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El uso de biocatalizadores en sintesis organica se ha convertido en una
practica habitual complementaria a los procesos industriales convencionales,
introduciendo novedosas utilidades y aplicaciones, especialmente en la obtencién de
moléculas de alto valor afiadido.

A lo largo de esta monografia, que representa la n° 35 de esta Real
Academia, los lectores descubriran un abanico de opciones y posibilidades que
introduce el empelo de los biocatalizadores y que inciden de lleno en el ambito de la
biologia molecular, la biotecnologia y la quimica sostenible.

Los autores abordan de manera magistral los diferentes campos asociados
haciendo especial hincapié en la sintesis selectiva de farmacos como, por ejemplo,
la preparacion de farmacos homoquirales de importancia fundamental en la eficacia
y seguridad de numerosos medicamentos.

En el capitulo 1° el profesor Ballesteros, hace una revision en la que se
presenta una interesante secuencia de la evolucion del Instituto de Catalisis y
Petroleoquimica, abordando los diferentes temas de investigacién desarrollados por
él y su equipo desde el afno 1969. Comenzando con las enzimas de biosintesis de

Histidina en Escherichia coli, consiguiendo obtener y mapear excelentes mutantes

Prélogo | 3


https://core.ac.uk/display/230313091?utm_source=pdf&utm_medium=banner&utm_campaign=pdf-decoration-v1

reguladores en el operon y mapear los genes reguladores hisO, hisR, hisS y hisT.
En 1973 profundizaron en la investigacion con nucleasa de Staphylococcus aureus
inmovilizada sobre soportes solidos insolubles para su utilizacion en catalisis
heterogénea, ensayando con soportes de agarosa y diferentes sistemas de
inmovilizacién para aplicaciones practicas, lo que dio origen ori a numerosas tesis
doctorales, en una linea de investigacion que se prolongo has el afo 1991. En el afio
1976, iniciaron otra linea de investigacion con hidrogenasas de C. pasterianum y de
C. vinosum, fruto de una estancia del profesor Ballesteros en el laboratorio del
profesor Nathan Kaplan en la universidad de California. A medida que progreso la
investigacion utilizaron hidrogenasas de otras procedencias como el alga verde
Chlamydomonas reinhardii o la Bradyrhizobium japonicum, profundizando en el
complejo sistema de la biofotolisis del agua con fines practicos. En el afio 1987 se
inicia la linea de investigacion del Instituto con mayor potencial industrial. El uso de
las lipasas y las enzimas relacionadas. Se comienza con la presente en C. rugosa
inmovilizada sobre Sepharosa, consiguiendo importantes avances en la desacilacion
de derivados de beta-D-galactopiranosa y en la acilacién regioselectiva de la
sacarosa y en la preparacion enzimatica de aditivos alimentarios. La incorporacion
de las nuevas tecnologias de inmovilizacion sol-gel en el afio 1993, abrid las puertas
a nuevas alternativas de atrapamiento de biocatalizadores y también al desarrollo
de biosensores y de ligandos para biodiagnéstico. Dentro del IV Programa Marco de
la Union Europea se financié un proyecto europeo que les permitid investigaciones
sobre enzimas cuyos sustratos fueran glucidos, como la Ciclodextrina
glucosiltransferasa (CGTasa) y la Dextran-sacarasa (DSasa) del que salieron

también numerosas tesis doctorales con diferentes aplicaciones de interés, como la
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obtencién de oligosacaridos prebidticos como los fructoologisacaridos (FOS). En el
ano 2006, introdujeron una nueva linea de investigacion usando enzimas diversas
para la modificacion quimica de vitaminas antioxidantes (vitaminas C y E) y de
resveratrol, asi como en la aplicacién de nuevas herramientas moleculares aplicadas
en biocatalisis, tales como la mutagendmica y la evolucion molecular dirigida. El
autor finaliza con unas reflexiones finales sobre los afios pasados, con especial
énfasis en las posibilidades que, a su juicio, tendran mayor impacto y relevancia en
el futuro. Aporta 130 citas bibliograficas de gran interés.

En el tema 2° se aborda la fermentacion industrial para la produccién de
metabolitos secundarios de interés farmaceéutico. En el capitulo, los doctores
Francesco Molinari y Flavia Marinelli, introducen el tema resaltando su importancia
en los ultimos 5 afos, con un mercado de 50 billones de dolares y resumiendo su
interesante evolucion historica desde el siglo XIX, destacando que la mayoria de los
antibidticos del mercado hoy en dia son modificaciones semisintéticas de los
productos microbianos de fermentacién. Continua detallando los procesos
productivos, describiendo diferentes sintesis de medicamentos utilizando estrategias
avanzadas como la mutagénesis o los programas de mejora de lineas,
profundizando en las sintesis de estatinas, de antibidticos antibacterianos,
resefiando en estos ultimos el problema de las resistencias y los avances con
nuevos medicamentos para minimizarlas, los antibidticos antitumorales y de los
agentes inmunosupresores. Aporta 51 citas bibliograficas.

En el capitulo 3° el Dr. José Manuel Guisan describe los diferentes sistemas
de enzimas inmovilizados con la finalidad de conseguir su mejora funcional. En

primer lugar, describe las estrategias de purificacion de éstos a través de las
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diferentes variantes cromatograficas y diferenciando las metodologias que se utilizan
con las enzimas nativos y los de naturaleza recombinante. Relaciona las diferentes
alternativas de inmovilizacion en funcion de las caracteristicas de los soportes y la
activacion de sus grupos funcionales. Entre las mejoras que el autor refiere con los
sistemas de enzimas inmovilizados, indica: Hiperactivacion de lipasas, la
rigidificacion orientada y dirigida, la estabilizacion frente a codisolventes organicos o
la reactivacion de enzimas con recuperacion de la actividad catalitica inicial. Aporta
23 referencias bibliograficas.

En el capitulo 4, el Dr. Josep-Vicent Sinisterra desarrolla diferentes
aplicaciones del empleo de células enteras como biocatalizadores en la sintesis de
moléculas de alto valor afiadido. Aborda distintas reacciones de sintesis organica
que utilizan procesos bioespecificos como la reduccidn bioselectiva de farmacos
homoquirales, la oxidacién de alcoholes empleando las ADHs intracelulares de
Acetobacter acetii o Gluconobacter oxidans, la oxidacion de arenos mediante un
complejo multienzimatico utilizando un mutante de Pseudomonas putida, la
hidroxilacion asimétrica de alcanos y terpenos utilizando hongos como Rhizopus
nigricans o la monohidroxilacion estreoselelctiva de alquilbencenos usando células
enteras de Bacillus megaterium inmovilizadas en alginato. Describe, también con
detalle, la hidroxilacion de esteroides por su interés farmacoldgico, pormenorizando
por ejemplo, como la hidroxilacion microbiana para dar derivados de cortisona,
simplifico la sintesis de corticoides reduciendo el precio de la cortisona de 200 a 2
$USA/g. Especifica también, la oxidacién microbiana de Baeyer-Villiger por su gran
interés en la obtencidn de lactinas a partir de cetonas de manera regioselectiva y el

uso de las haloperidasas para la halogenacion selectiva de compuestos organicos.
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Aborda la sintesis de nucledsidos utilizando células enteras debido a su potencial
terapéutico como antiviricos y antitumorales, empleando la nucledsido-oxidasa de
Stenotrophomonas maltophila o las nucledsido fosforilasas que catalizan la
fosforolisis reversible de nucledsidos en su sintesis por transglicosilacion. Aporta 52
citas bibliograficas.

En el capitulo 5° el Dr. José Maria Sanchez Montero, académico
correspondiente de la RANF, describe los medios no convencionales en la ingenieria
del medio de reacciéon. El autor, se centra en los procesos biocataliticos utilizando
medios no acuosos. Detalla en primer lugar las ventajas y los inconvenientes del uso
de las enzimas en medios organicos, continuando con las estrategias utilizadas para
trabajar con ellas en estos medios y en particular los cuatro sistemas principales:
mezclas miscibles agua cosolvente organico en sistemas monofasicos, agua
disolvente organico inmiscible en sistemas bifasicos, sistemas micelares reversos y
medios organicos secos. Repasa posteriormente, los efectos del agua y la
naturaleza del disolvente sobre la actividad, selectividad y estabilidad de las
enzimas. Realiza una importante contribucion a los métodos de modelado molecular
en el estudio del efecto de los disolventes, terminando con un repaso del empleo de
los liquidos ionicos y de los fluidos supercriticos en biocatalisis. Aporta 86 citas
bibliograficas.

En el capitulo 6°, la Dra. Maria J. Hernaiz, aborda el estudio de la Biocatalisis
aplicada a la sintesis de farmacos a través del uso de enzimas hidroliticas, cuya
utilizacion representa el 60% de los procesos biocataliticos. A lo largo del capitulo la
autora profundiza en el empleo de las lipasas destacando su versatilidad ante

sustratos tanto naturales como no naturales en diferentes condiciones
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experimentales y en un amplio numero de metodologias sintéticas y en particular la
enantioselectiva. Hace especial hincapié en la lipasa procedente de la Candida
rugosa para la sintesis de antiinflamatorios no esteroidicos (profenos), la lipasa de
Candida antarctica en la sintesis del antifungico SCH56592, 14, del antitrombotico
Lotrafibran S-16 y en la de nuevos antibidticos B-lactamicos que presentan una
estructura ftriciclica; la lipasa de pancreas porcino en la sintesis de
ariloxipropanolaminas que constituyen un extenso e importante grupo de farmacos
B—bloqueantes utilizados en el tratamiento de la hipertension y cuya actividad
terapéutica solo aparece en los enantidmeros (S), la lipasa de Serratia marescens
en la sintesis de Diltiazem y la lipasa de Pseudomonas fluorescens en la sintesis del
Carbovir. Profundiza, igualmente, en el empleo de las proteasas, destacando el
papel de la tripsina en la sintesis de la insulina con el concurso de células de
Saccharomyces cerevisiae modificadas genéticamente, la proteasa alcalina de
Bacillus licheniformis en la sintesis de remikiren y ciprokiren, inhibidores directos de
renina. Finaliza el capitulo detallando la utilizacion de las enzimas Penicilin G
acilasas para la sintesis de antibiéticos B-lactamicos, incorporando una valiosa tabla
descriptiva de los procesos de sintesis abordados. Aporta 88 citas bibliograficas.

En el capitulo 7°, el Dr. Andrés Rafael Alcantara, perteneciente al grupo de
Biotransformaciones del Departamento de Quimica Organica y Farmacéutica de la
Facultad de Farmacia de la Universidad Complutense de Madrid, continua con el
estudio de la Biocatalisis aplicada a la sintesis de farmacos, ahora mediante el uso
de enzimas redox. El autor, después de una interesante introduccion donde clasifica
las diferentes enzimas empleadas, aborda en primer lugar las bioxidaciones

catalizadas por oxidorreductasas, particularizando el interés de la regioselectividad
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de las reacciones catalizadas por deshidrogenasas, la oxidacién enantioselectiva
mediada por oxidasas, biotransformaciones selectivas con oxigenasas a través de la
introduccidon especifica de atomos de oxigeno en el sustrato en condiciones de
reaccion muy suaves, como la 6B3-Monohidroxilacion de la simvastatina para producir
un metabolito con mayor actividad anticolesterolémica o la biotransformacion de la
compactina para la obtenciéon de la pravastina. Continua con las reducciones
catalizadas por oxidorreductasas y por su interés, clasifica en 4 superfamilias las
enzimas utilizadas para la biorreduccion de compuestos carbonilicos, para las que
se utiliza el término genérico de Carbonil Reductasas. Destaca su utilizacién tanto
con células enteras como con enzimas aisladas en la quimica sostenible y el grado
de estereoselectividad y productividad que cada una de las opciones conlleva, asi
como la necesaria utilizacion de cofactores y los procesos empleados para su
regeneracion. Detalla en una tabla de gran interés mas de 50 reacciones de
biorreduccion empleadas a escala preparativa o industrial y clasificada segun el tipo
de sustrato utilizado. Finaliza, comentando algunos ejemplos interesantes como: la
sintesis de del (S)-3,5-bistrifluorometilfenil etanol, un intermedio de antagonistas de
receptores K-1, puesta a punto a través de la reduccion asimétrica de la 3,5-
bistrifluorometil acetofenona utilizando como biocatalizador una alcohol
deshidrogenasa de Rhodococcus erythropoli o la sintesis de Atazanavir, un inhibidor
de la proteasa del VIH, a través de la produccion un alcohol intermediario mediante
la biorreduccion del acido (1S)-[3-cloro-2-oxol-(fenilmetil)propil] carbamico
empleando células enteras de R. erythropolis. Aporta 139 citas bibliograficas.

En el capitulo 8°, el Dr Miguel Alcalde, del Departamento de Biocatalisis en el

Instituto de Catalisis del CSIC en Madrid, aborda los fundamentos de evolucion
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molecular dirigida de enzimas in vitro, como una herramienta de ingenieria de
proteinas para la mejora de caracteristicas determinadas o para crear nuevas
funciones enzimaticas no requeridas en ambientes naturales, haciendo hincapié en
la evolucion molecular dirigida o evolucion. En este sentido, profundiza en los pasos
necesarios para su desarrollo, tales como la necesaria seleccion del organismo
hospedador para la expresion funcional de la enzima a evolucionar, los métodos de
generacion de diversidad para abordar el estudio del espacio de secuencia proteica,
analizando la mutagénesis aleatoria, los métodos de recombinacion del DNA, tanto
in vitro como in vivo, y el disefio de métodos de screening o exploracién para
mejorar la caracteristica enzimatica marcada como objetivo evolutivo. Finaliza,
describiendo las nuevas metodologias de exploracion del espacio de secuencia
proteica mediante estudios “semi-racionales”. Aporta 99 referencias bibliograficas.
En el capitulo 9°, los doctores Maria-Eugenia Guazzaroni, Lucia Fernandez,
Nieves Lopez-Cortés y Manuel Ferrer, pertenecientes al Instituto de Catalisis del
CSIC, describen la era postgendmica para el desarrollo de nuevos biocatalizadores,
analizando las diferentes estrategias para aislar nuevas enzimas y como la
aplicacién directa de la (meta-) gendmica sobre las comunidades microbianas y sus
enzimas revierte en una amplia gama de aplicaciones biomédicas, industriales y
ambientales. Introducen las caracteristicas del biocatalizador ideal y abordan las
técnicas para el descubrimiento de nuevos biocatalizadores, haciendo particular
hincapié en los métodos de tamizado clasico de microorganismos usando una
coleccidn establecida de cepas microbianas, los tamizados moleculares empleando
herramientas gendmicas, protedbmicas y metaboldmicas, acopladas con analisis

bioinformaticos y computacionales, y los métodos de evolucién molecular mediante
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ingenieria iterativa de proteinas. Finalizan el capitulo abordando los biocatalizadores
desarrollados por (meta-) gendmica y proporcionan un valioso listado con aquellos
con un potencial interés en biotransformaciones desarrollados por estas técnicas en
los ultimos afos. Aportan 200 citas bibliograficas.

En el capitulo 10° y ultimo, los doctores Andrés Rafael Alcantara y José Maria
Sanchez Montero, desarrollan los modelos de prediccidén y simulacion de procesos y
su aplicacion en el campo de la Biocatalisis, profundizando de manera detallada en
los diferentes niveles de intervencion de acuerdo con los modelos desarrollados en
este campo y que clasifican en cuatro areas diferentes, segun su nivel de aplicacion:
el Catalizador: en el que proponen modelos que describen la catélisis a nivel
molecular, posibilitando una prediccion de la selectividad de la reaccion, la
Reaccion: a través de modelos cinéticos que describan el mecanismo y velocidades
intrinsecas, el Reactor: desarrollando modelos cinéticos que describan la cinética de
la reaccion observada en los mismos, incorporando tanto balances de materia como
condiciones hidrodinamicas, y el Proceso: mediante modelos para el analisis de los
resultados globales del mismo, incluyendo las interacciones entre las diferentes
unidades y operaciones implicadas en un diagrama de flujo del proceso. Abordan los
modernos meétodos de modelado molecular como el “docking” que permite
interpretar la actividad o inactividad de las moléculas en términos de
complementariedad con el receptor o el analisis comparativo de las caracteristicas
estructurales de sustancias conocidas activas o inactivas, mediante las Relaciones
Espaciales Cuantitativas Estructura Actividad (QSAR 3D), aplicandolos al

reconocimiento enzima-sustrato y selectividad de la enzima, la simulacién de
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analogos del estado de transicion y la prediccion de la enantioselectividad, entre
otros. Aportan 58 citas bibliograficas.

No cabe duda de que la profundidad, el enfoque y el contenido de los temas
tratados en esta monografia confiere a la obra un indudable valor, no solo por la
actualidad de los mismos sino también por el rigor y la profesionalidad con que los
diferentes autores los han desarrollado. Considero que la Real Academia Nacional
de Farmacia se enriquece una vez mas promoviendo este tipo de iniciativas. Por
ello, me permito en nombre de esta Corporacion agradecer a los autores el esfuerzo
realizado, con la seguridad de que su trabajo se vera recompensado con la

satisfaccion que los lectores obtengan de su lectura.
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