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Diseño computacional de catalizadores biológicos
Sergio Martí, Vicente Moliner*, Juan Andrés, Maite Roca, Violeta López-Canut, Estanislao Silla, 
Iñaki Tuñón*, Juan Bertrán

Resumen: Las enzimas son una fuente de inspiración para el diseño de nuevos catalizadores con usos industriales que puedan funcionar en 
condiciones suaves de presión, temperatura y disolventes. El estado de transición de la reacción que se pretende catalizar, es la pieza clave para 
comprender cómo las enzimas son capaces de acelerar las reacciones. A partir de esta información se pueden proponer estructuras proteicas, o 
posibles mutaciones en el centro activo de proteínas, conduciendo a la síntesis de nuevos biocatalizadores. En este artículo presentamos los avan-
ces en este campo, clasificados en función del material de partida: anticuerpos catalíticos, enzimas modificadas y enzimas diseñadas de novo.
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Abstract: Enzymes are a source of inspiration for the design of new and powerful industrial catalysts able to work, in principle, in mild 
conditions of pressure, temperature and solvents. The Transition State of the reaction is the keystone to understand how enzymes are able to 
speed up reactions. This information can be then employed to design protein structures or successful mutations in the active site of proteins 
leading to the synthesis of new biocatalysts. In this paper we show advances in this field, classified according to the starting material: catalytic 
antibodies, modified enzymes and enzymes designed de novo.
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Investigación Química

Introducción
La naturaleza es una continua fuente de inspiración para 

los científicos y en especial para los químicos. En particular, 
las reacciones químicas, tal y como ocurren en los seres vivos, 
pueden servir de guía para mejorar los procesos industriales. 
Así, los seres vivos utilizan sus propios catalizadores, las enzi-
mas, para que las reacciones químicas tengan lugar en escalas 
de tiempo compatibles con la vida.1 Las enzimas son proteínas 
capaces de acelerar las reacciones químicas en varios órdenes 
de magnitud (en algunos casos las constantes de velocidad 

aumentan sus valores en factores del orden de 1020 con respec-
to a la reacción no catalizada, en igualdad de condiciones). Un 
ejemplo de la importancia de las enzimas nos la proporciona la 
hidrólisis de enlaces fósforo-oxígeno en los fosfoésteres. Estos 
enlaces son fundamentales para el almacenamiento de energía 
(en la transformación de ADP en ATP) o en la formación de 
largas cadenas de ácidos nucleicos (ADN y ARN) esenciales 
para la transmisión del código genético. Sin embargo la rotura 
de estos enlaces en condiciones suaves de temperatura, presión 
y pH es extraordinariamente lenta por lo que los seres vivos 
han desarrollado un conjunto de enzimas capaces de romper 
estos enlaces cuando lo requieren.2

La comprensión del mecanismo de acción de las enzimas, 
un objetivo que se persigue desde una perspectiva química 
multidisciplinar, debe permitir establecer las bases para el 
diseño de nuevos catalizadores que puedan utilizarse en la 
industria. Las enzimas se usan actualmente en la producción 
de alimentos, textiles, productos químicos y farmacéuticos e 
incluso de biocombustibles.3 El diseño de nuevos catalizado-
res biológicos podría expandir su aplicación a virtualmente 
cualquier proceso de síntesis química. Estos catalizadores de 
origen biológico podrían ser, en principio, más selectivos y efi-
cientes que los catalizadores utilizados hasta la fecha. Además, 
por su propia naturaleza, estos nuevos catalizadores podrían 
trabajar en disolución acuosa y condiciones suaves, lo que 
supondría un indudable ahorro económico y una gran ventaja 
medioambiental. Como veremos en este artículo, en los últi-
mos años ya se han dado los primeros pasos en este sentido, 
sentando las bases de lo que en el futuro puede ser un proce-
dimiento para el diseño de catalizadores de origen biológico.

El artículo lo hemos estructurado de la siguiente mane-
ra: primero presentaremos los avances fundamentales 
que se han producido en los últimos años en este campo, 
haciendo hincapié en las principales estrategias para el 
diseño de catalizadores biológicos y clasificando éstas 
según el origen de la proteína empleada para obtener el 
catalizador, distinguiendo entre anticuerpos (apartado 3), 
enzimas modificadas (apartado 4) y aquellas estrategias que 
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no utilizan una estructura proteica previa; enzimas de novo 
(apartado 5). Por último, terminamos con un apartado de 
conclusiones y perspectivas de futuro (apartado 6).

Estrategias de diseño de catalizadores biológicos
A pesar de que existen diferentes moléculas de origen 

biológico capaces de catalizar reacciones químicas: aminoá-
cidos, ARN o incluso algunos carbohidratos, los catalizadores 
biológicos por excelencia son las enzimas, proteínas que han 
evolucionado a lo largo de millones de años para catalizar 
transformaciones químicas en los seres vivos. En los últimos 
años se ha publicado un gran número de trabajos sobre la 
catálisis enzimática que han permitido establecer las bases 
por las cuales estas sustancias son capaces de acelerar las reac-
ciones químicas con respecto a los procesos equivalentes en 
ausencia de las mismas. Aunque se han propuesto diversas 
hipótesis para explicar esta actividad catalítica,4 el consenso 
parece haberse alcanzado alrededor de la idea básica de Linus 
Pauling5 sobre el acoplamiento entre la enzima y el sustrato. 
Más concretamente, la enzima está diseñado para estabilizar 
la conformación del sustrato en el estado de transición, alcan-
zando entonces el complejo activado enzima sustrato (E·S  ) 
una energía respecto a los reactivos (E·S) menor que la que 
tendría el mismo estado de transición en ausencia de la enzi-
ma (S  ). Esta estabilización relativa del estado de transición 
se alcanza, básicamente, a través de interacciones electrostáti-
cas y de enlace de hidrógeno que se establecen entre la proteína 
y el sustrato. El origen de la catálisis estaría en la diferente 
naturaleza de las interacciones establecidas en el seno de la 
enzima y en ausencia de ésta, es decir en disolución acuosa. 
Mientras el entorno enzimático, gracias a las estructura tridi-
mensional de la proteína alcanzada a partir del plegado de su 
secuencia, está diseñada para estabilizar una cierta distribu-
ción de cargas, en disolución acuosa, esa estabilización sólo 
puede alcanzarse después de reorientar adecuadamente las 
moléculas de agua, tal y como se muestra esquemáticamente 
en la Figura 1. Este hecho parece dar cuenta de la mayor parte 
de la diferencia entre las energía libres de activación de la 
reacción catalizada y no catalizada en aquellos casos que han 
podido ser estudiados detalladamente.6 Es necesario señalar 
que también se han sugerido otros factores que podrían con-

tribuir a la eficacia catalítica de las enzimas, tales como los 
efectos dinámicos y el efecto túnel. En el primer caso se ha 
propuesto que frecuencias semi-rápidas del entorno del centro 
activo podrían tener un papel crucial en el proceso catalítico7 
aunque estudios sistemáticos del efecto dinámico del resto de 
grados de libertad sobre la coordenada de reacción muestran 
que se trata de un efecto cuantitativamente poco importante.8 
En el segundo caso, se ha propuesto que la probabilidad de 
reacción por túnel jugaría un papel importante en ciertos pro-
cesos enzimáticos de transferencia de hidrógeno. Sin embar-
go, otros autores señalan que la contribución neta de éstos y 
otros efectos a la catálisis sería secundaria.9

La idea básica que ha servido de guía en el proceso de 
diseño dirigido de catalizadores biológicos es la de la com-
plementariedad entre la estructura del centro activo de la 
enzima y la distribución de cargas del sustrato en el estado de 
transición. Obviamente, debido al limitado conocimiento que 
puede adquirirse del estado de transición por técnicas experi-
mentales, este proceso de diseño se apoya en la utilización de 
técnicas de simulación que, haciendo uso del creciente desa-
rrollo de las capacidades de cálculo y representación gráfica, 
permiten guiar eficientemente este diseño. Por otra parte, el 
éxito en el diseño de nuevos catalizadores se convertiría a su 
vez en la prueba fundamental de la bondad de esta hipótesis 
sobre el funcionamiento de las enzimas.

El conocimiento sobre el estado de transición de la reac-
ción podría servir para diseñar una proteína de novo o, más 
frecuentemente, para diseñar los cambios que hay que intro-
ducir en una determinada estructura proteica para que ésta 
catalice la reacción deseada. En este caso hablaríamos de un 
proceso de diseño racional.10 En el mismo, una estructura 
de partida se modifica mediante un proceso de mutaciones 
dirigidas con el objetivo de aumentar su especificidad res-
pecto del estado de transición. Normalmente este proceso se 
realiza guiado únicamente por la estructura cristalográfica y 
el conocimiento que se tenga del mecanismo de reacción. Sin 
embargo, hay que tener en cuenta que las estructuras cristali-
zadas corresponden a especies estables, con un tiempo de vida 
media suficientemente largo. Ni la estructura del sustrato, ni 
la conformación de la enzima que aparecen en dichas estruc-
turas tienen por qué corresponderse con las estructuras que 
aparecen durante el transcurso de una reacción química. De 
hecho, las estructuras obtenidas por rayos-X representan un 
promedio de la posición de las moléculas dispuestas en una 
celda cristalina periódica que puede resultar diferente de las 
estructuras obtenidas mediante RMN, las cuales representan 
un promedio sobre las moléculas orientadas en disolución.11 
Además, la falta de un conocimiento completo de la relación 
entre secuencia, estructura y actividad, así como la sensibi-
lidad de la actividad catalítica a pequeñas perturbaciones 
estructurales convierte el rediseño enzimático en una tarea 
extremadamente dificultosa. En este proceso, el conoci-
miento in silico de las características geométricas y electró-
nicas del estado de transición de una determinada reacción 
química puede servir como una mejor guía para el diseño de 
un entorno proteico. Además, es posible introducir in silico 
las mutaciones seleccionadas y comprobar sus posibles 
efectos. Así tendríamos el diseño racional asistido por orde-
nador. Las técnicas de la química teórica y computacional 
pueden ser una herramienta fundamental en la mejora de la 

Figura 1. El centro activo de las enzimas (debajo) está diseñado para 
estabilizar el estado de transición de la reacción, mientras que en 
disolución las moléculas de agua (arriba) tienen que reorganizarse 
siguiendo los cambios producidos durante la reacción.
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capacidad catalítica de los anticuerpos. Por un lado propor-
cionan el conocimiento necesario sobre las características del 
estado de transición de la reacción objeto de estudio y por otro 
lado permiten estudiar las consecuencias de la modificación 
de dicho entorno sobre el perfil energético de la reacción. 
Es fundamental tener en cuenta que la descripción de este 
estado de transición debe de realizarse teniendo en cuenta los 
efectos que el entorno proteico pueden tener sobre el sustrato. 
Efectivamente, un entorno formado por residuos más o menos 
polares puede modificar significativamente la posición, dis-
tribución electrónica y energía del estado de transición con 
respecto al encontrado en fase gas. Aún más, es posible que 
determinados mecanismos de reacción sólo sean viables en 
presencia de dicho entorno. La introducción del efecto del 
centro activo sobre el subsistema reactivo puede estudiarse 
empleando básicamente dos estrategias distintas. La primera 
se basa en la selección de un pequeño número de residuos que 
estableciendo una interacción directa sobre el sistema reactivo 
pueden modificar sus propiedades.12 Este sistema reducido se 
describe con las técnicas de la química cuántica, explorando 
la superficie de energía potencial del sistema y caracteri-
zando el estado de transición. Eventualmente este tipo de 
técnicas suelen requerir la introducción de restricciones 
geométricas que simulen el resto de la estructura proteica 
no considerada en el cálculo. Alternativamente, la segunda 
estrategia parte de la división del complejo proteína-sustrato en 
dos subsistemas: uno descrito mediante la mecánica cuántica 
(QM, de sus siglas en inglés) y que comprendería todos aquellos 
átomos susceptibles de sufrir una considerable reorganización 
electrónica y que participan en la ruptura/formación de enlaces 
químicos de la reacción catalizada y otro descrito mediante 
la mecánica molecular (MM) y que influye sobre el anterior 
a través de términos energéticos de interacción electrostá-
tica y de van der Waals.13 Estos métodos suelen nombrarse 
como QM/MM y han sido ampliamente utilizados para 
investigar procesos reactivos en entornos proteicos y/o 
acuosos.6 Además pueden acoplarse a estrategias para la 
exploración del espacio configuracional del sistema com-
pleto (sustrato y enzima) tales como la dinámica molecular 
o los métodos Monte Carlo.

Este proceso de diseño contrasta con la otra técnica utili-
zada para modificar enzimas: la evolución dirigida.14 En este 
caso mutaciones al azar y procesos de recombinación se uti-
lizan para generar nuevas enzimas. A continuación, aquellas 
variantes que cumplen la función deseada se identifican por 
un proceso de cribado o de selección (supervivencia de los 
organismos que contienen la variante deseada). En este caso, 
el desafío consiste en reducir la escala de tiempo requerida 
en la selección natural a unos pocos meses o semanas iteran-
do el procedimiento. 

Lógicamente ambas estrategias pueden ser combinadas dado 
que, mientras que el diseño racional suele implicar mutaciones 
de unos pocos residuos en las cercanías del centro activo, la 
evolución dirigida, por su carácter aleatorio, implica normal-
mente mutaciones en lugares de la proteína lejanas al centro 
activo. Además, puesto que el proceso de selección necesita 
de una cierta actividad mínima de partida, puede utilizarse el 
diseño racional seguido de un proceso de evolución dirigida para 
obtener enzimas más eficaces, específicas o incluso resistentes a 
condiciones más severas de pH o temperatura.

Anticuerpos Catalíticos

El sistema inmunológico de los seres vivos es capaz de 
producir defensas para eliminar sustancias ajenas, conocidas 
como antígenos o como haptenos si se introducen unidas a 
una proteína transportadora. Estas defensas son los anticuer-
pos, proteínas capaces de reconocer una enorme variedad de 
sustancias. Esta diversidad tiene su origen en la capacidad 
de recombinación de las secuencias de ADN responsables de 
codificar los componentes que constituyen los anticuerpos.15 
Los anticuerpos se seleccionan a partir de su afinidad por el 
hapteno: a partir de un anticuerpo inicial, se desarrolla un pro-
ceso de maduración que aumenta la afinidad por el hapteno 
mediante mutaciones somáticas introducidas en la secuencia de 
aminoácidos del anticuerpo. Las proteínas inmuno-globulinas 
son los anticuerpos más abundantes y están formadas por 
dos cadenas idénticas ligeras y dos cadenas pesadas unidas 
mediante puentes disulfuro. Tanto las cadenas ligeras como 
las pesadas constan de un dominio constante y un dominio 
variable, en el que pueden aparecer las mutaciones que 
aumenten la afinidad por el antígeno objetivo.15 

La piedra angular de la catálisis enzimática, tal y como 
explicábamos anteriormente, es la estabilización relativa 
del estado de transición de la reacción a catalizar. Esta idea 
básica puede utilizarse para generar posibles catalizadores 
biológicos aprovechando la capacidad del sistema inmune de 
generar anticuerpos con afinidad hacia casi cualquier antíge-
no que pueda imaginarse. Así, el paso clave es la síntesis de 
una molécula estable que se parezca lo más posible al estado 
de transición de la reacción que quiere catalizarse, desde el 
punto de vista electrónico y/o geométrico. Esta molécula 
estable es conocida como análogo del estado de transición 
(TSA en sus siglas en inglés) y el conocimiento de las carac-
terísticas del estado de transición puede provenir de técnicas 
experimentales (como efectos cinéticos isotópicos) o compu-
tacionales (localización de puntos de silla sobre la superficie 
de energía potencial). El TSA se puede utilizar entonces 
como hapteno, generándose anticuerpos con afinidad por 
esta molécula e, hipotéticamente, por el verdadero TS de la 
reacción (véase la Figura 2).15 

Figura 2. Los anticuerpos catalíticos se pueden obtener activando el 
sistema inmune contra moléculas parecidas al estado de transición 
de la reacción. Este proceso puede mejorarse con el conocimiento 
computacional de las características del estado de transición.
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Esta técnica se ha utilizado para generar un gran número 
de anticuerpos catalíticos para diferentes reacciones químicas 
incluyendo procesos de hidrólisis, cicloadiciones, procesos 
redox, formación y/o rotura de enlaces carbono-carbono, etc. 
Una característica interesante de algunos de estos anticuer-
pos es su capacidad de catalizar más de una reacción. Esta 
capacidad, denominada promiscuidad, no es exclusiva de los 
anticuerpos y también la presentan las enzimas naturales, tal y 
como veremos más adelante. Así un anticuerpo con caracterís-
ticas de aldolasa cataliza también reacciones de condensación 
aldehído-aldehído, cetona-cetona y cetona-aldehído.16 Otro 
ejemplo es el anticuerpo catalítico 21D8, desarrollado inicial-
mente como catalizador de reacciones de descarboxilación y 
que también presenta capacidad hidrolítica.17

A pesar de los esfuerzos realizados hasta la fecha, el poder 
catalítico de los anticuerpos nunca ha alcanzado los valores 
propios de las enzimas (106 versus 1020 de poder catalítico 
máximo, respectivamente). Esta modesta eficiencia parece 
consecuencia de dos factores intrínsecos a su diseño: el uso de 
un estado de transición imperfecto como molde y el hecho 
de que la diversidad estructural con la que se construyen 
los anticuerpos es mucho más reducida que la usada por las 
enzimas, lo que da lugar a limitaciones en cuanto a las posibi-
lidades de diseño.17 Además la estructura de los anticuerpos no 
suele ser adecuada para su uso en procesos industriales debido 
a su menor estabilidad y mayor coste de producción. Ante 
estas limitaciones se han propuesto diversas estrategias para 
mejorar la eficiencia catalítica de los anticuerpos. Obviamente 
una de ellas es usar mejores haptenos; TSA más parecidos 
al estado de transición desde el punto de vista estructural y 
electrónico. Otra posibilidad es el empleo del diseño racional, 
mediante la introducción de mutaciones en el centro activo 
dirigidas haciendo uso del conocimiento de la estructura de 
rayos X o de simulaciones teóricas del proceso de reacción 
introduciendo el efecto del entorno creado por el anticuerpo. 

Un ejemplo de este tipo de catalizadores y de las posi-
bilidades del diseño computacional nos lo proporciona la 
reacción de transformación de corismato en prefenato, una 
reacción 1,3-sigmatrópica que en la naturaleza viene cata-
lizada por enzimas conocidas como Corismato Mutasas 
(CMs).18 Un anticuerpo con propiedades catalíticas frente a 
esta reacción, el 1F7,19 se desarrolló utilizando como hapteno 
una molécula estable similar al sustrato en la conformación 
alcanzada en el estado de transición (véase la Figura 3). 
Mientras que las enzimas naturales son capaces de disminuir 
la barrera de energía libre en más de 9 kcal·mol-1 a 298K20 
con respecto a la reacción no catalizada, el anticuerpo 1F7 
muestra una modesta capacidad catalítica disminuyendo la 
barrera de energía libre en aproximadamente 1,8 kcal·mol-1.19

El perfil de energía libre de la reacción puede obtenerse en 
términos del Potencial de Fuerza Media (PMF, en sus siglas 
en inglés) mediante simulaciones QM/MM guiadas mediante 
una coordenada de reacción seleccionada. En el caso de la 
conversión de corismato en prefenatro ésta puede ser la com-
binación antisimétrica de las distancias que definen el enlace 
que se rompe (C-O) y el enlace que se forma (C-C). Mediante 
este tipo de simulaciones reprodujimos los perfiles correspon-
dientes a la reacción no catalizada en disolución acuosa y a la 
reacción catalizada por dos CMs de dos organismos diferentes: 
Bacillus subtilis CM y (BsCM) Escherichia coli CM (EcCM) 

que se muestran en la Figura 4. Nuestras simulaciones, utili-
zando el hamiltoniano semiempírico AM121 y los campos de 
fuerzas clásicos OPLS22 y TIP3P,23 mostraban una reducción 
de la barrera de energía libre de alrededor de 8 kcal·mol-1 
al comparar la reacción en medio acuoso con la reacción 
en medio enzimático.24 Este resultado está en buen acuerdo 
con resultados experimentales, lo que permite concluir que 
la metodología QM/MM es capaz de reproducir la capaci-
dad catalítica de las enzimas. Las estructuras obtenidas a lo 
largo de los perfiles de energía libre pueden utilizarse para 
obtener información detallada de la reacción y de las inte-
racciones puestas en juego entre la proteína y el sustrato en 
los diferentes estados de reactivos (complejo de Michaelis) 
y de transición. Estos y otros estudios computacionales han 
demostrado que las enzimas catalizan esta reacción mediante 
la estabilización preferencial de la distribución de cargas del 
estado de transición, principalmente la carga negativa que se 
desarrolla sobre el átomo de oxígeno que rompe su enlace 
con un carbono y la aproximación de las dos cargas negativas 
de los grupos carboxilatos que viene favorecida por una red de 
enlaces de hidrógeno.6c, 6d, 6f, 25 Estas interacciones puestas en 
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juego en el centro activo de la enzima no sólo estabilizan el 
estado de transición sino que también desplazan el preequili-
brio conformacional del corismato entre formas no reactivas y 
reactivas (véase la Figura 3) favoreciendo la población de las 
últimas. De esta forma es posible dar una explicación unifica-
da a las dos teorías principales que se habían planteado sobre 
la acción enzimática: estabilización del estado de transición o 
desestabilización de los reactivos. En realidad ambos efectos 
son como dos caras de la misma moneda que tiene su origen 
en una estructura enzimática desarrollada para optimizar las 
interacciones con el estado de transición.4

Una vez mostrada la validez de la metodología QM/MM 
para reproducir las características de la reacción de transfor-
mación del corismato en prefenato catalizada por enzimas 
CMs y en disolución acuosa, la aplicamos también al análi-
sis de la reacción en el centro activo de 1F7. Nuestro PMF 
(Figura 4) muestra una disminución de la barrera de energía 
libre de 2,9 kcal·mol-1 respecto a la reacción no catalizada, en 
razonable acuerdo con la disminución observada experimen-
talmente.24 Al analizar las estructuras del estado de transición 
de la reacción en el anticuerpo observamos que las interaccio-
nes de enlaces de hidrógeno establecidas entre los grupos car-
boxilato del sustrato y la proteína no eran tan intensas como 
en las enzimas naturales, impidiendo que la repulsión entre 
estos grupos sea apantallada tan eficazmente como ocurre en 
BsCM y EcCM. Este resultado sugiere que el centro activo de 
la enzima es capaz de acomodar mejor al sustrato que el anti-
cuerpo catalítico. Es interesante destacar que esta conclusión 
se obtuvo del análisis de las estructuras del estado de transi-
ción obtenidas de simulaciones QM/MM. Efectivamente, el 
patrón de interacciones que puede observarse en este caso no 
tiene porque coincidir con las observadas a partir de la estruc-
tura de rayos-X del hapteno en el interior del anticuerpo. 
El hapteno no es idéntico al estado de transición ni desde el 
punto de vista electrónico ni geométrico. Así, por ejemplo, 
el residuo AsnH33 del anticuerpo presenta una orientación 
considerablemente diferente en el complejo con el estado de 
transición y con el TSA. En este último caso el grupo amino 
establece un enlace de hidrógeno con el grupo hidroxilo del 
inhibidor, mientras que en el caso del estado de transición se 
observan impedimentos estéricos entre este residuo y átomos 
de hidrógeno del sustrato que impiden un posicionamiento 
óptimo del mismo en el centro activo del anticuerpo, difi-
cultando el establecimiento de interacciones de enlace de 
hidrógeno con residuos que se sitúan en la parte interna 
de la cavidad (AsnH35 y AsnH50, véase la Figura 5). En base 
a estas observaciones propusimos una mutación del residuo 
AsnH33 por uno de menor tamaño (serina) de forma que el 
mutante 1F7 –N33S debería permitir una mayor penetración 
del sustrato en su cavidad y por lo tanto una interacción más 
intensa con los residuos del centro activo lo que provocaría 
una mayor estabilización del estado de transición de la reac-
ción. Efectivamente, la mutación de la AsnH33 a SerH33 
genera más espacio en la cavidad, permitiendo la rotación 
del sustrato y el establecimiento de interacciones más fuertes 
entre uno de los grupos carboxilatos con AsnH35 y AsnH50. 
Este reposicionamiento se refleja también en una disminución 
de la interacción del sustrato con las moléculas de agua que 
aparecen en la parte externa de la cavidad. La obtención del 
perfil de energía libre para la reacción en el mutante (Figura 5) 

muestra que efectivamente ésta transcurre con una barrera 
4,5 kcal·mol-1 menor que en el anticuerpo catalítico original. 
Esta disminución implicaría un aumento de la constante de 
velocidad en un factor de ~103, a temperatura ambiente, con 
respecto al 1F7.24

Diseño de Enzimas Modificadas
Las enzimas se definen normalmente como un cataliza-

dor muy selectivo capaz de acelerar una reacción concreta 
sobre un sustrato concreto y dar un determinado producto. 
Sin embargo, se ha demostrado que algunas enzimas son 
promiscuas en cuanto a su actividad, es decir pueden acep-
tar diferentes sustratos y catalizar reacciones secundarias, 
diferentes a la principal.26 Esta actividad secundaria o pro-
miscua ofrece una posibilidad para la evolución enzimática, 
ya que una duplicación del gen podría ser el origen de un 
proceso de evolución adaptativa durante la cual se mejorase 
la actividad secundaria de la enzima.26b, 26g De hecho, en la 
naturaleza pueden aparecer nuevas actividades enzimáticas en 
un periodo relativamente corto de unos pocos años o incluso 
meses, como respuesta, por ejemplo, a la introducción en un 
determinado ecosistema de un nuevo compuesto sintético.26e 
Mientras que la actividad principal de una enzima, para la 
cual ha sufrido un largo periodo de evolución, presenta una 
importante resistencia frente a las mutaciones, la actividad 
secundaria exhibe una importante plasticidad, es decir, puede 
ser fácilmente mejorada mediante la introducción de una o 
unas pocas mutaciones.26b, 26g En cualquier caso es necesario 
recordar que la optimización de una función enzimática de 
una proteína puede tener consecuencias sobre la estabilidad 
de su estructura. Efectivamente, el diseño de un centro acti-
vo complementario con una cierta distribución de cargas 
correspondientes al estado de transición puede dar lugar a una 
tensión importante entre los residuos que los forman. Esta ten-
sión disminuiría la estabilidad de la estructura global, dando 
lugar a una correlación inversa entre función y estabilidad.27

Un ejemplo de enzima promiscua es la Isocorismata 
Piruvato Liasa (IPL) de Pseudomonas aeruginosa (PchB) 
evolucionada para catalizar la transformación de isocoris-
mato en piruvato y salicilato (ver Figura 6).28 El salicilato 
es esencial para la síntesis de sideróforos, moléculas de bajo 
peso molecular capaces de secuestrar hierro del organismo 
huésped para ser utilizado en el metabolismo de la bacteria.29 
Para esta reacción enzimática se ha propuesto recientemente 
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Figura 5. Geometrías del centro activo del anticuerpo 1F7 conte-
niendo el estado de transición de la reacción (obtenido mediante 
simulaciones computacionales) y un estado de transición análogo 
(obtenido a partir de difracción de rayos X) a la derecha.
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un mecanismo de reacción pericíclico,30 que resulta común 
en la síntesis orgánica pero que raramente se ha sugerido en 
catálisis enzimática. La naturaleza del mecanismo de reac-
ción la confirmamos mediante simulaciones QM/MM con 
las que fuimos capaces de reproducir el efecto catalítico y la 
magnitud de las barreras de energía libre.31 Efectivamente 
pudimos comprobar cómo la transferencia protónica entre 
átomos de carbono y la rotura heterolítica del enlace C-O 
ocurren de forma simultánea aunque asíncrona.31 Los cál-
culos AM1/OPLS mostraron una disminución de la barrera 
de energía libre de 8,0 kcal·mol-1 respecto a la reacción no 
catalizada, en casi perfecto acuerdo con el valor experimental 
(8,5 kcal·mol-1).28b, 32 Teniendo en cuenta el mecanismo por 
el que transcurre la actividad principal de la PchB no resulta 
completamente sorprendente que esta enzima sea capaz de 
presentar actividad promiscua catalizando secundariamente la 
transformación de corismato a prefenato, reacción que tiene 
lugar también mediante un mecanismo pericíclico con rotura 
del mismo enlace C-O (véase la Figura 6). Nuestras simula-
ciones QM/MM (AM1/OPLS) predijeron un efecto catalítico 
mucho menor cuando actúa como CM, con una disminución 
de la barrera de energía libre de 2,3 kcal·mol-1 respecto a la 
reacción no catalizada.33 Lógicamente la presión evolutiva 
que ha sufrido la enzima PchB no la ha optimizado para favo-
recer el proceso de formación de un enlace C-C, necesario en 
la transformación de corismato a prefenato. El análisis de las 
dinámicas moleculares muestran que efectivamente, la distan-
cia C-C entre los átomos que deben formar un nuevo enlace 
en el corismato es significativamente mayor cuando este sus-
trato se encuentra en el centro activo de la PchB que cuando 
se sitúan en el centro activo de enzimas con actividad principal 
de CMs (EcCM y BsCM).33 Basándonos en la comparación 
entre las estructuras del estado de transición obtenidas para 
la transformación de corismato en prefenato en el seno de 
las CMs naturales y de la PchB propusimos una mutación 
que permitiese obtener un centro activo más preparado para 
favorecer dicha reacción. En concreto se propuso la mutación 
de una alanina (Ala38) por un residuo más voluminoso (iso-
leucina) debido a que en la posición equivalente en la EcCM 
aparece una valina. Un residuo más voluminoso en dicha 
posición debe favorecer la aproximación entre los átomos de 
carbono que deben formar enlace durante la actividad CM. 
La mutante propuesta (PchB-A38I) muestra un perfil de energía 
libre con una barrera sensiblemente inferior (4,4 kcal·mol-1) a 

la mostrada por la enzima PchB, siendo sólo 2,0 kcal·mol-1 

mayor que las barreras asociadas a las enzimas BsCM y 
EcCM. Este resultado teórico viene avalado por el resulta-
do experimental obtenido por Mayo y colaboradores34 que 
mostraron que la mutación equivalente en la enzima EcCM 
(Val35Ile) es capaz de aumentar la constante de velocidad 
de la reacción por un factor 1,5, mientras que la mutación 
de la Val35 por Ala (el residuo que se encuentra en esta 
posición en la PchB) reduce la constante de velocidad en 
un factor de 2. Por tanto, una hipotética mutación Ala35Ile 
en la EcCM generaría un aumento de velocidad en un factor 
de alrededor de 3; un efecto en concordancia con nuestra 
predicción en la PchB. 

Así pues, nuestras simulaciones muestran que es posi-
ble diseñar mutaciones dirigidas que aumenten la actividad 
secundaria de una enzima basándonos en la información 
detallada obtenida sobre la reacción química empleando las 
técnicas de la química teórica y computacional. Por otra 
parte, comprobamos que la actividad principal de la enzima 
PchB (IPL) es mucho más robusta frente a las mutaciones. 
Así, en nuestras simulaciones, la mutante PchB-A38I también 
muestra una mayor constante de velocidad para su actividad 
principal, aunque la disminución obtenida para la barrera de 
energía libre es significativamente menor que la observada 
para la actividad secundaria.31

La promiscuidad catalítica de las enzimas, además de 
proporcionar una vía para la obtención de nuevos cataliza-
dores, proporciona también una oportunidad para entender 
el origen de la especialización de diferentes enzimas de 
una misma familia y las vías que la evolución ha encon-
trado para favorecer esta especialización. Un ejemplo 
lo proporciona la superfamilia de enzimas Fosfatasas 
Alcalinas (AP en sus siglas en inglés). Esta familia cata-
liza la hidrólisis de monoésteres de fosfato, diésteres 
de fosfato, monoésteres de sulfato y fosfitos entre otros 
compuestos.35 Las enzimas de la familia, están especiali-
zadas en un sustrato en particular pero presentan actividad 
promiscua con otros sustratos. Esta actividad secundaria 
podría dar lugar, mediante la introducción de mutaciones, 
a una ventaja selectiva para el organismo, permitiendo 
que la selección natural optimizara nuevas enzimas de la 
familia, dando lugar a un proceso de divergencia desde un 
antecesor común. Así, la enzima Fosfatasa Alcalina (que da 
nombre a la familia) cataliza preferentemente la hidrólisis 
de fosfomonoésteres pero muestra actividad secundaria 
catalizando la hidrólisis de fosfodiésteres. Por su parte la 
enzima Nucleótido Pirofosfatasa Fosfodiesterasa (NPP en 
sus siglas inglesas) cataliza preferentemente la hidrólisis 
de fosfodiésteres pero muestra actividad promiscua frente 
a fosfomonoésteres. La relación estructural entre ambas 
enzimas es evidente comparando sus centros activos. Tal y 
como se observa en la Figura 7 ambas contienen dos iones 
Zn2+ en el centro activo con el mismo tipo de coordinación 
(aspartatos e histidinas), un nucleófilo (una serina despro-
tonada en la AP y una treonina desprotonada en la NPP). 
La diferencia principal es la aparición de más residuos car-
gados positivamente (Lys328 y Arg166) en el centro activo 
de la AP así como la cercanía de un ion Mg2+. 

La similitud estructural entre las enzimas AP y NPP ha 
planteado la cuestión de la relación entre estructura y acti-
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Figura 6. Actividades catalíticas principal (IPL) y promiscua (CM) 
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vidad en la familia, cómo se ha producido la evolución y si 
los cambios en la actividad principal son o no reversibles 
mediante una o unas pocas mutaciones. En principio es 
posible imaginar dos escenarios distintos para la evolución 
enzimática. En el primero de ellos la enzima evolucionaría 
para adaptarse a distintos mecanismos de reacción. Mientras 
que los fosfomonoésteres suelen seguir un mecanismo diso-
ciativo en su hidrólisis, los fosfodiésteres prefieren un meca-
nismo más asociativo, por lo que las mutaciones tendrían 
como finalidad ajustarse a las características de un estado de 
transición más expandido en el caso de los fosfomonoésteres 
y más compacto en el de los fosfodiésteres, tal y como se 
puede observar en la Figura 8. En el segundo escenario la 
familia enzimática evoluciona manteniendo un mismo tipo de 
mecanismo de reacción, creando un entorno adaptado a cada 
sustrato pero con un estado de transición similar.36 La inter-
pretación de datos experimentales (provenientes de efectos 
cinéticos isotópicos o relaciones lineales de energía libre) no 
es sencilla debido a la participación de hasta cuatro estados 
de referencia en la hidrólisis de los compuestos de fósforo 
(como se observa en la Figura 8) por lo que es necesario la 
realización de simulaciones teóricas que permitan establecer 
el mecanismo por el que transcurre la actividad enzimática 
proporcionando así una referencia sobre la forma en que se 
pudo producir la divergencia de actividad en esta familia.37

Los resultados de nuestros estudios QM/MM, utilizan-
do un hamiltoniano AM1 ampliado con orbitales d para 
el fósforo38 y los campos de fuerzas OPLS y TIP3P, son 
compatibles con un escenario evolutivo en el que el meca-
nismo de reacción se mantiene inalterado en la familia AP. 
Efectivamente, los fosfomonoésteres sufren procesos de 
hidrólisis siguiendo mecanismos de tipo disociativo tanto 

en disolución acuosa como en el seno de la enzima AP. Sin 
embargo los diésteres reaccionan mediante mecanismos 
diferentes en disolución y en el seno de la NPP. Mientras que 
en el primer caso siguen mecanismos asociativos, mostrando 
distancias cortas del fósforo al nucleófilo y al grupo salien-
te, simultáneamente, en el centro activo de la NPP aparecen 
estructuras con distancias sustancialmente mayores entre el 
fósforo y esos dos grupo, tal y como se observa en la Figura 9. 
Este cambio de mecanismo se explica por la preferencia del 
centro activo por estructuras con una mayor separación entre 
los centros de carga negativas, tanto del nucleófilo como 
del grupo saliente.36 Así, estos resultados sugieren que la 
evolución divergente de la familia se realizó manteniendo 
la preferencia por un mismo tipo de mecanismo, disociativo 
en este caso, y la selección de sustrato se basaría entonces 
en las interacciones establecidas con el grupo fosfato, siendo 
diferentes en el caso de mono y diéster.36 El desafío actual 
es ser capaces de revertir el proceso transformando la NPP 
en una monoesterasa más eficaz y la AP en una mejor dies-
terasa. En ese sentido, mutaciones realizadas recientemente 
muestran que la eliminación del ion Mg2+ del centro activo 
de la AP mejora su actividad diesterasa al favorecer el aco-
modamiento del grupo alquilo adicional.39 

Diseño de novo de Enzimas
En principio, el diseño de novo implicaría la resolución 

del problema secuencia-estructura-función en las proteínas. Es 
decir, conseguir predecir la estructura tridimensional de una 
secuencia particular y cuál será la función que desempeñará. En 
ese caso sería posible llevar a cabo el diseño de proteínas desde 
cero.40 Pero aún estamos lejos de ese objetivo, excepto para 
polipéptidos de menor tamaño. Por eso, utilizaremos el término 
de novo para designar al proceso de diseño de la introducción 
de una función enzimática sobre una estructura preexistente 
que previamente no era capaz de desempeñarla.
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Figura 8. Posibles mecanismos para la hidrólisis de fosfoésteres en 
función de las distancias entre el fósforo y el grupo saliente/nucleófilo.
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Figura 9. Representación de los valores de las distancias entre el 
fósforo y el nucleófilo y grupo saliente obtenidas durante la simula-
ción de la hidrólisis básica del fosfodiéster metil-p-nitrofenilfosfato 
en medio acuoso (azul) y enzimático (rojo). Los valores se han repre-
sentado sobre la superficie de energía libre enzimática que muestra 
claramente que el mecanismo asociativo transcurriría por regiones 
de mayor energía. La flecha verde indica la diferencia entre ambos 
estados de transición.
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En los últimos años se ha puesto a punto una estrategia 
para el diseño de catalizadores biológicos que parte del 
estudio del estado de transición de la reacción utilizando 
métodos ab initio. Se localiza y caracteriza el estado de 
transición en fase gas de la reacción objeto de estudio y 
a continuación se añaden grupos funcionales en el mode-
lo con el intento de estabilizar el estado de transición. 
Estos grupos funcionales intentan mimetizar el efecto que 
determinados residuos podrían tener en un entorno enzi-
mático. Una vez obtenido un modelo truncado de centro 
activo se procede a injertarlo en una determinada estructura 
proteica modificando la correspondiente secuencia. Así, 
Röthlisberger et al. han conseguido desarrollar un nuevo 
catalizador enzimático para la reacción de eliminación de 
Kemp, para la cual no se conoce ninguna enzima natural.41 
La reacción requiere la desprotonación de un átomo de car-
bono, por lo que el modelo truncado en fase gas requiere 
la presencia de una base en las cercanías de dicho átomo. 
En concreto, se utilizó la cadena lateral de un aspartato o 
glutamato, el grupo carboxilato, o bien una diada catalíti-
ca formada por histidina y aspartato. Una vez definido el 
modelo truncado del estado de transición en fase gas se 
procedió a la búsqueda de estructuras proteicas capaces de 
acomodarlo, mediante el empleo del algoritmo Rosetta.42 
En este algoritmo, para cada estructura proteica candidata 
se optimiza la posición y orientación del estado de transi-
ción, considerado rígido en este proceso, y de los aminoá-
cidos que formen el modelo truncado utilizando un campo 
de fuerzas clásico (MM). A continuación se rediseñan los 
residuos más cercanos para maximizar la interacción con 
el estado de transición y la estabilidad del centro activo. 
Durante el proceso el esqueleto de la proteína se considera 
fijo y solamente se permite la flexibilidad de las cadenas 
laterales. La validez del algoritmo de diseño se validó 
comprobando que las estructuras cristalográficas de las 
proteínas así diseñadas se superponían casi perfectamente 
con las predichas por el método computacional. Las nuevas 
enzimas mostraron una constante de velocidad máxima del 
orden de 105 veces mayor que para la reacción sin catalizar. 
Posteriormente, un proceso de evolución dirigida permitió 
incrementar esta actividad hasta alcanzar una constante del 
orden de 106 veces mayor.43 Una estrategia muy similar fue 
utilizada por Jian et al. para diseñar enzimas con actividad 
retro-aldol.44 En este caso el diseño venía complicado por 
el hecho de que la reacción tiene lugar en varias etapas quí-
micas. El máximo aumento alcanzado para la constante de 
velocidad fue en este caso del orden de 104.

Más recientemente se ha empleado la metodología com-
putacional Rosetta para diseñar enzimas con capacidad de 
acelerar una reacción Diels-Alder.45 En este caso el diseño 
estuvo dirigido a optimizar el solapamiento entre los orbi-
tales del dieno y dienófilo. En este sentido, sobre el estado 
de transición en fase gas de la reacción elegida (véase la 
Figura 10) se añadió un aceptor de enlace de hidrógeno que 
interactuase con el dieno (un grupo hidroxilo) y aumentase 
así la energía de su HOMO y un aceptor de enlace de hidró-
geno (un grupo carbonilo) que disminuyese la energía del 
LUMO del dienófilo. Las coordenadas obtenidas mediante 
cálculos mecanocuánticos para el modelo de centro activo 
truncado se utilizaron como punto de partida para el proce-

so de búsqueda, optimización y rediseño de una estructura 
proteica adecuada para acomodar este estado de transición. 
De un total de 84 proteínas diseñadas 2 mostraron actividad 
como Diels-Alderasas. Posteriormente, la introducción de 
mutaciones en los residuos cercanos al centro activo permi-
tió mejorar la eficacia catalítica en un factor 20 aproxima-
damente sobre el diseño original.

Conclusiones y Perspectivas de Futuro
El diseño de catalizadores biológicos asistido por 

ordenador está empezando a ser una realidad tangible. Las 
técnicas proporcionadas por la química teórica y compu-
tacional, esencialmente la caracterización de estados de 
transición y la consideración de las interacciones que se 
ponen en juego en medios tan complejos como los medios 
proteicos, permiten abordar la tarea de diseñar catalizadores 
altamente específicos que sean capaces de trabajar en con-
diciones suaves de pH, presión, temperatura, disolvente… 
Es decir, permiten abrir la puerta a uno de los sueños de 
la industria química y sobre todo de aquella industria que 
pretende ser sostenible y compatible con la conservación 
del medio ambiente. 

En este artículo hemos mostrado las capacidades de 
dos estrategias diferentes para el diseño de nuevos catali-
zadores biológicos. Una de ellas se basa en la optimización 
de interacciones sobre un estado de transición obtenido 
en fase gas y el cribado de estructuras capaces de acomo-
darlo. La principal fortaleza de esta estrategia se basa en 
la capacidad de examinar un gran número de estructuras 
candidatas utilizando para ello campos de fuerza clásicos. 
Las limitaciones provienen de la naturaleza del estado de 
transición, obtenido en fase gas y descrito como rígido con 
un campo de fuerzas clásico durante el proceso de cribado 
de estructuras y de la no consideración de la flexibilidad 
del esqueleto proteico y su dinámica durante el proceso de 
optimización de las estructuras seleccionadas. Tal y como 
se ha señalado recientemente en un análisis computacional 
del funcionamiento de las enzimas diseñadas para catalizar 
la eliminación de Kemp, el uso de modelos en fase gas del 
estado de transición impide tener en cuenta correctamente 

-O2C

O

NHAceptor
O

N

Dador

O

Figura 10. Estado de transición de la reacción Diels-Alder elegida 
para el diseño de una nueva enzima.
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la preorganización del centro activo.46 La otra estrategia 
computacional se basa en la obtención de perfiles de ener-
gía libre, mediante técnicas QM/MM, que permiten anali-
zar las propiedades del estado de transición en el entorno 
en el que tiene lugar la reacción e incluyendo la dinámica 
del sistema completo. El mayor coste computacional 
impide aplicar este procedimiento a un número elevado de 
estructuras candidatas por lo que la búsqueda de mutacio-
nes que mejoren la actividad tiene que estar dirigida por 
el conocimiento de la reacción. Las estrategias futuras de 
diseño de catalizadores deberían ser capaces de incluir el 
efecto de la flexibilidad y dinámica del entorno sobre el 
estado de transición en un protocolo eficaz de predicción 
de secuencias. 

Aunque las capacidades catalíticas alcanzadas hasta el 
momento en el diseño computacional son bastante modestas 
comparadas con las alcanzadas por las enzimas naturales, 
es de esperar que la mejora de los procedimientos y de la 
compresión del fenómeno de la catálisis enzimática permita 
ir mejorando los resultados obtenidos. Sin embargo, es nece-
sario tener en cuenta que las estrategias descritas de diseño 
computacional se aplican únicamente a la etapa química y 
muy frecuentemente únicamente a la más lenta si ésta consta 
de varias subetapas. No es extraño encontrar ejemplos en los 
que la etapa limitante en procesos de catálisis enzimática sea 
la formación del complejo enzima-sustrato o la liberación 
del producto desde el centro activo. La modelización de 
estas etapas es todavía un desafío no completamente resuel-
to ya que es necesario considerar que en muchas ocasiones 
la formación del complejo o la liberación del sustrato impli-
can importantes cambios conformacionales en la proteína. 
Evidentemente la simulación de estos cambios requiere 
la necesaria consideración de la flexibilidad del esqueleto 
proteico por lo que los tiempos de simulación requeridos 
pueden ser muy grandes. 

Otros aspectos fundamentales de la catálisis biológica 
que no son directamente considerados en los protocolos de 
diseño computacional presentados en este artículo son la 
estabilidad de la estructura proteínica frente a cambios en el 
pH, temperatura o disolvente. Estos aspectos resultan claves 
para el desarrollo de catalizadores que puedan ser usados en 
la industria y tal y como hemos expuesto, muchas veces existe 
una correlación inversa entre actividad y estabilidad que debe 
ser considerada para que el diseño tenga aplicación práctica. 

Obviamente, el desarrollo de las capacidades informá-
ticas debe permitir mejorar los aspectos más discutibles 
de las técnicas actuales, tales y como la exploración del 
espacio configuracional y el nivel de tratamiento del sub-
sistema cuántico. La mejora en estos aspectos, junto a la 
consideración de las limitaciones antes reseñadas, debe 
ir permitiendo obtener una gran cantidad de información 
microscópica que no sólo ayude a entender en toda su 
complejidad el fenómeno de la catálisis enzimática sino 
que también sirva para una guía cada vez más eficaz en el 
desarrollo de nuevos catalizadores. No parece improbable 
imaginar una futura industria química donde para cada 
proceso pueda desarrollarse un catalizador específico 
capaz de trabajar en condiciones suaves y por lo tanto 
compatibles con la conservación del medio ambiente y de 
los recursos naturales.
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