigeno de distintas especies de hongos y bacterias con interés biotecnoldgico. Se han cuan-
tificado los biofilms formados por estos microorganismos sobre superficies plasticas, tanto de
manera individual como en consorcios, usando el método de tincidn con cristal violeta y apoyan-
dose en imagenes obtenidas por microscopia electronica de barrido (SEM). Los microorganis-
mos utilizados han sido previamente descritos como degradadores de biomasa lignoceluldsica
(Ophiostoma piceae, Talaromyces amestolkiae) o como productores de compuestos con interés
industrial (Yarrowia lipolytica, Saccharomyces cerevisiae, Pseudomonas putida o Escherichia
coli). lgualmente se ha testado un microorganismo electrogénico, con capacidad de donar elec-
trones a un electrodo (Shewanella oneidensis).

En algunos consorcios, especialmente en los formados por hongo filamentoso y bacteria, se
ha observado que las interacciones entre ambos microorganismos potencian la formacion de
biofilm. Estos biofilms mixtos presentan un gran potencial en fermentaciones disefiadas para
realizar en un solo paso distintos procesos, como biorremediacion y/o de moléculas con interés
biotecnolégico, contribuyendo a fomentar la economia circular.

Financiacion:
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EFFECTS OF INSOLUBLE SOLIDS AND LIGNOCELLULOSE-DERI-
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Kluyveromyces marxianus is a non-conventional yeast with promising applications in lignocellu-
losic-based bio-refineries for the production of biofuels and added-value products. This microor-
ganism can grow and ferment at temperatures between 40-45 °C, being capable of assimilating
a wide range of carbon sources. In contrast, fermentation of lignocellulosic-derived media is very
challenging and the increase of K. marxianus’ cell robustness to both soluble and insoluble inhi-
bitors is required to make this yeast a potential candidate for the biotechnology industry. In this
work, the tolerance of K. marxianus CECT 10875 against a synthetic mix of lignocellulosic-deri-
ved inhibitors (0-100% v/v), insoluble solids (0-60% w/w) and different temperatures (30 °C, 36
°C, and 42 °C) was studied. A Box-Behnken experimental design was employed to determine
the influence of these stressors on yeast cells. The presence of 60% w/w of insoluble solids and
100% vl/v of the inhibitors mix severely affects fermentation performance. 80% of the initial glu-
cose concentration remained in the medium after 48 hours, while ethanol and cell concentration
decreased from 20.3 to 3.0 g/L and 4.9 to 0.5 g/L, respectively, in comparison with the absence
of inhibitors condition. At the same inhibitory concentration, the increase in temperature from 30
°C to 42 °C reduced biomass concentration by 20%. Glucose consumption and ethanol final con-
centration are not altered when temperature increases, indicating the thermotolerance potential
of this mutant. The combination of both stressors additionally increases intracellular stress, with a
6-fold increment in ROS level when 50% v/v of inhibitors mix and 30% w/w of insoluble solids are
present concerning the control condition. These results confirm the synergic effect of insoluble
solids and lignocellulosic-derived inhibitors and set the basis to further study the cell response at
the molecular level and elucidate the mechanisms involved in cell tolerance, which can be then
targeted in the future to genetically engineer K. marxianus.
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El acido 2,5-furandicarboxilico (FDCA) constituye un precursor interesante para la industria de
plasticos biobasados como sustituto del acido tereftalico de origen fésil gracias a su capacidad
para generar polimeros al condensarse con polioles. El FDCA se produce principalmente me-
diante tres pasos de oxidacion a partir del 5-hidroximetilfurfural (HMF), un compuesto renovable
que proviene de las hexosas de la biomasa vegetal. Generalmente, en la industria, la conver-
sion de HMF en FDCA se produce mediante procedimientos termoquimicos que requieren altas
temperaturas y catalizadores nocivos. Sin embargo, existe una familia de enzimas, llamadas
hidroximetilfurfural oxidasas (HMFQO), que catalizan las reacciones oxidativas de transformacion
del HMF en FDCA en condiciones suaves. Estos biocatalizadores aun no han sido implemen-
tados debido a que presentan varias limitaciones. Por un lado, su baja actividad sobre el ultimo
intermediario de la reaccion, el acido 5-formilfurancarboxilico (FFCA), ralentiza la conversion glo-
bal del proceso. Por otro, apenas existen unas pocas HMFO disponibles, ya que hasta la fecha
solo se han descrito cuatro enzimas salvajes y algunas variantes modificadas. Estos problemas
se estan tratando de solucionar mediante el descubrimiento y analisis de nuevas enzimas de
tipo HMFO bacterianas con las que superar la limitacion impuesta por la oxidacion del FFCA a
FDCA. Para ello, se han empleado distintas técnicas de bioprospeccion computacional que han
permitido identificar una gran variedad de enzimas. Tras expresion heterdloga y caracterizacion
de sus propiedades cataliticas se han obtenido HMFOs con actividad mejorada sobre el FFCA,
alcanzandose un aumento de mas de diez veces en la produccion de FDCA a partir de FFCA
comparado con las HMFO salvajes disponibles. Asi, no solo se ha ampliado considerablemente
el repertorio de enzimas de tipo HMFO, sino que también se ha mejorado el proceso enzimatico
en términos de productividad y rendimiento. Ademas, las nuevas enzimas constituyen puntos de
partida de interés para la mejora posterior de sus propiedades operacionales mediante el empleo
de técnicas de ingenieria de proteinas.
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BIOPRODUCCION DE SBR PARA LA INDUSTRIA DEL CALZADO
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En la busqueda de alternativas sostenibles para la produccion industrial, el caucho de estire-
no-butadieno (SBR) biobasado emerge como una opcion prometedora. Este estudio explora la
viabilidad de producir SBR utilizando acido succinico derivado de biomasa lignocelulésica, es-
pecificamente de residuos de la industria de zumos de frutas, mediante el co-cultivo con Actino-
bacillus succinogenes y Saccharomyces cerevisiae, optimizados mediante ingenieria genética.
La metodologia propuesta incluye un pretratamiento de la biomasa lignoceluldsica en el proceso
de upstream para liberar azucares fermentables, utilizando métodos como la hidrélisis acida o
enzimatica; la fermentacidn de estos residuos para obtener succinato, que luego se convierte en
butadieno y se polimeriza con estireno obtenido del bioetanol producido como subproducto. La
fermentacion mediante co-cultivo microbiano y sacarificacion simultaneos (SSCF) se realiza en
biorreactores anaerdbicos, controlando las condiciones para maximizar la produccion de acido
succinico, que posteriormente se somete a varias etapas de purificacion, incluyendo la filtracion
para remover biomasa, la precipitacién para separar el succinato, y la cristalizacion para obtener
succinato puro. Posteriormente, el succinato se convierte en butadieno a través de un proceso
quimico que implica deshidrogenacion y catélisis, y se lleva a cabo la polimerizacién con estireno
para formar el SBR en presencia de un iniciador de radicales libres, que induce la apertura de los
dobles enlaces en los monémeros y permite su union para formar cadenas poliméricas largas.
La proporcién de estireno y butadieno puede variar para ajustar las propiedades del material
final, como su elasticidad y resistencia al desgaste. Finalmente, se procesa y moldea segun las
especificaciones requeridas, en este caso suelas de zapatos. El proceso biotecnoldgico descrito
es innovador por el uso de residuos organicos y promete ser una solucion eco-amigable con un
menor impacto ambiental, aprovechando la economia circular y la valorizacidon de residuos orga-
nicos para la produccion sostenible de materiales industriales.
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TO) MEDIANTE INGENIERIA METABOLICA EN AZOHYDROMONAS
LATA DSM 1123

Chacén Guisado, Paula*; Sanz Garcia, Eugenio; Ibero Caballero, Juan; Prieto, Maria Auxiliadora;
Garcia, José Luis; Galan, Beatriz

Centro de Investigaciones Biolégicas Margarita Salas, CSIC, Madrid, Esparia

*paula.chacon@cib.csic.es

Los polihidroxialcanoatos (PHA) son polimeros sintetizados por un gran numero de microorga-
nismos en condiciones de desequilibrio nutricional. Dependiendo de su composicidn monomeri-
ca existen muchos tipos de PHAs que dan lugar a una gran variedad de materiales con propie-
dades diversas. Uno de los PHAs mejor estudiados es el poli-B-hidroxibutirato (PHB), formado
por monomeros de cadena corta de 3-hidroxibutirato. Este material es, sin embargo, dificil de
utilizar y procesar debido a sus propiedades térmicas y mecanicas. La incorporacion de otros
monomeros como el 4-hidroxibutirato (4HB) al polimero, da lugar a la produccién de copolime-
ros comercialmente mas atractivos. Asi, el poli(3-hidroxibutirato-4-hidroxibutirato) [P(3HB-4HB)]
presenta propiedades interesantes debido a su elevada flexibilidad y menor cristalinidad’. En el
presente trabajo se utiliza la cepa productora de PHA Azohydromonas lata (anteriormente Alcali-
genes latus), autétrofa facultativa, capaz de utilizar sacarosa como fuente de carbono y en la que
se ha reportado la mayor productividad de acumulacion de PHB hasta la fecha. Ademas, esta
produccién esta asociada al crecimiento y no requiere limitaciéon de nutrientes?. El primer objetivo
fue la obtencion de P(3HB-4HB) en la cepa silvestre realizando cultivos en presencia de fuentes
de carbono relacionadas como el 4-hidroxibutirato sodico. Posteriormente, se empled ingenieria
genética en A. lata para optimizar la produccion de P(3HB-4HB) a partir de azucares. El uso de
la herramienta Golden Standard MoClo® permitié establecer una ruta metabdlica que incluye los
genes implicados en la degradacion de succinato en Clostridium kluyveri. Se analizé la fraccion
molar de 4HB y 3HB obtenida con las cepas recombinantes desarrolladas. Nuestros resultados
muestran que A. /ata es un excelente candidato para abordar la produccién eficiente de P(3HB-
4HB). Asimismo, el éxito en la manipulacion genética de A. /ata facilita el camino para utilizarla
como organismo modelo con el objetivo de lograr una produccion eficiente de diferentes tipos de
PHA en el futuro.
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Hyphopichia wangnamkhiaoensis es una levadura dimoérfica, oleaginosa y amilolitica. Reciente-
mente se reportd que esta levadura excreta un compuesto fluorescente cuando se cultiva en un
biorreactor neumatico, el cual se identifico6 como riboflavina (vitamina B,). Sin embargo, hasta
la fecha no hay reportes de la caracterizacion de la produccion de esta vitamina empleando a
H. wangnamkhiaoensis, por lo que en el presente trabajo se llevd a cabo el estudio cinético del
efecto de diferentes factores nutricionales sobre el crecimiento y la biosintesis de riboflavina por
H. wangnamkhiaoensis. Con este propoésito, se evalud el efecto de diferentes fuentes de car-
bono, fuentes de nitrdgeno, aminoacidos y vitaminas. Los experimentos cinéticos se llevaron a
cabo mediante cultivos por lote en un reactor neumatico tipo columna de burbujas, a 28 £+ 1 °C
durante 48 h. Se cuantifico el crecimiento celular, consumo de la fuente de carbono y la produc-
cion de riboflavina cada 3 h. Los resultados mostraron que la produccion de riboflavina se favo-
recio cuando se utilizé glucosa (10 g/L), sulfato de amonio (4.30 g/L), glicina (15 mM) y biotina
(0.02 mg/L). Con estos compuestos quimicos se formuld y optimizé un medio de cultivo para la
produccion de riboflavina por H. wangnamkhiaoensis, en el que la maxima produccion de la vita-
mina se alcanzé a las 21-24 h de incubacion, el cual es un tiempo de cultivo significativamente
menor al reportado para la produccién de riboflavina por otros microorganismos.
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Los aceites vegetales son una excelente fuente de materias primas renovables para la produc-
cion de compuestos quimicos biobasados. Si ademas se emplean enzimas en lugar de catalisis
quimica, el proceso de produccidén se vuelve mas ecologico y, en el caso de la produccion de
epoxidos a través de reacciones de oxigenacion, mas selectivo. Las peroxigenasas inespecificas
(UPO) son oxidorreductasas fungicas capaces de producir epoxidos de acidos grasos insatura-
dos. Las UPOs presentan la ventaja de ser enzimas secretadas (y por lo tanto mas estables y
faciles de producir) que se activan con H,O,, frente a los citocromos P-450 presentes en el inte-
rior de todas las células vivas, que requieren una fuente de poder reductor para ser activadas por
O,. Aunque hay miles de secuencias codificantes de potenciales UPOs depositadas en bases
de datos, solo unas decenas han sido estudiadas tras su expresidon en el hongo productor o tras
expresion heteréloga en otros microorganismos. Recientemente se ha expresado la UPO del
ascomiceto Collariella virescens (syn. Chaetomium virescens) en Escherichia coli (rCviUPO)',
lo que ha permitido abordar su mejora mediante el empleo de técnicas de ingenieria de protei-
nas, asi como la optimizacion y escalado de las condiciones de reaccion para la produccion de
epoxidos a partir de hidrolizado de aceite de girasol. Adicionalmente, se han realizado estudios
estructura-funcién de rCviUPO y rMroUPQ?23 (la ultima proveniente del basidiomiceto Marasmius
rotula), ambas obtenidas heter6logamente en E. coli. Las estructuras cristalograficas mostraron
que las dos proteinas son diméricas y, mediante mutagénesis, se ha determinado que presentan
patrones de dimerizacién diferentes.
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La quitina es el polimero renovable mas extendido en el ambiente acuatico (el segundo en el
ecosistema terrestre después de la celulosa), formando parte de paredes celulares fungicas y
exoesqueletos de invertebrados. Estructuralmente esta organizada como microfibrillas cristali-
nas, compuestas por unidades de N-acetil-D-glucosamina unidas por enlaces [3-1-4. La insolubi-
lidad de este polimero limita su utilizacion comercial.

La valorizacion eficiente de la quitina a polimeros parcialmente desacetilados (quitosano) o a
sus productos solubles de hidrdlisis, los quitooligosacaridos (COS), puede realizarse utilizando
enzimas activas sobre quitina, abordando asi el complejo desafio de rentabilizar de forma soste-
nible los residuos quitinoliticos. La quitina y sus derivados carecen de toxicidad, y tienen un gran
numero de potenciales propiedades bioldgicas, entre otras muestran actividad anticancerigena,
antioxidante o antibacteriana’.

En este trabajo, una nueva quitinasa del hongo filamentoso Absidia sp. fue heterélogamente ex-
presada. Esta proteina, de aproximadamente 65 kDa, fue analizada estructuralmente, y consta
de un moédulo de unién a carbohidratos y el dominio catalitico que caracteriza a la familia 18 de
las glicosil hidrolasas (GH). La enzima mostré una actividad maxima en el intervalo de 47-57
°C y 4.7-5.7 unidades de pH, aumentando su actividad en casi dos veces al utilizar MnCl, en la
reaccion. La enzima produjo fundamentalmente quitobiosa a partir de materiales quitinoliticos.
Ademas, hidroliz6 COS con un grado de polimerizacién de 3-6. La caracterizacion y validacion
de nuevas enzimas que sean eficientes en el tratamiento de biomasa quitinolitica favoreceria el
procesamiento de estos polimeros recalcitrantes utilizando estrategias mucho mas respetuosas
con el medio ambiente que las ya tradicionales estrategias quimicas.
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[1]1 Hou, F., et al. Food Chemistry, 2023. doi: 10.1016/j.foodchem.2022.135336
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DESPOLIMERIZACION DE POLISACARIDOS DE ALGAS USANDO
ENZIMAS FUNGICAS PARA LA PRODUCCION DE BIOCOMBUSTI-
BLES DE 32 GENERACION

Acosta, Valentina; Méndez-Liter, Juan*; Barriuso, Jorge; Prieto, Alicia
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*imendez@cib.csic.es

Las algas son un grupo heterogéneo de organismos fotosintéticos acuaticos que incluye formas
multicelulares (macroalgas) y organismos unicelulares (microalgas). Las primeras se caracte-
rizan por contener polisacaridos poco comunes; por ejemplo, las algas pardas contienen poli-
sacaridos como laminarina, alginato o fucoidano, las algas rojas agar o carragenina, mientras
que el ulvano es el principal polisacarido en la pared celular de las algas verdes'. Las algas son
populares en la industria debido a su capacidad para fijar CO,, pero el aprovechamiento de su
fraccidn polisacaridica presenta dificultades debido a su composicidén compleja y heterogénea.
Como consecuencia, muchas compafiias acumulan residuos de algas que podrian ser utilizados
para colaborar con la economia circular?.

Por su parte, los hongos saprofitos de la madera poseen una gran variedad de enzimas capaces
de hidrolizar la biomasa lignoceluldsica, pero su uso para la degradacion de biomasa de algas
hasta ahora esta casi inexplorado.

En este estudio, se ha realizado un screening de hongos de interés biotecnolégico para producir
crudos enzimaticos capaces de degradar los polisacaridos presentes en macroalgas. Los hon-
gos se crecieron en un medio minimo con distintos inductores. Se realiz6é un seguimiento del cul-
tivo valorando sus actividades enzimaticas en las diferentes condiciones. Tras incubarlos durante
10 dias, los crudos enzimaticos se concentraron y se realizaron ensayos de degradacion frente
a diferentes polisacaridos de algas, valorandose el aumento de azucares reductores en la reac-
cion. Ademas, se detectaron los monosacaridos producidos usando cromatografia en capa fina.

Como resultados del trabajo, se ha comprobado que algunos de los hongos evaluados producen
enzimas capaces de degradar los polisacaridos de algas utilizados como sustratos, y que po-
drian ser utilizadas en procesos biotecnoldgicos de valorizacion de biomasa.
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ESCALADO, PRODUCCION Y CARACTERIZACION DE XILOOLIGO-
SACARIDOS ACIDOS MEDIANTE HIDROLISIS ENZIMATICA
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El xilano, un heteropolisacarido compuesto por subunidades de xilosa, puede estar extensa-
mente ramificado con varios monosacaridos y grupos laterales, como arabinosa, acetilo, acido
metil-glucuronico, acido glucurdnico y acido ferulico, dependiendo de su origen. La hidrolisis en-
zimatica es el método preferido para descomponer el xilano debido a su rentabilidad y respeto al
medio ambiente, aunque requiere la accién coordinada de multiples hidrolasas, incluidas las en-
doxilanasas y [B-xilosidasas. Los xilooligosacaridos (XOS), oligosacaridos solubles compuestos
por 2-10 unidades de xilosa, presentan una variedad de propiedades beneficiosas, incluidas las
propiedades antioxidantes, antitumorales, antialérgicas, antiinflamatorias, antimicrobianas y pre-
bidticas'. Los XOS acidos, conocidos como aldourénicos, contienen residuos de acido urdénico y
se producen mediante hidrdlisis del glucurono-xilano. Diversos estudios han demostrado que los
XOS acidos poseen bioactividades mas fuertes en comparacién con los XOS neutros, siendo las
ramificaciones de acido urénico cruciales para su bioactividad?.

En este estudio, se desarrollé un proceso para la produccion, escalado y caracterizacion de
XOS acidos, mediante la hidrdlisis del xilano de madera de haya con el coctel enzimatico Depol
670L. Se emplearon cartuchos de cromatografia de intercambio anidnico para separar los XOS
obtenidos en dos fracciones (acidos y neutros), las cuales fueron seguidamente caracterizadas
mediante HPAEC-PAD y espectrometria de masas (MALDI-TOF). Siguiendo esta metodologia
se consiguidé producir una fraccidn acida significativamente enriquecida en un solo compuesto,
identificado como el trisacarido MeGlcAa-1, 2-XylB-1, 4-Xyl, mediante MALDI-TOF y RMN. Ade-
mas, se evaluo su actividad antioxidante mediante el método de decoloracion del radical ABTS*,
mostrando mayor actividad que el xilano y los XOS neutros?.
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PAPEL DE LAS ENZIMAS PPX EN LA SINTESIS DE POLIFOSFATO
EN LACTICASEIBACILLUS PARACASEI
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En bacterias del acido lactico la producciéon del polimero lineal de fosfato polifosfato (poli-P),
juega un papel importante a nivel probiético, participando en el mantenimiento de la homeostasis
intestinal. La enzima polifosfato quinasa (Ppk) es la responsable de la sintesis de poli-P, mientras
que su degradacion es llevada a cabo por la enzima exopolifosfatasa (Ppx). En la familia Lacto-
bacillaceae, el gen que codifica Ppk esta agrupado con dos genes que codifican exopolifosfata-
sas con diferente composicion de dominios, con el orden génico ppx1-ppk-ppx2. Lactobacillus
paracasei BL23 sintetiza y acumula poli-P en forma de granulos intracelulares de manera tran-
sitoria, coincidiendo con la entrada en la fase estacionaria. Sorprendentemente, y al igual que
una mutacion en ppk, la eliminacion del gen ppx 1 dio como resultado la incapacidad de acumular
poli-P; mientras que la mutacién de ppx2 no tuvo ningun efecto en la sintesis. La expresion de
ppk no varid en el mutante ppx7 y la restauracién de la sintesis de poli-P en esta cepa se obtuvo
después de la expresion de ppx1 en trans, excluyendo asi efectos polares en la expresion de ppk
como la causa de la ausencia de poli-P. Ppx1 carece de aminoacidos clave para la catalisis des-
critos en enzimas Ppx de otros microorganismos y, al contrario que Ppx2, el enzima purificado
no mostro actividad exopolifosfatasa. Sin embargo, la construccion de una cepa de L. paracasei
portadora de la mutacién E112A en Ppx1, dio como resultado un incremento de mas de 5 veces
en la sintesis de poli-P. Nuestros datos muestran que la produccién de poli-P en L. paracasei esta
estrictamente regulada. Ademas, estos resultados revelan un escenario inesperado y complejo
para la contribucién de las exopolifosfatasas a la sintesis de poli-P.
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GLUCOSILACION ENZIMATICA DEL FLAVONOIDE BAICALEINA
CON ALTO RENDIMIENTO Y REGIOSELECTIVIDAD EMPLEANDO
UN MUTANTE DE SACAROSA FOSFORILASA
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Los polifenoles son compuestos que intervienen en diferentes procesos defensivos de las plantas ante
situaciones de estrés. Ademas, tienen propiedades antioxidantes y, algunos de ellos, presentan acti-
vidad antimicrobiana, anticancerigena, antidiabética y/o antiinflamatoria. Debido a estas propiedades,
la ingesta de polifenoles puede tener beneficios para la salud humana'. La baicaleina es un polifenol
presente en las raices de Oroxilum indicum y de Scutellaria baicalensis. Este compuesto tiene propie-
dades antimicrobianas, neuroprotectoras, anticancerigenas y hepatoprotectoras, gracias a su capaci-
dad antioxidante?. Sin embargo, posee una baja biodisponibilidad. Una forma de mejorar la biodispo-
nibilidad de los polifenoles es a través de su glucosilacién. EI mutante R134A de la sacarosa
fosforilasa de Thermoanaerobacterium thermosaccharolyticum ha demostrado una gran eficiencia a la
hora de glucosilar polifenoles de gran tamafio, proporcionando un alto rendimiento y una alta regiose-
lectividad®. En este trabajo, la reaccién de glucosilacion de baicaleina se llevé a cabo a una concen-
tracion de 2.7 g/L del polifenol y 342 g/L de sacarosa como donador de glucosa. La formacion de
productos se confirmo por TLC y la cinética de la reaccion se estudio por HPLC en fase reversa (Fig.
1). Ademas, por HPLC-MS se confirmé la formacion del monoglucésido de baicaleina como producto
mayoritario. La transglucosilacion es muy rapida y la baicaleina desaparece practicamente en 24 h. La
purificacién de los productos se llevd a cabo por cromatografia flash. El producto se caracterizara por
Resonancia Magnética Nuclear para dilucidar la posicion en la que se produce la glucosilacion.

Figura 1. (A) Cromatogramas de la reaccién de glicosilacion
de baicaleina obtenido a una longitud de onda de 269 nm a
distintos tiempos. (B) Estudio cinético de la reaccion partiendo
de 2.7 g/L de baicaleina y 342 g/L de sacarosa.
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PRODUCCION Y PURIFICACION DE LA CUTINASA DE FUSARIUM
SOLANI PISI Y SU APLICACION EN LA DESPOLIMERIZACION DEL
ACIDO POLILACTICO
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La acumulacion de residuos plasticos de origen petroquimico, de dificil degradacion, representa
un grave problema medioambiental. Ante este panorama, los bioplasticos surgen como mate-
riales alternativos, sostenibles y menos contaminantes. Entre ellos, destaca el acido polilactico
(PLA), un poliéster alifatico, siendo actualmente el bioplastico mas producido en el mundo debido
a su biocompatibilidad y termoplasticidad. La naturaleza quiral de su unidad monomeérica, el aci-
do lactico, permite sintetizar PLAs con distintas propiedades que se emplean en la industria textil,
de envases, médica y agricola.

Sin embargo, la degradacién microbiana del PLA en entornos naturales es lenta, y su despolime-
rizacion eficiente y sostenible sigue siendo un desafio critico para su reciclaje. En este contexto,
la catalisis enzimatica es una herramienta prometedora para la hidrélisis de este polimero, ya
que posibilita la recuperacién del mondémero y ofrece ventajas frente al reciclaje quimico (condi-
ciones de reacciéon mas suaves y alta especificidad). Se ha descrito que algunas lipasas, estera-
sas, cutinasas y proteasas muestran actividad hidrolitica frente a PLAy, entre ellas, la cutinasa
de Fusarium solani pisi (FsC) destaca por su eficacia en esta reaccion.

En este estudio, se ha clonado FsC en la levadura Pichia pastoris, se ha purificando la enzima
y se ha evaluado su eficacia en la hidrdlisis de varios PLAs comerciales. Ademas, se han op-
timizado las condiciones de reaccion. Los primeros resultados muestran que esta cutinasa es
mucho mas eficiente que la lipasa versatil de Ophiostoma piceae (OPE), producida previamente
en nuestro laboratorio, y similar a la cutinasa comercial de Humicola insolens.
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Los alimentos funcionales, mas alla de su valor nutritivo tradicional, actuan sobre determinadas
dianas del organismo promoviendo un efecto positivo sobre el estado de salud general. Esto
hace que el mercado de este tipo de alimentos siga permanentemente en alza, y en él, los oligo-
sacaridos bioactivos adquieren relevancia frente a compuestos como las fibras dietéticas, los
péptidos o los acidos grasos insaturados, siendo los fructooligosacaridos (FOS) quizas los mas
conocidos por sus propiedades prebidticas. Los FOS muestran numerosos beneficios para la
salud, entre ellos la mejora de la absorcion intestinal de minerales, la disminucién de los niveles
séricos de colesterol, fosfolipidos y triglicéridos, o la reduccién del riesgo de padecer cancer de
colon e incluso mejorar la salud mental'. Las B-fructofuranosidas (EC 3.2.1.26) son glicosil hidro-
lasas estructuralmente incluidas en la familia GH32, y destacados productores de FOS. Estas
enzimas contienen un dominio B-propeller catalitico N-terminal y un dominio con plegamiento tipo
B-sandwich C-terminal?. En este trabajo presentamos la caracterizacion de una nueva B-fructofu-
ranosida fungica (TAINV) productora de FOS de las 3 series conocidas ('F, °F y 6G). En él, se
genero un modelo estructural de TAINV, utilizando AlphaFold2, que permitio la identificacion de
posibles posiciones implicadas en la actividad hidrolasa-transferasa de la enzima. En base a este
analisis se obtuvieron numerosas variantes proteicas, por mutacion puntual dirigida, y finalmente
se evaluo su actividad hidrolasa-transferasa. Los resultados obtenidos proporcionan una mayor
comprensidon de la actividad que realizan las enzimas GH32 y en particular del potencial de
TAINV como productor de FOS.

Modelo estructural de TAINV (A), y su
bolsillo catalitico unido a una molécula
de sacarosa (B),

Analisis de la actividad transferasa (C)
de la enzima en sacarosa.
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La biotecnologia industrial es clave para mantener el liderazgo de Europa en el mercado bio-ba-
sado e impulsar su transicién hacia una economia verde y circular. Para ello es necesario de-
sarrollar tecnologias innovadoras como las planteadas en el proyecto europeo ROBUSTOO,
coordinado por nuestro grupo del CIB Margarita Salas. El objetivo de ROBUSTOO es mostrar
la aplicabilidad de tres familias de enzimas oxidativas (peroxigenasas inespecificas, lacasas e
hidroximetilfurfural oxidasas) en la produccion innovadora y sostenible de productos quimicos
y materiales bio-basados. El potencial de estas enzimas como catalizadores industriales se ha
constatado en proyectos anteriores del consorcio. En ROBUSTOO se abordara el desarrollo de
enzimas mas robustas y mejor adaptadas a las condiciones industriales, asi como su produccion
a escala piloto. Las actividades comenzaran con la bioprospeccién de secuencias y el disefio
computacional de enzimas (por el BSC). Simultaneamente se trabajara en el desarrollo de cepas
microbianas para la produccién industrial de enzimas y sus variantes obtenidas mediante inge-
nieria de proteinas, para después abordar la optimizacién y demostracion a escala piloto de su
aplicacion en trasformaciones enzimaticas seleccionadas, todo ello a realizar por parte de varias
pymes biotecnolégicas (Metgen, Gecco, bisy, e InnoSyn) y centros de investigacion/tecnologicos
(CIB e IRNAS del CSIC, Universidad Autonoma de Barcelona y el instituto FCBA). El trabajo
concluira con la evaluacion tecno-econdmica y ambiental de las tecnologias desarrolladas, y la
elaboracion de planes de explotacion comercial (ltalbiotec). Las nuevas biotransformaciones a
demostrar en ROBUSTOO representan soluciones biotecnoldgicas de vanguardia para: i) la con-
version de ligninas industriales en componentes de materiales bio-basados, aumentando el valor
comercial de los subproductos de lignina disponibles; ii) la produccién de productos quimicos
dificiles de conseguir mediante sintesis quimica, a través de oxigenaciones enzimaticas regio/
estéreo-selectivas de sustratos lipofilicos; vy iii) la sintesis de componentes de plasticos bio-ba-
sados, como alternativa sostenible a la catalisis quimica y al uso de precursores derivados del
petroleo.
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La produccion de bioplasticos de origen renovable constituye un reto presente y futuro. Para ello,
el uso del acido 2,5-furandicarboxilico (FDCA), obtenido a partir de la oxidacion de 5-hidroxime-
tilfurfural (HMF), como precursor del material plastico poli(etilenfurandicarboxilato) (PEF) parece
una opcion prometedora. El PEF presenta propiedades similares e incluso superiores al poli (eti-
lentereftalato) de origen fosil. Se han descrito métodos quimicos y biocataliticos para la completa
oxidacion del HMF procedente de las hexosas de la biomasa vegetal, incluyendo la utilizacion de
las enzimas hidroximetilfurfural oxidasas (HMFOs) bacterianas. Estas catalizan las tres reaccio-
nes de oxidacidn necesarias para la transformacion del HMF en FDCA, pasando por la formacién
de 2,5-diformilfurano (DFF) y del acido 5-formilfurancarboxilico (FFCA) (HMF—DFF—-FFCA—F-
DCA), bajo condiciones de temperaturas moderadas y en ambiente acuoso. Gracias a esto, las
HMFOs se consideran una plataforma catalitica idénea frente a otros catalizadores. No obstante,
las HMFOs son poco eficientes oxidando el FFCA, considerado el paso limitante de la reaccion.
En estudios previos se describié la HMFO de Pseudomonas nitroreducens como una enzima
eficiente en la oxidacion del FFCA1. En el presente trabajo se han optimizado los parametros
cinéticos operacionales de la oxidacion del FFCA por esta enzima, alcanzandose las mayores
velocidades de conversion a pHs alcalinos, a los que ademas esta enzima es mas estable. Como
resultado de este estudio, ahora disponemos de una HMFO con mejores propiedades cataliticas
que la HMFO de referencia producida por Methylovorus sp. MP688. Por otra parte, con objeto
de superar el cuello de botella de la oxidacion del FFCA y aumentar la produccion de FDCA, se
han producido dos nuevas HMFOs bacterianas. Tras su caracterizacion se ha comprobado que
presentan parametros cataliticos mejorados para la oxidacion tanto del HMF como del FFCA en
comparaciéon con las HMFO anteriormente descritas.

Referencia y financiacion:
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NUEVAS SUBFAMILIAS DE MANGANESO PEROXIDASAS EN
HONGOS LIGNOCELULOLITICOS
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Los hongos de podredumbre blanca son los degradadores de lignina mas eficientes que existen
en la naturaleza. Para ello disponen de una maquinaria enzimatica de naturaleza oxidativa que
incluye peroxidasas de alto potencial redox'?. Entre ellas, las manganeso peroxidasas (MnPs)
se caracterizan por su capacidad para despolimerizar la lignina parcialmente fendlica en reaccio-
nes mediadas por manganeso?®. Debido a esta capacidad, se consideran herramientas de gran
interés biotecnoldgico para el procesamiento industrial de la biomasa vegetal. Las MnPs se han
clasificado en dos subfamilias en funcién de la longitud de su extremo C-terminal, una region que
determina las propiedades cataliticas y de estabilidad de estas enzimas. Independientemente de
la subfamilia a la que pertenecen, todas las MnPs caracterizadas hasta la fecha presentan un
sitio de oxidacion de manganeso formado por dos glutamatos y un aspartato. Sin embargo, en la
naturaleza existe una mayor variedad de MnPs. Asi, en un analisis gendmico publicado reciente-
mente, identificamos nuevas subfamilias de MnPs* caracterizadas por poseer sitios de oxidacion
de manganeso diferentes a los de las MnPs clasicas. En el presente estudio confirmamos la
secrecion de MnPs de estas nuevas subfamilias en cultivos de los hongos Agrocybe pediades 'y
Cyathus striatus al crecer sobre materiales lignoceluldsicos. La expresion heterdloga en Esche-
richia coli de dos de estas enzimas y su posterior activacion in vitro permitieron su caracteriza-
cion a nivel funcional y estructural. Asi, mediante estudios cinéticos se determin6 su capacidad
para oxidar Mn?*, y estudios cristalograficos y de mutagénesis dirigida fueron determinantes para
identificar los residuos implicados en la union de este cation. Por ultimo, demostramos que am-
bas enzimas son capaces de oxidar compuestos fendlicos derivados de lignina y lignina polimé-
rica, sugiriendo que pueden jugar un papel relevante en la transformacion de la lignocelulosa por
A. pediades 'y C. striatus.

Referencias:
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Los plasticos son esenciales en la economia global debido a su durabilidad y versatilidad en
diversas aplicaciones. La produccion mundial de plasticos superé en 2021 los 390 millones de
toneladas (Plastics Europe 2022). Debido a esto, la acumulacién de residuos plasticos se ha con-
vertido en un grave problema medioambiental, con consecuencias perjudiciales para la cadena
alimentaria. Desde 2016, se ha avanzado notablemente en la degradacion de poliésteres, como
el PET de las botellas de plastico, mediante bacterias que producen enzimas de tipo esterasa
(Yoshida et al. 2016). Sin embargo, existen otros polimeros plasticos de tipo olefina que no son
hidrolizables, o cuya degradacién microbiana no ha sido descrita hasta la fecha.

El proyecto LIG2PLAST se enfoca en el estudio del potencial degradativo de hongos basidio-
micetos descomponedores de la madera y otros materiales lignoceluldsicos para abordar esta
problematica. Estos hongos secretan una potente maquinaria oxidativa, compuesta de enzimas
oxidorreductasas, responsable de la degradacion de los componentes mas recalcitrantes de la
biomasa vegetal, el polimero de lignina y la celulosa cristalina. En este estudio aprovechamos el
conocimiento generado por nuestro grupo de investigacion sobre la biodegradacion de la lignina,
con el fin de evaluar el potencial de dichos hongos (y sus enzimas) para transformar plasticos no
hidrolizables. Para ello determinamos el crecimiento de diez especies de hongos sobre peliculas
de polietileno, poliestireno, y dos tipos de nylon en cultivos en placa. Mediante visualizacién di-
recta y analisis por microscopia electronica de barrido, observamos colonizacién fungica en algu-
nos casos. Posteriormente llevamos a cabo el cultivo liquido de dichos hongos en presencia de
los plasticos. Tras dos meses de cultivo, los plasticos se analizaron por FTIR-ATR, observandose
cambios significativos en la composicidén quimica de algunos de ellos tras el tratamiento fungico.

Referencia:

Yoshida, S. et al. Science 2016, 351,1196-1199.

Financiacion:

Proyecto LIG2PLAST, PID2021-1263840B-I00 financiado por MICIU/AEI/10.13039/501100011033/ y por
FEDER/UE; y Plataforma Tematica Interdisciplinar Susplast, CSIC.

129



LIBRO DE RESUMENES CMIBM’24

INVESTIGANDO EL ROL DE TUP1 Y LA ANEUPLOIDIA DEL CRO-
MOSOMA IIl EN LA RESPUESTA AL ESTRES POR ETANOL EN S.
CEREVISIAE A TRAVES DEL ANALISIS DE RNAseq
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El etanol es un factor estresante importante para las cepas de Saccharomyces durante la elabo-
racion del vino, y la tolerancia al etanol es un rasgo complejo que se ha estudiado ampliamente”.
Se han descrito algunas rutas y genes involucrados, pero el mecanismo completo aun no se
comprende. Una caracteristica comun observada en las cepas tolerantes al etanol es la aneu-
ploidia en el cromosoma Il 2. Para investigar el motivo de este aumento en el cromosoma lll, se
realizé un estudio de RNAseq utilizando una cepa de S. cerevisiae con tres copias del cromoso-
ma lll (2-200-2)3 y su derivado con una copia eliminada (2-200-2-S4)?. Las cepas fueron someti-
das a diferentes condiciones de etanol y se comparo la expresion de sus genes. Se enriquecio la
biosintesis de esteroides y el ciclo de Krebs, asi como muchos genes implicados en la biosintesis
de metabolitos secundarios, aminoacidos y lipidos. Varios genes y procesos que afectan a la
membrana presentaron diferentes niveles de expresién, incluidos transportadores como HXT y
PHOB84. Ademas, se vieron afectados el ciclo celular, las modificaciones del ADN y la degrada-
cion del ARN. El hallazgo mas significativo del estudio fue que TUP1, fue un regulador comun de
la mayoria de los genes y rutas metabdlicas que se sobreexpresaron en la cepa con aneuploidia.
TUP1 se encuentra en el cromosoma lll y codifica un represor transcripcional que desempefia
un papel crucial en diversos procesos celulares, incluida la respuesta al estrés, la regulacion del
ciclo celular y el metabolismo. En este estudio creamos mutantes de la cepa 2-200-2, eliminado
copias de TUP1, y comprobamos la tolerancia al etanol. Los resultados obtenidos indicaron que
el numero de copias de TUP1 es importante en la tolerancia al etanol y puede ser |la causa de la
duplicacién del cromosoma lll en cepas tolerantes a etanol.
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EFECTIVIDAD DEL PLASMA FRIO EN LA REDUCCION DE BIO-
FILMS FORMADOS POR BACILLUS CEREUS
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Bacillus cereus representa uno de los patdogenos de mayor riesgo alimentario, responsable en
Europa de aproximadamente el 20 % de los brotes por toxiinfeccion alimentaria que se producen
anualmente’, implicando productos como arroz, pasta, harinas, cereales infantiles, y prepara-
dos para lactantes. A nivel industrial, la capacidad de formacion de biofilms por B. cereus, se ha
descrito como uno de los principales factores responsables de la contaminacion de alimentos en
instalaciones de procesado, persistiendo a los tratamientos de desinfeccion, y pudiendo llegar
finalmente al consumidor?. La infeccidn por B. cereus entero-patégeno se produce por la ingesta
de esporas o células vegetativas, con la consiguiente produccién de toxinas a nivel gastroin-
testinal (hemolisina BL (Hbl), enterotoxina no hemolitica (Nhe), proteina citotoxica K (CytK)). El
presente estudio aborda (i) la evaluacion de la efectividad del plasma frio generado mediante
descargas de barrera dieléctrica (DBD-PF), en la destruccion de biofiims de B. cereus CECT
4387 y CECT 7259. Se aborda también (ii) el impacto de la tecnologia DBD-PF en la reduccion
de la capacidad de formacion de biofilms, por células de B. cereus previamente sometidas a
tratamiento, y dafiadas bajo diferentes condiciones. En los ensayos se utilizé un equipo DBD-PF
(Diener Electronics SL) (IATA-CSIC), funcionando a vacio, con camara de tratamiento cilindrica
de cuarzo, de 5L de capacidad, utilizando en la generacion del plasma, oxigeno puro (O2) como
carrier gas. Se utilizaron placas Petri de borosilicato, como soporte al desarrollo de los biofiims
bacterianos, utilizando medio Brain Heart Infussion Broth (BHIB) como caldo de cultivo. Los bio-
films fueron sometidos a diferentes condiciones de tratamiento en el rango 100-300 W de poten-
cia y tiempos de 0-7.5 min, y la integridad del biofilm formado (a 48h y 5 dias) evaluada mediante
microscopia electronica de barrido (SEM). Del mismo modo, células danadas por DBD-PF fueron
recuperadas e incubadas en condiciones Optimas para la formacion de biofilms. Dichos biofilms
fueron estudiados en su evolucion a distintos tiempos. Los resultados revelan la efectividad del
plasma frio a 300 W-7.5 min, tanto en la destruccion del biofilm pre-formado, como inhibiendo la
capacidad de formacién de biofilms por la poblacidn superviviente-dafiada. Estos resultados son
de gran relevancia en el desarrollo de nuevos equipos disefiados para el tratamiento de superfi-
cies en industria alimentaria.

Referencias y financiacién:
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La seguridad alimentaria en la cadena de suministro de alimentos es un objetivo prioritario para
gobiernos e industrias de paises desarrollados. La globalizacion ha diversificado la oferta de
alimentos, pero también ha complicado la cadena de distribucion, incrementandose el riesgo de
contaminacion microbiana. Una estrategia para obtener alimentos mas seguros y alargar la vida
util de los mismos es desarrollar envases activos con propiedades antimicrobianas que eviten
el crecimiento de microorganismos alterantes y patdogenos en los alimentos. En este sentido,
nuestros grupos de investigacion han elaborado peliculas plasticas con actividad antimicrobiana,
mediante la dispersion de nanoparticulas de una sal de hidroxinitrato de cobre Il (Cu, (OH), NO,
[CuHS]) en una matriz polimérica biodegradable de acido polilactico (PLA)." En este trabajo se
analizan las propiedades térmicas (mediante DSC y TGA) y mecanicas (mediante DMTA) de
las peliculas plasticas elaboradas con PLAy [CuHS] al 1, 3 y 5% (PLA-CuHS); se determiné su
actividad bactericida frente a la microbiota enddgena de distintos alimentos, y la capacidad de
migracion al alimento del Cu?* y su citotoxicidad frente a células HelLa. Las técnicas analiticas y
microbioldgicas utilizadas se describen en las referencias 1, 2. Los resultados de las propiedades
térmicas y mecanicas de los plasticos activos desarrollados ponen de manifiesto que la incor-
poraciéon de las particulas al PLA incrementa ligeramente la fragilidad de los films y disminuye
la temperatura a la cual comienza la descomposicidon del material, sin que nada de ello limite su
potencial aplicabilidad en la industria del envasado de alimentos. Se ha comprobado que las pe-
liculas plasticas de PLA-CuHS al 1, 3y 5% presentan actividad bactericida frente a la microbiota
presente en todos los alimentos analizados. Ademas, los valores de migracion de Cu?* fueron
siempre inferiores a los permitidos, si bien concentraciones de cobre del 3 y 5% resultaron cito-
toxicas.

Referencias y financiacion:

1. Santos, X.; Rodriguez, J.; Guillén, F.; Pozuelo, J.; Molina-Guijarro, J.M.; Videira-Quintela, D.; Martin, O. (2024).
Polymers, 15: 1661.

2. Santos, X.; Alvarez, M.; Videira-Quintela, D.; Mediero, A.; Rodriguez, J.; Guillén, F.; Pozuelo, J.; Martin, O.
(2022). Membranes, 12: 1146.

Este trabajo ha sido financiado con el Proyecto MICINN. Ref: TED2021-131847B-C22.

132

CMIBM’24 - MADRID
10 - 12 Junio 20

P68

SCREENING DE NUEVAS CEPAS PRODUCTORAS DE ACIDO
GAMMA-AMINOBUTIRICO PARA ALIMENTOS FUNCIONALES
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La industria alimentaria se encuentra constantemente en busqueda de nuevos productos alimen-
tarios que satisfagan la demanda de un perfil de consumidor cada vez mas creciente y que a
través de la alimentacion demanda salud, entendida como un beneficio saludable que trasciende
el valor nutricional propio del alimento. En este sentido, el acido gamma-aminobutirico (GABA),
un aminoacido no proteico, despierta interés por sus funciones fisioldgicas y propiedades, tales
como su capacidad antihipertensiva a nivel cardiovascular o su rol a nivel cerebral como neuro-
transmisor, en donde estudios han demostrado que desempefa un papel crucial en una variedad
de funciones cerebrales, incluida la ansiedad, el suefio y la sensacién de dolor, entre otras. El
objetivo de este estudio fue seleccionar nuevas bacterias lacticas de grado alimentario capaces
de producir GABA.

Se estudiaron 19 cepas de bacterias lacticas previamente aisladas por CNTA pertenecientes
a la especie Levilactobacillus brevis y preseleccionadas por su potencial productor de GABA
segun bibliografia. Como control positivo se empled la cepa L. brevis NBRC 12005. Primero se
llevd a cabo un estudio semicuantitativo de determinacién indirecta de capacidad de produccion
de GABA mediante incremento de pH tras incubacién de la biomasa de cada una de las cepas
en una mezcla de reaccidén conteniendo glutamato, preajustada al pH tipicamente 6ptimo para
la biotransformaciéon de acido glutamico en GABA. Posteriormente, con las 7 cepas escogidas
segun los resultados del primer estudio se llevaron a cabo fermentaciones individuales en caldo
sintético suplementado con 21 g/L de glutamato y, tras 48 horas, entre otras variables se deter-
miné por HPLC la concentracion de GABA en el producto de fermentacién. Cuatro de las 7 cepas
produjeron mas GABA (12,5-14,5 g/L) que la cepa control (9,7 g/L), por lo que podrian ser candi-
datas para su futuro uso en el desarrollo de productos alimentarios funcionales.

Financiacién:
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(cod. expte. 0011-1411-2023-000030)

133



b

LIBRO DE RESUMENES CMIBM’24 i B
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CEPTIBILIDAD AL FAGO KAYVIRUS RODI DE DISTINTAS CEPAS DE
STAPHYLOCOCCUS AUREUS
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Los bacteriéfagos se presentan actualmente como una opcién novedosa para combatir la con-
taminacion con Staphylococcus aureus en el ambito alimentario. En este trabajo se realizé un
analisis genotipico y fenotipico de una coleccion de 18 cepas de S. aureus con distintos origenes
(clinico, leche de vacas con mastitis, industria lactea e industria carnica) para tratar de identificar
determinantes de susceptibilidad al fago Kayvirus rodi. Todas las cepas analizadas mostraron
susceptibilidad aunque en distinto grado, siendo las de procedencia clinica las mas resisten-
tes. En cuanto a la caracterizacion genética, se identifico la presencia de sistemas de defensa
antifagos en las distintas cepas (Abi2, restriccidn-modificacion, AVAST, Thoeris, etc.), si bien es
dificil establecer una correlacion directa entre su posesion y la resistencia al fago sin estudios
adicionales. También se estudio la presencia de genes implicados en la sintesis de la capsula 'y
de los acidos teicoicos, ya que se sabe que ambos afectan a la adsorcidn de fagos que infectan
S. aureus. En concreto, se identificd una correlacion entre la presencia de un gen tarM intacto,
implicado en la modificacién de los acidos teicoicos, y la produccion de capsula con la suscep-
tibilidad al fago. Por otro lado, se determin6 que el factor sigma alternativo SigB participa en la
regulacion de la resistencia a K. rodi en algunas cepas. Un analisis transcripcional mediante
RNA-seq revel6 diferencias significativas en la expresidon de determinados genes implicados en
la sintesis del peptidoglicano y de los acidos teicoicos entre una cepa con SigB activo y otra que
no lo tiene. No obstante, aun es necesario realizar nuevos experimentos que permitan confirmar
cual de estos cambios explica la diferente susceptibilidad al fago. Los datos obtenidos en el pre-
sente estudio seran de gran utilidad para identificar qué determinantes genéticos pueden afectar
el éxito de este fago como agente antimicrobiano.
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Deficiencias en fuentes de nitrégeno en el mosto de uva afectan la tasa de fermentacion y la pro-
duccion de biomasa de las levaduras, lo que se traduce en fermentaciones lentas o detenidas,
resultando en pérdidas econdmicas considerables para la industria vitivinicola. En este trabajo, a
partir de la poblacion del proyecto de 1002 genomas de levaduras, el catalogo mas completo de
la variacion genética en la especie y un recurso poderoso para estimar correlaciones genotipo-fe-
notipo, estudiamos la adaptacién a la limitacion de nitrdgeno en cepas de levadura silvestres y
domesticadas en el contexto de la fermentacion vinica.

Determinamos que las distintas cepas de levadura tienen adaptaciones diferentes a la limitaciéon
de nitrégeno, corroborando sus trayectorias evolutivas particulares. Ademas, utilizando GWAS y
CRISPR-Cas9, validamos que los genes PNP1, RRT5y PDR12 estan implicados en la fermenta-
cion vinica, donde RRT5y PDR12 también estan involucrados en la adaptacion de la levadura a
la limitacién de nitrégeno. Por otro lado, validamos SNPs especificos en estos genes que condu-
cen a diferencias en las capacidades fermentativas y su adaptacion a la limitacion de nitrégeno
en experimentos en mostos sintéticos con cantidades suficientes y deficientes de nitrégeno.

Finalmente, con el objeto de conocer el efecto que tienen estos genes y SNPs validados sobre
parametros de crecimiento y fermentacion en una cepa industrial, se construyeron mutantes
de delecidén génica y puntuales para los genes y SNPs previamente identificados, esta vez en
en la cepa T73. Los resultados obtenidos permiten avanzar en la construccién de cepas mejor
adaptadas a mostos deficientes en nitrogeno a través de mejoramiento genético dirigido a genes
especificos.

Referencias/Financiacion:
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*maria.c.pina@uv.es

Listeria monocytogenes es uno de los principales patdgenos alimentarios, agente causal de mas
de 2000 brotes anuales en la UE'. Se trata de un patégeno oportunista, con graves consecuen-
cias para colectivos determinados (ancianos, embarazadas, nifios), muy amplia diseminacion
en el ambiente, gran variedad de productos alimentarios en los que se ha detectado (pescados,
lacteos, carnes, entre otros), y con la capacidad de responder eficientemente a condiciones de
estrés muy diversas (acidez, salinidad, temperatura, estrés oxidativo, etc)?. En la busqueda de
tratamientos eficaces en la inactivacion de L. monocytogenes, tanto en ambiente industrial como
en el procesado de alimentos, el plasma frio emerge como tecnologia novedosa, funcionando
a temperatura ambiente, y con el disefio de equipos tailor-made. El presente estudio pretende
evaluar, el potencial de la tecnologia de plasma frio, aplicada en descarga de barrera dieléctrica
(DBD-PF): (i) en la inactivacion de L. monocytogenes, (ii) en la generacién de células sub-letal-
mente dafiadas que podrian representar un riesgo posterior, tanto evaluando la exposicién direc-
ta de las células al plasma, como su exposicién cuando se encuentran inmersas en una matriz
alimentaria, en este caso vegetales deshidratados tipo snack. En los ensayos se utilizé un equipo
DBD-PF (Diener Electronics SL) (IATA-CSIC), funcionando a vacio, con camara de tratamiento
cilindrica de cuarzo, de 5L de capacidad, utilizando en la generacion del plasma, oxigeno puro
(O,). Los resultados revelan niveles de inactivacion de entre 1y 5 ciclos log,,, para condiciones
de tratamiento entre 100-300 W, 5-10 min, cuando las células fueron directamente expuestas al
DBD-PF. Entre el 50 y el 98 % de las células expuestas resultaron sub-letalmente dafiadas. El
tratamiento de frutas deshidratadas (coco, platano y papaya) tipo snack, inoculadas con L. mo-
nocytogenes, reveld niveles maximos de inactiacion superiores a 3 ciclos log, .. Estos resultados
contribuyen a garantizar la seguridad de vegetales y frutas, permitiendo una reduccion en la adi-
cion de quimicos previo al procesado.

Referencias y financiacion:
1. Quereda et al. (2021) Pathogenicity of Listeria monocytogenes. DOI: 10.1080/21505594.2021.1975526

2. Patange et al. (2019) Effect of Cold Plasma on bacterial stress responses using Listeria monocytogenes knoc-
kout mutants DOI: 10.3389/fmicb.2019.0284

Esta comunicacién es parte del proyecto de [+D+i PID2020-116318RA-C33, financiado por MCIN/ AEI/10.
13039/501100011033
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BIOPROSPECCION DE BACTERIAS ENDOFITAS DE MANGLARES
DEL CARIBE COLOMBIANO PARA USO COMO BIOINOCULANTE
EN SUELOS CON PROBLEMAS DE SEQUIA Y SALINIDAD

Soto-Varela, Zamira E."™; Bolivar-Anillo, Hernando'; Vega Benites, Shersy'; Reyes Almeida,
Giovanna'; Gutiérrez Rada, Camilo’; Iglesias Navas Maria'; Amils, Ricardo?

"Facultad de Ciencias Basicas y Biomédicas-Centro de Investigacion en Biodiversidad y Cam-
bio Climatico-ADAPTIA, Universidad Simoén Bolivar, Barranquilla, Colombia; ?Centro de Biolo-
gia Molecular Severo Ochoa-Universidad Autonoma de Madrid (CBMSO, CSIC- UAM), Madrid,
Espana

*zsoto1@unisimonbolivar.edu.co

Los manglares son bosques costeros que proporcionan habitats unicos para una amplia variedad
de especies. Los sedimentos del manglar albergan diversas formas de vida marina, mientras que
los canales sustentan comunidades de plancton y peces. En la actualidad, estos ecosistemas
se estan viendo afectados por procesos de hipersalinizacion y han tenido que desarrollar estra-
tegias para su supervivencia como la interaccion con su microbioma. El objetivo del presente
trabajo fue el aislamiento y caracterizacidon de bacterias endofitas de manglar para su utilizacion
como inoculante biolégico para el mejoramiento de la tolerancia a la sequia y a la salinidad del
suelo de plantas de interés agricola. Se aislaron un total de 40 bacterias enddfitas de los tejidos
vegetales de la especie de manglar Avicennia germinas en el Caribe Colombiano; de estas, 23
mostraron una tolerancia de asta el 10% de NaCl y 5 aislados demostraron resistencia al 20% de
NaCl y al 14% de bicarbonato de sodio, los cuales fueron identificados por amplificacién del gen
16s RNA como como Bacillus safensis, Bacillus tequilensis, Priestia aryabhattai, Bacillus haloto-
lerans y Bacillus altitudinis. Todos estos aislados, a excepcion de Bacillus altitudinis, mostraron
actividad de fijacion de nitrogeno y proteolitica. Ninguno de los aislados mostré capacidad para
solubilizar potasio y fosfato. Los resultados de la evaluacién de tolerancia a la sequia a través de
la exposicién a diferentes concentraciones de PEG, revelaron variaciones significativas entre los
aislados. Este estudio ha identificado aislados bacterianos prometedores para futuras aplicacio-
nes en la mejora de la agricultura sostenible.

Referencias:

Cotta, S. R, et al. Mar. Pollut. Bull., 2019. doi: 10.1016/j.marpolbul.2019.03.001.

Palit, K., et al. Environ Sci Pollut Res Int., 2022. doi: 10.1007/s11356-022-19048-7

Thatoi, H., et al. (). Ann. Microbiol., 2013. doi: 10.1007/s13213-012-0442-7
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