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Biocatalisis aplicada. Las enzimas como herramientas utiles

en sintesis organica

Vicente Gotor Fernandez y Maria José Hernaiz Gomez-Dégano

Resumen: La Biocatdlisis juega hoy en dia un papel relevante en el diseno de procesos sostenibles para la preparacion de moléculas organi-
cas. El descubrimiento de la actividad enzimatica en disolventes orgdnicos, asi como la posibilidad de modificar los biocatalizadores a través
de métodos de inmovilizacion en su superficie, o bien su secuencia de aminodcidos mediante métodos de biologia molecular, ha permitido
el diseno de catalizadores robustos y atractivos para el sector industrial. Asi, distintos biocatalizadores pueden trabajar en condiciones si-
milares de reaccién, lo que ha dado lugar al desarrollo de procesos concurrentes acortando rutas quimicas existentes. Esto se ha traducido
en el diseno de estrategias sintéticas mads directas que transcurren con excelentes rendimientos y selectividades. La implementacion de las
biotransformaciones en empresas quimicas multinacionales, asi como la aparicién de companias biotecnolégicas desde inicios del siglo xx1
presenta hoy en dia a las enzimas como herramientas ttiles en procesos sintéticos.
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Abstract: Biocatalysis plays a fundamental role in the design of sustainable processes for the preparation of relevant organic molecules. The
discovery of enzymatic activity in organic solvents together with the possibility of modifying their surface through immobilization techni-
ques, or alternatively their amino acid sequence by using molecular biology techniques, provide access to robust and attractive catalysts for
the industrial sector. The compatibility of different biocatalysts under similar reaction conditions has led to the development of concurrent
processes, which allow the design of straightforward chemical routes with excellent yield and selectivity values. Nowadays enzymes are consi-
dered as versatile catalysts for synthetic transformations since the implementation of biotransformations has been possible in many chemical
multinational enterprises, while the creation of biotechnological companies has suffered an exponential growth since the early xx1 century

until now.
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INTRODUCCION

El empleo de biocatalizadores en el beneficio del ser
humano data de varios milenios atras cuando en el anti-
guo Egipto se empleaban enzimas para la fermentacion de
azucares. Tiempo mas tarde estos procesos se extendieron
a la elaboracion de productos de uso diario como el pan
o ¢l queso. En su génesis, la Biocatdlisis se basaba en el
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uso de células enteras donde las bacterias o levaduras eran
usadas para llevar a cabo los procesos quimicos. En 1858
Louis Pasteur alcanzé un hito historico al realizar la reso-
lucion cinética del acido tartarico en su forma racémica.
Asi, empleando un medio de cultivo donde estaba presente
el hongo Penicillium glaucum, la fermentaciéon cesaba tan
pronto como el enantiéomero (R,R) se habia consumido,
aislando inalterada su antipoda de configuracién (S,S).M
Desde este momento el uso de los biocatalizadores comen-
26 a desarrollarse a través de modelos enzimaticos dejando
las aproximaciones empiricas poco a poco a un lado.

A'lo largo de los anos el empleo de las enzimas en sin-
tesis organica fue alcanzando su madurez, desarrollandose
las primeras biotransformaciones industriales en la déca-
da de los 50 del siglo pasado. En estos casos el estudio de
procesos redox fue mayoritario, dirigido especialmente ha-
cia la hidroxilacion selectiva de esteroides, los cuales son
procesos dificilmente de desarrollar de un modo selectivo
mediante métodos quimicos convencionales.

Sin lugar a duda, el descubrimiento por parte de Zaks
y Klibanov de que algunas enzimas," especialmente las hi-
drolasas, pueden llevar a cabo transformaciones en medios
anhidros, ha marcado un antes y un después en el trans-
currir de la Biocatdlisis. Este hallazgo ha permitido el uso
de biocatalizadores en medios organicos y neotéricos, los
cuales han permitido el desarrollo de nuevas rutas quimi-
cas permitiendo la transformacion de sustratos insolubles
en agua, asi como la posibilidad de desarrollar reacciones
alternativas a los procesos hidroliticos como son las sinte-
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sis de esteres, amidas y otras familias de compuestos orga-
nicos, imposibles de ocurrir en agua.”! La selectividad de
los procesos se ha visto también altamente influenciada, ya
que en estas condiciones es posible evitar reacciones inde-
seadas de hidroélisis y/o racemizacién, pudiendo obtener
un compuesto organico con excelentes rendimientos. Ade-
mas la posibilidad de inmovilizar las enzimas ha permitido
en algunos casos su recuperacion y posterior reutilizacion
durante varios ciclos dependiendo del tiempo y las condi-
ciones de reaccion.

Histéricamente el éxito de una transformacién quimi-
ca venia determinado por el rendimiento alcanzado en el
producto obtenido. Sin embargo, el esfuerzo de las agen-
cias mundiales para la proteccion del medioambiente ha
sido el detonante para presentar a la Quimica como un
medio de bienestar en lugar de un problema social. De
esta manera, se ha concienciado a los cientificos para el
desarrollo de procesos sintéticos dentro de las pautas que
marca la Quimica Sostenible y sus 12 principios,® los cua-
les vienen recogidas intencionadamente bajo el término
inglés productively (de manera productiva):'”! Prevent was-
tes; Renewable materials; Omit derivatization steps; De-
gradable chemical products; Use safe chemical methods;
Catalytic reagents; Temperature, Pressure ambient; In
process monitoring; Very few auxiliary substances; E-fac-
tor, maximise feed in products; Low toxicity of chemicals
products; Yes, it is safe.

La Biocatalisis no ha sido indiferente a esta tendencia,
presentando soluciones quimicas y economicamente via-
bles. En un simple analisis medioambiental de los procesos
enzimaticos podemos darnos cuenta que por norma gene-
ral las biotransformaciones:

a) Emplean biocatalizadores que son biodegradables,
facilmente accesibles a partir de nuestro entorno
natural y que pueden ser reutilizados en muchos ca-
sos, especialmente cuando son usados en su forma
inmovilizada.

b) Transcurren con una elevada selectividad en con-
diciones suaves de reaccion, lo que les conduce a
evitar el desarrollo de estrategias sintéticas basadas
en tediosos pasos de protecciéon y desproteccion
de grupos funcionales, dando lugar a transforma-
ciones mas simples y seguras para el investigador y
equipamiento empleado.

¢) Se desarrollan con una alta eficacia empleando
cantidades cataliticas de biocatalizador, siendo en
muchos casos procesos altamente competitivos en
términos econémicos, y pudiendo acoplar sistemas
de regeneracion del cofactor enzimatico cuando
este es necesario para el correcto funcionamiento
del enzima.

d) Presentan una excelente economia atomica mini-
mizando la formacién de productos secundarios,
los cuales en caso de formarse para un correcto des-
plazamiento del equilibrio quimico son facilmente
eliminables del medio de reaccion. Este es el caso
de la acetona formada a partir de acetato de isopro-
penilo, isopropanol o isopropilamina en procesos
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catalizados por hidrolasas, oxidorreductasas o ami-
notransferasas respectivamente.

e) Permiten desarrollar procesos quimicos previnien-
do la formacion de residuos, como en el caso del
agente antiepiléptico Talampanol, donde el em-
pleo de una estrategia quimioenzimatica permite
ahorrar 340.000 litros de disolventes y 3.000 kilo-
gramos de cromo por cada tonelada de farmaco
producida.

Todo ello conlleva que los procesos biocataliticos desem-
pefien un creciente rol en sintesis organica, ofreciendo
alternativas sostenibles a los procesos quimicos conven-
cionales. Esto se determina a través de herramientas sen-
cillas para la medida del impacto ecolégico de las bio-
transformaciones, pudiendo tener en cuenta los reactivos
y disolventes empleados, asi como todos los productos
involucrados.®

CLASES DE ENZIMAS

La Unién Internacional de Bioquimica y Biologia Molecu-
lar ha disenado una clasificacion de los biocatalizadores en
funcién de su actividad principal. Esto permite agruparlos
en 6 grandes grupos como son las oxidorreductasas (EC 1),
transferasas (EC 2), hidrolasas (EC 3), liasas (EC 4), iso-
merasas (EC 5) y ligasas (EC 6), donde el acrénimo EC
representa las siglas de la Comision Enzimatica (Enzyme
Commision)."? Sin lugar a duda, los 4 primeros grupos son
las que presentan una mayor aplicabilidad en la sintesis de
moléculas de interés.!')

Las oxidorreductasas (EC 1) son enzimas que catali-
zan reacciones redox. Han sido histéricamente las mas
empleadas por su papel en procesos de fermentacion.
Su uso mas habitual incluye tanto la reduccién de dobles
enlaces!"!'! como el proceso reversible de oxidacién tanto
de alcoholes como de aminas, extendiéndose a muchos
otros procesos selectivos de oxigenacion de enlaces C-H
no activados, compuestos aromaticos o heteroitomos en-
tre otros. Todas ellas son transformaciones dificiles de
desarrollar selectivamente mediante métodos quimicos
convencionales.? La mayoria de estas enzimas requieren
el uso de cofactores redox como el NAD (P), FMN o FAD
o sus formas reducidas, los cuales donan los equivalentes
quimicos para el paso de oxidacién u reduccion estudia-
dos. Si bien estos cofactores se comercializan con altos
precios, la posibilidad de acoplar sistemas de reciclaje del
cofactor eficientes ha sido desarrollada con éxito en anos
recientes.!?

Las transferasas (EC 2) como su propio nombre indi-
ca catalizan la transferencia de grupos funcionales como
el metilo, cetonas, aldehidos, glicosilicos etc. Sin lugar a
dudas han llegado a su pleno apogeo con el desarrollo
de reacciones de transferencia de grupos amino. En este
campo las aminotransferasas, y dentro de ellas las tran-
saminasas han liderado una corriente cientifica que ha
permitido la implementacién de procesos biocataliticos
en numerosas empresas quimicas y biotecnolégicas al
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convertir cetonas en aminas enantioméricamente puras
con excelentes rendimientos.!"

Las hidrolasas (EC 3) son los biocatalizadores mas
empleados al permitir no solo la hidrélisis de numero-
sas clases de moléculas organicas (ésteres, carbonatos,
epoxidos, nitrilos, amidas...), sino también los procesos
reversibles de sintesis al sustituir el nucleéfilo empleado,
el agua, por otros como alcoholes, aminas, amoniaco, hi-
dracinas, tioles o peracidos.!'”! Para su correcta actuaciéon
no necesitan la adicion de cofactores, lo que simplifica el
desarrollo de los procesos y rebaja su coste.

Las liasas (EC 4) son biocatalizadores altamente selec-
tivos que catalizan entre otros la formacién de enlaces car-
bono-carbono y carbono-heteroatomo."® Su mecanismo
difiere de aquellos de hidroélisis y oxidacion, al ocurrir a
través de una secuencia de adicion-eliminacién que permi-
te en algunos casos la creacion de varios centros estereogé-
nicos en un solo paso de reaccion como ocurre en ciertas
reacciones catalizadas por aldolasas.!”

Tanto las isomerasas (EC 5) como las ligasas (EC 6) po-
seen una gran versatilidad y aplicabilidad. Por un lado las
isomerasas catalizan reacciones de racemizacion, epime-
rizacion e isomerizacion, y han sido empleadas en trans-
formaciones de azicares. Por otro lado, las ligasas estan
involucradas en procesos de unién de dos moléculas con
la concomitante hidrélisis del enlace de un grupo difos-
fato o trifosfato del ATP. Sin embargo, hasta la actualidad
su aplicaciéon en rutas sintéticas quimioenzimaticas no ha
recibido niveles de atencién tan altos como las clases ante-
riores de enzimas.

Actualmente, existe un creciente interés por el des-
cubrimiento de nuevas actividades biocataliticas, y que se
ha dado a conocer con el término de promiscuidad bio-
catalitica. Asi, el hecho de que enzimas hidroliticos como
las lipasas catalicen reacciones de formacion de enlaces
carbono-carbono o carbono-nitrégeno, ha despertado una
inusitada curiosidad por estudiar los aspectos mecanisticos
que hacen que las triadas cataliticas de estas hidrolasas fa-
vorezcan estos procesos no convencionales.®!

HERRAMIENTAS PARA LA PRODUCCION
DE BIOCATALIZADORES MEJORADOS

En los ultimos 40 anos se ha experimentado un gran
avance cientifico y tecnolégico en la ingenieria de protei-
nas y en las estrategias dirigidas a generar el biocataliza-
dor deseado para cada bioproceso.™ Asi, son numerosas
las estrategias que se han ensayado para obtener nuevos y
mejores catalizadores, aunque se pueden agrupar funda-
mentalmente en tres categorias: 1. Busqueda de nuevas
enzimas naturales a través de screening de organismos y
metagenomica; 2. Obtencion de biocatalizadores mediante
mutagénesis y evolucion dirigida; 3. Diseno de novo, enzi-
mas a la carta.!2

Los métodos tradicionales para identificar nuevas en-
zimas estan basados en el aislamiento de nuevos microor-
ganismos a partir de muestras ambientales o de coleccio-
nes de cepas. Los microorganismos son una fuente muy
versatil de enzimas, pudiéndose aislar nuevos microor-
ganismos productores mediante cribado o “screening” a
partir de distintas fuentes naturales y/o de colecciones
tipo. Sin embargo, estos métodos de cultivo de microorga-
nismos han limitado el analisis s6lo a aquellos que pueden
crecer en condiciones de laboratorio, y que representan
a una muy pequena parte de la gran diversidad microbia-
na, dejando una gran cantidad de microorganismos por
explorar.?

Dentro de las estrategias para el descubrimiento de bio-
catalizadores mejorados, las técnicas metagenomicas son
consideradas hoy en dia como potentes herramientas. Esta
aproximacion consiste en aislar directamente el ADN de
muestras ambientales (ADN metagenémico), secuenciarlo
y, mediante el analisis de las secuencias obtenidas, identi-
ficar genes y su posible funcién. Una vez que se identifica
la actividad enzimatica deseada, se aisla el gen respectivo y
se clona para sobreexpresarlo, lo que permite producir la
enzima en grandes cantidades.

La mutagénesis racional y la evolucién dirigida de en-
zimas son también dos estrategias que permiten mejorar
distintas propiedades de los biocatalizadores, tales como el
aumento de la eficacia catalitica y/o estabilidad, modifica-
cién de las condiciones 6ptimas de reacciéon, mayor reco-
nocimiento de sustratos o busqueda de nuevas actividades
(Figura 1). La primera de ellas se basa en la modificacién
justificada de residuos concretos de la estructura de la

Desarrollar biocatalizadores con propiedades que se ajusten
a las condiciones de trabajo en los procesos industriales es
una necesidad importante dentro de la Biocatalisis. Como
ya hemos indicado, la utilizacién de los biocatalizadores en
la industria quimica presenta una serie de ventajas respecto
a otros tipos de catalizadores. Sin embargo, el uso de enzi-
mas en procesos industriales no ha alcanzado su completa
madurez, ya que es comun encontrar que las condiciones
para la biotransformacién en pequena escala no son las mas
apropiadas para el proceso industrial. Asi, las enzimas o cé-
lulas pueden ser inestables, presentar una baja especificidad
por el sustrato, baja actividad y estabilidad o no actuar con
la enantioselectividad requerida. Esto obliga a buscar o de-
sarrollar nuevos biocatalizadores con las propiedades reque-
ridas, es decir, hechas a la medida del proceso.
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Figura 1. Disefio racional y evolucion dirigida
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enzima. Por otro lado, la evolucion dirigida ha sido una he-
rramienta alternativa poderosa para modificar la funcién
enzimatica y, especificamente, para ajustar las propiedades
cataliticas a las condiciones deseadas. La evolucion dirigi-
da, “evolucion in vitro” o “diseno no racional” de enzimas
no difiere mucho de la hipétesis evolutiva sugerida por
Darwin. En la evolucién in vitro se aplican procesos mu-
tagénicos aleatorios a un gen, generandose cierta diversi-
dad representada en una genoteca de mutantes. Esta ge-
noteca de variantes de la secuencia original es sometida a
un proceso de seleccién, del cual se obtienen candidatos
mejorados que serdn nuevamente sometidos a procesos de
mutacion. Una combinaciéon apropiada y repetida de los
distintos métodos de generacion de variabilidad acoplados
a buenos métodos de seleccion puede producir enzimas
con las propiedades cataliticas deseadas.*!!

INMOVILIZACION DE ENZIMAS

A pesar de las ventajas que las enzimas presentan frente a
los catalizadores tradicionales, el empleo de estos biocata-
lizadores no se ha generalizado en la industria, debido a
varias razones como son su limitada estabilidad, ya que son
proteinas que se pueden desnaturalizar y perder totalmen-
te su actividad, o bien la dificultad que entrana su separa-
cion de los sustratos y productos en el medio de reaccién,
lo que impide su reutilizacion.

La inmovilizaciéon de enzimas ha logrado superar estos
inconvenientes, permitiendo que aumente la productivi-
dad del catalizador (medida como kg de producto obteni-
dos por kg de enzima) y que muchos procesos industriales
sean rentables econémicamente en la actualidad.'! Este
proceso restringe o reduce en mayor o menor medida la
movilidad conformacional de las enzimas por su unién a
un soporte, para dar lugar a formas insolubles que retienen
su actividad catalitica y que pueden ser reutilizadas.

En general, los métodos de inmovilizacion se suelen
clasificar en dos grandes categorias: la retencion fisica y
la unién quimica. En los primeros no hay formacion de
enlaces covalentes mientras que esta si ocurre en los segun-
dos. La adsorcién y el atrapamiento de enzimas en soportes
porosos o confinamiento de enzimas en membranas semi-
permeables son los principales métodos de inmovilizacion
por retencion fisica, mientras que la unién covalente de la
enzima al soporte y el entrecruzamiento son los métodos
por unién quimica mas destacados (Figura 2).15 21

La unién covalente de una enzima a un soporte es quiza
el método de inmovilizacion mas interesante desde el pun-
to de vista industrial. La unién covalente a soportes sucede
tras el ataque nucleofilico de determinados aminodcidos
expuestos hacia el exterior de la superficie de la enzima so-
bre grupos quimicos reactivos de un soporte previamente
funcionalizado.

Aunque se han desarrollado y aplicado muchas técni-
cas de inmovilizacion a numerosos enzimas, se reconoce
que no existe un método universal valido. No obstante,
gracias a toda la informacion disponible en la actuali-
dad, se podria seleccionar la técnica mas adecuada para
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Figura 2. Métodos de inmovilizacién de enzimas: A) Retencion fisica; B) Union quimica

utlizar una enzima destinada a una aplicacién concreta.
Entre otros factores, la eleccion del método de inmovili-
zacion ha de tener en cuenta las condiciones de la reac-
cion, el tipo de reactor que se vaya a utilizar y el tipo de
sustrato que tenga que ser procesado. I

INGENIERIA DEL MEDIO DE REACCION

El uso de enzimas para lograr reacciones muy especificas
en medios no acuosos es de gran utilidad en la industria
quimica y farmacéutica. La mayoria de los bioprocesos se
llevan a cabo en reactores bajo condiciones extremas de
reaccion, muy distintas de las que se dan en el ambiente
natural de las enzimas. Por eso, la ingenieria del medio
de reaccion se define como el conjunto de herramientas
que disenan las condiciones adecuadas para que una en-
zima pueda catalizar en sus niveles de maxima actividad y
estabilidad una reacciéon quimica en cualquier medio, ya
sea el convencional (agua), o no convencional (disolventes
organicos, neotéricos o bien sin disolvente).**

Bajo la denominacion de medios no convencionales se
agrupan a los disolventes organicos miscibles o inmiscibles
con el agua, lo cual dependera de su valor de log P. Por ello
dependiendo de la concentraciéon de agua que exista en
el medio y la naturaleza del disolvente organico, las reac-
ciones enzimaticas pueden llevarse a cabo en tres sistemas
diferentes:

1. Sistema monofasico, formado por agua y un cosol-
vente organico miscible con ella. Los disolventes
mas utilizados son los alcoholes de cadena cor-
ta (MeOH, EtOH o PrOH) o disolventes polares
(DMSO, DMF, acetona, dioxano y THF entre otros).
En general la mayor parte de los cosolventes se em-
plean hasta aproximadamente un 10% (v/v) sin
observarse una pérdida de la actividad enzimatica,
pudiendo en algunos casos usarse proporciones li-
geramente superiores al 50%. Si la proporcién al-
canza un cierto umbral, el agua esencial unida es
eliminada conduciendo a la desnaturalizaciéon del
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biocatalizador. Este hecho es debido a que estos di-
solventes polares son capaces de competir con los
puentes de hidrégeno formado entre la proteina y
la capa de agua fuertemente unida. Estos sistemas
monofasicos formados por agua y un codisolvente
polar son especialmente ttiles cuando uno de los
sustratos es muy polar y el otro apolar, siendo am-
bos sustratos solubles en la mezcla agua-disolvente
polar elegida.®!

2. Bifasico o sistema de dos fases. El sistema estd com-
puesto por una fase acuosa que contiene a la enzi-
ma disuelta y otra donde se encuentra el disolvente
inmiscible con el agua. El sustrato y/o producto
suelen presentar caracteristicas hidrofébicas por lo
cual pueden localizarse en la fase organica, si solo
el producto se localiza en la fase organica facilitara
su extraccion y separacion. Entre la fase acuosa y la
fase organica se forma una interfase donde se situa-
ra el enzima y habrd una concentracién limitada de
compuestos organicos (sustrato y producto) alrede-
dor de la misma, por lo que se evita la inhibicion
enzimatica. La biotransformacién solo se produce
en la fase acuosa y la presencia de las dos fases faci-
lita la eliminacién del producto de la superficie de
la enzimay por ello que se complete la reacciéon con
mayor rapidez. Sin duda es necesaria, una correcta
transferencia de masa de sustrato(s), producto(s) y
biocatalizador entre las dos fases, por lo que es cru-
cial la agitacién.®"

3. Disolvente organico puro. Las enzimas en su forma
nativa son insolubles en disolventes orgdnicos, por
lo tanto, el enzima estara suspendido en la presen-
cia del disolvente organico (enzima en polvo liofi-
lizada o enzima inmovilizada). En estos sistemas la
cantidad de agua es un parametro muy importante
para la actividad enzimadtica, ya que para mantener
su actividad se necesita de una minima cantidad de
agua. Esta cantidad de agua suele ser una monoca-
pa alrededor de las moléculas de enzima y el resto
del medio puede ser el disolvente no convencional.
El agua se distribuye entre las distintas fases presen-
tes en el sistema. Parte de ella se une a la enzima,
otra parte se disuelve en el disolvente y una tercera
en el soporte, polimeros u otras sustancias. El grado
de hidrataciéon de la enzima es el parametro clave
(actividad de agua), debiendo ser este valor < 1.

ENZIMAS EN DISOLVENTES NEOTERICOS

Los disolventes constituyen el mayor porcentaje de
residuos que se genera en la industria quimica y farma-
céutica, teniendo un gran impacto en el aumento del fac-
tor E.*" Por ello muchas companias se han centrado en
minimizar el uso o sustituir los disolventes toxicos tradi-
cionales por disolventes neotéricos, desarrollando guias
para ayudar a los quimicos en la selecciéon de disolventes
mads sostenibles.® Entre dichos solventes los mds utili-
zados en Biocatalisis son: fluidos supercriticos (FSCs),
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liquidos i6nicos (LIs) y biodisolventes (disolventes que
provienen de biomasa).?"

Fluidos supercriticos. EI concepto de FSC hace referen-
cia a un estado de la materia en el cual el compuesto se
comporta como un fluido, mostrando propiedades al mis-
mo tiempo de gas y liquido. Asi, presentan unas propie-
dades muy interesantes para su aplicacién en procesos de
reaccion y extraccion, siendo reutilizables con la simple
presurizacién del sistema para volver a las condiciones su-
percriticas. La elecciéon de un FSC para realizar un pro-
ceso enzimadtico viene impuesta, en primer lugar, por las
condiciones de presiéon y temperatura criticas del propio
fluido, de manera que sean compatibles con la actividad
de los catalizadores biolégicos. Asimismo, es necesario que
el fluido no inactive la enzima por reaccién quimica con la
misma. Desde el punto de vista industrial, la seleccion del
fluido también viene determinada por criterios econ6émi-
cos y de seguridad, si bien el elevado coste de los equipos
no ha permitido una aplicaciéon mas extendida de los FSCs
en procesos enzimaticos industriales.

Existen numerosos ejemplos de reacciones enzimaticas
en presencia de fluidos supercriticos.®™ De entre todos los
FSCs, el dioxido de carbono (CO,) es el FSC mas utiliza-
do en reacciones enzimatica, ya que puede acelerarlas en
varios 6rdenes de magnitud, siendo ademas sencillamente
eliminable al final del proceso. Asi, diferentes hidrolasas
han sido utilizadas en este medio, especialmente lipasas,
proteasas y glicosidasas. Existen numerosos ejemplos don-
de se ha observado un mejor comportamiento de las en-
zimas en FSC que en disolventes organicos tradicionales,
como han descrito Matsuda et al. para la resolucion ciné-
tica del 1-feniletanol catalizada por la lipasa de Candida
antarctica de tipo B (CAL-B) inmovilizada en un soporte
cerdmico y comercializada en su forma Novozyme 435.51
Asi, es posible obtener el producto deseado con un 99% de
eeyun 50% de rendimiento (Esquema 1A).

Por otro lado, Polacci et al.®® han descrito como el
scCO, puede modular la acilacion regioselectiva de aziica-
res usando la lipasa de Candida rugosa (CRL). Asi, en el
ejemplo mostrado en el Esquema 1B, se obtiene exclusiva-
mente un derivado de la glucosa acilado en la posiciéon 3
con un 91% de conversién.

Liquidos ionicos. Los LIs son sustancias liquidas a tempe-
ratura ambiente formadas exclusivamente por iones. Entre
sus caracteristicas destacan su baja presion de vapor, gran
estabilidad tanto térmica como quimica, bajo punto de fu-
sion, reciclabilidad y capacidad para disolver gran variedad

0
A) OH OH
0 CAL-B QJ\
+ e R +
)J\o/\ scC0, N
l Pz
rac-Alcohol (R-Acetato (S)-Alcohol
B] oTr
) 0Tr
0 CRL 0
HO OMe
0, + _—
Ho~ e I oo, 0
— < OH
OH

0

Esquema 1. Procesos catalizados por lipasas empleando scCO, como disolvente:
A) Acilacion enantioselectiva del 1-feniletanol; B) Acilacion regioselectiva de un azticar
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OH . . . [
HO OHOHO <o comerciales como el ciclopentenil metil éter, el lactato de
GlcNAC HO&W%OH etilo, el 2-metiltetrahidrofurano o el glicerol.® Este tipo
HO _OH -Gal3 cal 10: oA NHAG de disolventes han sido ampliamente empleados, como por
HO&/O _— ak-p(1-3)-GleNAe ejemplo en la sintesis regioselectiva de Gal-$(1—3) GalNAc
OH no, GalNAG HO oH  HO OH y Gal-B(1—-3)GIcNAc (Esquema 2), obteniéndose los disa-
PNP-B-Gal ~ ‘o 0 o 0 o caridos con rendimientos cuantitativas y completa regiose-
i 33,34
oH Ho OH OH NHAC lectividad. 31
Gal-p(1-3)-GalNAc
Ho 0 Ho 0
Ho OH OH
NHAC NHAc BIOTRANSFORMACIONES INDUSTRIALES
GlcNAc GalNAc
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Esquema 2. Reacciones de transglicosidacion catalizadas por la p-gal-3 de Bacillus
circulans empleando Lls o biodisolventes derivados del glicerol

de compuestos organicos, lo que facilita su empleo en Bio-
catdlisis. La estructura del cation y aniéon modulan sus pro-
piedades fisico-quimicas, e influyen a su vez notablemente
en las reacciones enzimaticas mediante la alteracion de la
estructura, actividad, selectividad y estabilidad de las enzi-
mas.

Durante los ultimos anos, el empleo de distintas clases
de LIs en reacciones enzimaticas estd teniendo un enor-
me auge, tanto industrial como a nivel de laboratorio, ya
que se han postulado como sustitutos adecuados de los
disolventes organicos volatiles, al no causar problemas
de desactivacion enzimatica, aumentar la selectividad
del biocatalizador y evitar los efectos medioambientales
perjudiciales derivados de la alta volatilidad de estos ulti-
mos. Por ejemplo, se ha estudiado el efecto de LIs sobre
la actividad de diferentes pB-galactosidasas para la sintesis
del disacaridos, destacando el caso de la $-Gal-3 de Baci-
llus circulans (Esquema 2), donde se observé que el uso
de [Bmin][PF6] conduce a un aumento importante del
rendimiento de la reaccion de transglicosilaciéon, mante-
niendo la regioselectividad hacia la formacién de enlaces
B(1-3).15%

Biodisolventes. Provienen de fuentes renovables por
lo que constituyen en si mismos una forma de evitar re-
siduos, convirtiendo lo que seria un potencial residuo en
un nuevo disolvente. Los biodisolventes mas conocidos y
utilizados son el etanol y el metanol, aunque existen otros

A F

Las principales clases de enzimas que permiten el pleno
desarrollo de la Biocatalisis en sintesis organica son las
oxidorreductasas,®! transaminasas'®*%! e hidrolasas.”” Sin
duda alguna, la modificacién de la secuencia de aminoa-
cidos de una proteina ha permitido la implementacién
de procesos enzimdticos industriales mas eficaces, desta-
cando en esta década la colaboracion entre Merck & Co.
y Codexis en la produccion de (R)-sitagliptina, el princi-
pal ingrediente activo de Januvia, medicamento emplea-
do en el tratamiento de la diabetes de tipo II. Asi, fue
posible evolucionar una transaminasa con escasa pero
medible actividad hacia prositagliptina permitiendo una
sintesis eficiente de la (R)-sitagliptina tras 27 mutaciones
de la enzima nativa (Esquema 3A).%% En el proceso op-
timizado a 40°C es posible obtener el producto final en
forma enantiopura con un rendimiento aislado del 92%,
tolerando una concentraciéon de sustrato de 200 g/L al
emplear DMSO como cosolvente. Sin duda alguna, la
ruta quimioenzimatica propuesta supera las limitaciones
de los métodos quimicos descritos como el empleo de la
reaccion de inversiéon de Mitsunobu o hidrogenaciones
selectivas con catalizadores de rodio.!®”

La empresa Codexis ha desarrollado un proceso de
biorreduccién eficaz para la produccion del antiasmatico
Montelukast, el cual se conoce en el mercado con dis-
tintos nombres como Singulair, Everest o Senovital en-
tre otros. La evolucion de una alcohol deshidrogenasa
(ADH) ha conseguido aumentar 3000 veces la actividad
de la enzima nativa, obteniéndose el alcohol en forma
enantiopura y cuantitativa (Esquema 3B). Este proceso

Transaminasa

Disolvente

CF3 NH,

B) AN

OMe NADPH

ADH

NADP* OMe

0 CF5

99 §
¢l NS N

SRS |

Esquema 3. Reaccion de interés en la preparacion de farmacos: A) Biotransaminacion en la sintesis del antidiabético Januvia; B) Biorreduccion en
la sintesis del antiasmatico Montelukast
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0
/N
Ok
O O - Halohidrina o 0
desahalogenasa 0 NacN

ATORVASTATINA

NADPH NADP*

Gluconolactona <¥

Glucosa
Glucosa DH

CADENA LATERAL

F ADH OH O 0
cl M 0 /\ cl M 0~ M 0™ | S0, >

Esquema 4. Estructura de diversas estatinas y aplicacion de una sintesis quimioenzimética que emplea una alcohol deshidrogenasa y una halohidrina deshalogenasa en la
preparacion de un fragmento de su cadena lateral

se lleva a cabo a 45°C, con una concentracion inicial de
sustrato de 100 g/L en una mezcla de isopropanol (que
cumple también el papel de sustrato auxiliar para la re-
generacion del cofactor), agua y tolueno, lo que favorece
la solubilidad de tanto de la cetona de partida como del
alcohol, que finalmente se purifica por una simple filtra-
ci6n. 10

Otro ejemplo ilustrativo lo encontramos en la produc-
cion del sintén quiral de la cadena lateral de estatinas como
la Atorvastatina (Esquema 4), empleada para disminuir los
niveles de colesterol en sangre y asi evitar dolencias car-
diovasculares.! La estructura comin de las estatinas estd
formada por un ntucleo central heterociclico nitrogenado,
y una cadena lateral derivada del acido (3R,5R)-3,5-dihi-
droxiheptanoéico. Codexis ha desarrollado un proceso en-
zimatico para la sintesis de la cadena lateral que permite
su produccioén a gran escala en un proceso de dos pasos
enzimaticos. En el primero se utiliza una ADH para reducir
el 4-cloro-3-oxobutanoato de etilo, obteniendo en forma
enantiopura el (S)-4-cloro-3-hidroxibutanoato de etilo con
un 96% de rendimiento. En un segundo paso se utiliza una
halohidrina deshalogenasa para llevar a cabo la sustitucion
nucleofilica del cloro por un grupo ciano a temperatura
ambiente y pH neutro. Inicialmente en ambas reacciones
la actividad de la enzima nativa era muy baja y mediante su
modificacién evolutiva se consiguié aumentar la actividad
en ambos casos, resultando un excelente ejemplo de dise-
no de un proceso biocatalitico benigno.!? <l

REACCIONES CONCURRENTES

El diseno de procesos cataliticos y asimétricos se basa prin-
cipalmente en el uso de tres tipos de catalisis, la metalica, la
organocatalisis y la Biocatalisis.*?! La compatibilidad de las
enzimas con distintos tipos de catalizadores ha sido demos-
trada largamente a lo largo de los anos, principalmente en

el diseno de procesos de resolucion cinética dinamica de
alcoholes y aminas.[*] En estos procesos, la combinacién
de un paso de acilacion catalizado por una lipasa con la
racemizacion in situ del enantiémero que reaccion mads
lentamente, permite obtener ésteres y amidas con exce-
lentes excesos enantioméricos y rendimientos aislados. Sin
embargo, en los ultimos anos es creciente el empleo de
enzimas en procesos que ocurren de manera concurrente,
permitiendo obtener moléculas de alto valor y compleji-
dad tras una biotransformacion que se desarrolla en varios
pasos.[*4

Existen muy diversas maneras para llevar a cabo estos
procesos concurrentes, ya sea utilizando varias enzimas
en forma aislada o bien co-inmovilizadas, empleando un
microorganismo que contenga diversas actividades enzi-
maticas, o bien co-expresando diversos genes en un solo
plasmido. Asi, recientemente, Turner y colaboradores
han descrito la transformacion de alcoholes racémicos
en aminas 6pticamente activas a través de un proceso en
cascada donde ambos enantiomeros del alcohol son ini-
cialmente oxidados hacia el intermedio cetona emplean-
do dos alcohol deshidrogenasas (ADHs) de opuesta se-
lectividad (Esquema 5)." El grupo carbonilo resultante
experimenta una posterior reaccion de aminacion reduc-
tiva desarrollada en el mismo recipiente (one-pot), que es
catalizada por una amino deshidrogenasa (AmDH), em-
pleando el amoniaco como donador del grupo amino.
Destaca el hecho de que el agua es obtenida como ino-
cuo producto secundario global de la reaccion, siendo
una cascada redox autosuficiente ya que los cofactores
para ambos procesos enzimdticos simples se van regene-
rando en one-pot. De esta manera se han obtenido una se-

OH
o
R
R

R=H, Me, F, Cl, Br
ADHs
OH ADHs 0 AmDH NH, NH, 0
R1j\ R2 Disolucion tampon R1J\ R2 ; ; R‘/\ R2 J©/\ # /@)J\
p':\l;f NHyNH;#  Hz0 R R

Esquema 5. Disefio de un proceso en cascada y one-pot para la transformacion de alco-
holes racémicos en aminas dpticamente activas

Esquema 6. Co-expresion de una monooxigenasa, dos alcohol deshidrogenasas de se-
lectividad opuesta y una transaminasa para la transformacion de etilbencenos en (R)-
1-feniletanaminas
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0 L-AAD 0 Do L-Hic 0 un lado, el empleo de técnicas de inmovilizaciéon ha con-
R/\HKOH R/\ﬂ)k OH ﬁ' R/\HL OH ducido a enzimas mas estables y resistentes a medios orga-
NH, 120, N 0 NADH  NAD* OH nicos mientras que, por otro, su diseno racional, basado en
c0, L/ oo, técnicas de .m.odehzaaor.l molecular y Qe evoluao.n (‘11.r1g1—
FDH da, ha permitido una mejora de las actividades enzimaticas.
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Esquema 7. Cascada redox para la preparacion de (R)- y (S)-hidroxiacidos a partir de
L-aminoécidos

rie de aminas de configuraciéon R con alta pureza 6ptica
en reacciones a 30°Cy tras 48 horas de reaccién, abrién-
dose la posibilidad de disenar procesos alternativos para
la obtencién de aminas de configuracion opuesta.*®

La sintesis de aminas 6pticamente activas es un reto de
gran interés para el quimico orgdnico hoy en dia, y otras
rutas estan siendo exploradas. Por ejemplo, el propio gru-
po de investigacion de Turner, ha descrito recientemente
un proceso de C-H aminacion empleando un sistema de cé-
lulas enteras donde actiian una monooxigenasa (MO), dos
alcohol deshidrogenasas de selectividad opuesta (ADHs) y
una transaminasa (TA) para obtener una serie de (R)-1-fe-
niletanaminas 6pticamente activas a partir de etilbencenos
(Esquema 6)."! Este es un proceso elegante que se basa
en la co-expresion de cuatro genes distintos en un solo ca-
talizador.

La co-expresion de varios catalizadores en un solo
plasmido ha sido también aplicada por Kroutil y colabo-
radores permitiendo la transformacién cuantitativa de
L-aminoacidos tanto en (R)- como en (S)-hidroxiacidos
a una concentracién de 200 mM." Esta biotransforma-
cion implica la preparacion de un triple biocatalizador
que contiene las actividades de una L-aminodcido desa-
minasa (L-AAD) responsable de la conversion de los ami-
nodacidos en cetodcidos, los cuales son posteriormente
reducidos por una 2-hidroxiisocaproato deshidrogenasa
(Hic) requiriendo de una formiato deshidrogenasa
(FDH) para la regeneracion del cofactor NADH. La pre-
paracion de este tipo de construcciones enzimaticas sim-
plifica su uso individual y la optimizacion de las etapas
sucesivas (Esquema 7).1

CONCLUSIONES Y PERSPECTIVAS

El diseno de nuevas moléculas organicas mas efectivas en el
tratamiento de diversas enfermedades o la preparacion de
materiales quimicos con una mayor aplicabilidad son sen-
cillamente algunas de las tareas que el quimico organico
debe afrontar. Para estos y otros fines, el vertiginoso avance
de muchas dreas cientificas ha permitido que actualmente
se dispongan de numerosas herramientas sintéticas. Entre
todas ellas, Ia Biocatalisis se presenta como una alternativa
atener en cuenta para el desarrollo y la mejora de procesos
quimicos muy diversos.

Los avances alcanzados gracias a la modificacion del
biocatalizador, presentan a las enzimas como aceleradores
utiles de un gran nimero de reacciones quimicas. Asi, por

Www.rseq.org

Su compatibilidad con otros biocatalizadores y catalizado-
res no enzimdticos ha permitido a su vez el diseno de pro-
cesos altamente complejos pero que transcurren con una
excelente selectividad y alta eficacia tanto energética como
atémica.

Sin lugar a dudas, la Biocatdlisis tiene un largo cami-
no que recorrer debido a la complejidad de la estructura
proteica de los enzimas,® pero que sin embargo es modu-
lable debido a la sencillez para modificar hoy en dia esas
cadenas aminoacidicas y a la posibilidad de llevar a cabo un
diseno racional de las mismas a través de calculos computa-
cionales.” Todo ello se traduce en la generacién de cata-
lizadores mas eficaces y selectivos, que ademas pueden ser
compatibles con el uso de otras metodologias. A lo largo
de anos recientes, han ido apareciendo sus primeras aplica-
ciones en la quimica de flujo™ o el empleo de irradiacién
por microondas,”™ todo ello hace que la Biocatalisis se
presenta ante el quimico organico como una herramienta
atil de sintesis y con una aplicaciéon evidente en el sector
industrial.
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