CAPITULO VII

BIOCATALISIS APLICADA A LA SINTESIS DE FARMACOS (li)
ENZIMAS REDOX

l Andrés Rafael Alcantara Leén

RESUMEN

El empleo de enzimas redox para la obtencion de sintones quirales permite al
quimico farmacéutico disponer de una poderosa herramienta a la hora de
disenar sintesis de farmacos mas sostenibles y productivas. En este capitulo
se abordara esta metodologia, muy comun dentro del ambito de las
Biotransformaciones, tanto para procesos de oxidacién como de reduccion,
comentando las dos opciones disponibles (células enteras versus enzimas
aisladas), en sus respectivas variantes. Finalmente, se presentaran y
comentaran varios ejemplos industriales donde estas metodologias han sido
implantadas.
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ABSTRACT

Biocatalysis applied to the synthesis of drugs (ll) redox enzymes

The use of redox enzymes for the production of chiral building blocks is a
powerful tool for helping chemists to design more sustainable and productive
synthesis of drugs. This chapter will address this approach, very common in
the field of Biotransformations, both for oxidation and reduction processes,
commenting on the two options available (whole cells versus isolated

enzymes) in their respective variants. Finally, we will present and discuss
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several industrial examples where these methodologies have been

implemented.

Keywords: Biocatalysis; Drugs; Redox enzymes; Isolated enzymes; Cofactor
regeneration; Whole cells.

1. INTRODUCCION

La Sintesis Asimétrica es una disciplina esencial en la obtencién de productos
de alto valor afadido, y muy especialmente en la sintesis de farmacos, pues mas de
la mitad de las moléculas necesarias para la produccion de los mismos presentan al
menos un centro estereogénico (1). Para sintetizar estas moléculas en condiciones
respetuosas con el medio ambiente, los catalizadores juegan un papel esencial,
siendo necesario el desarrollo de los mismos, tanto quimicos como bioldgicos,
debido a su complementariedad. Hoy dia se estima que mas de un 10% de los
procesos industriales de obtencion de farmacos precisa de biocatalizadores (2).
Aunque probablemente sean las enzimas hidroliticas las mas utilizadas en
Biotransformaciones (Ver Capitulo Anterior), no obstante existen otros muchos
procesos que conducen a la sintesis de farmacos (o de sintones quirales
intermedios), mediados por biocatalizadores de tipo no hidrolitico, que seran objeto

de revision en este capitulo.

2. BIOTRANSFORMACIONES CATALIZADAS POR OXIDORREDUCTASAS

Uno de los retos sin duda mas importantes de la Biocatalisis, en su afan de
servir como una herramienta destacada dentro de la Quimica Sostenible (traduccion
del término “Green Chemistry” (3) y que puede definirse como el disefio de
productos y procesos quimicos que eliminen o reduzcan el uso y/o la generacion de
sustancias contaminantes), el desarrollo de oxidaciones y reducciones altamente
regio y estereoselectivas, empleando para ello condiciones suaves, compatibles con
los conocidos como 12 postulados de la Quimica Sostenible, definidos originalmente
por Anastas y Warner (4). Por tanto, el empleo de oxidorreductasas constituye una
alternativa muy atractiva desde el punto de vista medioambiental frente al empleo de
catalizadores quimicos, que generalmente contienen metales de transicion (5). En

este sentido, sefialaremos que aproximadamente un 25% de las enzimas conocidas
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a dia de hoy pertenecen a la familia de las oxidorreductasas (6), y el numero de las

mismas que se encuentran disponibles comercialmente esta en continuo incremento

(7).

OXIDASAS
Sustrato-H, + O ——— Sustrato + H,0,
+2H*
OZ + 29- —_—> 022 4’4__. H202
+4H*

PEROXIDASAS

2 Sustrato-H + H,O, —— > 2 Sustrato * + 2 H,O — > Sustrato-Sustrato

Sustrato + H,0, — > Sustrato-O + H,0

OXIGENASAS

monooxigenasas
Sustrato + Donador-H, + O, > Sustrato-O + Donador + H,O

reciclado de cofactores

dioxigenasas
Sustrato + O, » Sustrato-O,

DESHIDROGENASAS

Sustrato-H, + Donador ——— Sustrato + Donador-H,
reciclado de cofactores

Esquema 1.- Tipos de Oxidorreductasas.

Estas enzimas redox, catalizan un amplio espectro de reacciones de
oxidacion y de reduccién, y han sido objeto de multiples revisiones en la bibliografia
actual (8); por otra parte, pueden ser divididas en dos grandes grupos, tal y como se
refleja en el Esquema 1:

1. oxidasas y peroxidasas, que emplean oxigeno molecular como agente
oxidante,
2. oxigenasas (mono y dioxigenasas) y deshidrogenasas, que requieren ademas

el uso de coenzimas solubles complejas.

El principal inconveniente para el empleo industrial de estas ultimas, sin duda
las mas atractivas, radica en el hecho de que precisan cofactores (bien libres, como
los dinucleétidos de adenina y nicotinamida (NAD(P)"/ NAD(P)H), o bien unidos a la

240 | A. Alcantara



enzima, como el dinucledtido de adenina y flavina (FAD), el mononucleotido de
flavina (FMN) o la pirroloquinolinaquinona (PQQ)) para su actividad. Estos
cofactores se consumen de manera equimolecular con el sustrato, por lo que, debido
a su elevado precio, requieren el disefio de sistemas que permitan su reciclado (9).
Debido a este hecho, se suelen utilizar en forma de células enteras(8d,10), puesto
que de esta forma el propio metabolismo celular se encarga de la regeneracion de
los cofactores; el proceso resulta, por tanto, mucho mas ventajoso desde el punto de
vista econdmico, no solo por este hecho, sino también porque se reducen los costes

implicados en el aislamiento y purificacion de la enzima.

No obstante, desde el punto de vista de la Quimica Sostenible, el empleo de
células enteras presenta una serie de limitaciones, entre las que podemos sefalar

las siguientes (11):

* Baja productividad global, debido al hecho de que los sustratos no
naturales que deben transformarse suelen ser téxicos para las células,
y de manera general se toleran solamente en concentraciones bajas,
entre el 0,1y el 0,3 %.

* Bajos rendimientos globales, debido a la gran cantidad de biomasa
presente en el medio de reaccion, por lo que los procesos de
purificacién del producto final se hacen complicados. En este sentido,
los valores del Factor Medioambiental E (12), un indice quimiométrico
que cuantifica la masa de residuos producidos en relacion a la masa
final de productos, suelen ser bastantes elevados

* Transformaciones incompletas, debido al hecho de que existen
diferentes enzimas dentro del sistema celular que pueden trabajar en
sentidos opuestos, lo que se traduce en bajas conversiones y/o
estereoselectividades. No obstante, el uso de técnicas recombinantes
permite expresar solamente la enzima deseada, por lo que estos

problemas pueden ser solventados (13).

A continuacion, comentaremos una serie de ejemplos de procesos redox
(tanto oxidaciones como reducciones) mediados por biocatalizadores tanto en forma

de células enteras como de enzimas aisladas que conducen bien a la preparacion de
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farmacos, o mas habitualmente, a sintones para la ulterior preparacion de los

mismos.

I 2.1. Oxidaciones catalizadas por oxidorreductasas

Las biooxidaciones constituyen hoy dia una alternativa muy atractiva a los
procesos quimicos, puesto que permiten solventar problemas de falta de control y de
predictibilidad inherentes a estos ultimos (8b). La efectividad de los biocatalizadores
oxidativos puede atribuirse parcialmente a sus altos potenciales redox, lo que les
permite catalizar reacciones sobre sustratos estables, resistentes a oxidantes
quimicos, para la obtencion de productos oxigenados de interés industrial (14), con
altas regio y estereoselectividad. Los hidroxi- y oxo- compuestos asi obtenidos son
esenciales para la obtencién de productos de alto valor afiadido, por lo que las
biooxidaciones proporcionan alternativas viables frente a los procesos quimicos, de
manera que las rutas biocataliticas suelen ser mucho mas sostenibles (15). En los
seres vivos, las enzimas oxidativas pueden estar involucradas en procesos
metabdlicos primarios 0 secundarios, aunque requieren cofactores que si son
productos metabdlicos primarios. En el Esquema 2, aparece la clasificacion de las
enzimas oxidativas atendiendo a la naturaleza del agente oxidante (el aceptor
electrénico) y a los productos de reaccion.
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Usan oxigeno como aceptor electronico

!

‘ Enzimas oxidativas

y
OXIDASAS
Usan O, como aceptor
Producen H,0O o H,0,

PEROXIDASAS
Usan H,0, como aceptor
Producen H,O

OXIGENASAS

EC1.1.3 EC1.23EC1.3.3
EC 153 EC1.10 EC1.13
EC 1.14

[MONOOXIGENASAS EC1.13 EC 1.14 —'l DIOXIGENASAS

Varias:
dependientes de hierro, cobre o flavina

(oves)

Dependientes de
Citocromo P-450

Dependientes
de Flavina

Fenol . .
EC 1.0 oxidasas ﬁoxngenasas EC 1.13

Esauema 2. Enzimas oxidativas

Algunos ejemplos industriales de aplicacion de enzimas redox en proceso de
oxidacion aparecen reflejados en la Tabla .

Biocatdisis aplicada (ll)... | 243



Tabla I. Biooxidaciones industriales, clasificadas en funcién del tipo de enzima.

Entr. ‘ BIO-OXIDATION ‘ RENDIMIENTO BIOCATALIZADO? COMPANIA
DESHIDROGENASAS
Gluconobacter
OH OH OH OH |, 6
1 Ho ™ Ng — o Ng 90% oxidans, EC Bayer AG
OH OH O OH
1.1.99.21
o o 580 Gluconobacter
OH OH H 0
2 o Mgy o e oxidans ATCC 621, | Pharmacia'’
OH OH 0 OH (700 kg en 48 h)
EC 1.1.99.21
g ggh ¢ Rhodococcus sp. Kao
.1
3 l o 97% KSM-B-MT66 Corporation
=
\/\/m \( (mutante) 8
OXIDASAS
Trigonopsis Bristol-
4 Ho“/J:(O” — Ho“/vokmo' . HOW:\(E(OH 50% variabilis ATCC Myers
10679, EC 1.4.3.3 Squibb'’
50% International
o><o E o><p . o>(o Rhodococcus . .
5 o T LSrH (98 % ee alcohol, BioSynthetic
oH OH _ erythropolis. 20
°© 90% ee 4cido) s, Inc.
B - Achromobacter
. CO2 . CO2 .
6 | P EE—— | _ >90% xylosoxidans, EC Lonza AG
N HO™ N 1.17.15
[¢) [ . .
o o Beauveria bassiana 2
7 @( %OH — Q oH >99.5% BASF AG
HO LU 700
OXIGENASAS
N\ Yo ol o Células enteras vivas .
we | ~we Ho wel~we + ¢ LueT~me Bristol-
de Streptomyces sp.
8 77.9% Myers
SC 1754 EC 73
Squibb
1.14.13.XX
Merck Sharp
9 24% Nocardia autotropica 24
& Dohme
Sankyo
Company/
Strept .Y-
10 > 70% repromyees sp Bristol-
110
Myers
Squibb™>
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Pfizer

Inc/Bayer
11 Curvularia lunata .
Schering
Pharma’®
HO OH
12 W H o \WHl o Candida tropicalis Cognis Inc?’
9 9
Amyris
Sacch
13 accharomyces Biotechnolog
cervisiae ) 28
1-es Inc
©:Nj/CH3 ©iNj/\OH
N~ N”
Pseudomonas putida 29
14 86% Pfizer Inc
OH ATCC 33015
N N
e — ™
Nig g
N. _CHs, N COM Pseudomonas putida
A N 2
15 y — oy >99.5% ATCC33.015EC | Lonza Ag™
HsC™ N HsC”™ N
1.14.13.X
Mitsubishi
CoMH COH Arthrobacter, EC Chemical
16 () — Cfon —— o > 99% 3
oH ? 1.13.11.1 Corporation
1
Genencor
®E> Pseudomonas putida, .
17 N nr International,
EC 1.13.11.11 1
Inc.
Pseudomonas putida,
18 nr icr’’
- EC 1.14.12.20
Escherichia coli .
— Sigma
19 97% JMI101, EC 34
Aldrich
1.14.13.44
Nippon
20 0 Nocardia coralline Mining
RN — 7N EC 1.14.14.1 Holdings,
Inc™.
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92.7% Escherichia coli JM %
21 N DSM
(ee >99%) 101 EC 1.14.13.69
Pseudomonas
O 37
2 1y S > 90% oleovorans ATCC DSM
R
R 29347 EC 1.14.X.X
o v W P Acinetobacter Sigma
23 4 —_— q o + &O 92% calcoaceticus, EC
H”'f B ’ Aldrich®
1.14.13.22

& Células en reposo excepto si se indica lo contrario.

Las deshidrogenasas catalizan reacciones de reduccion de cetonas,
aminaciones reductoras, reducciones de alquenos, y oxidacidn de alcoholes y
aldehidos (39); aunque pueden emplearse en ambos sentidos del proceso redox,
generalmente se emplean principalmente en el sentido de reduccién de enlaces C=0
o C=C, como se vera mas adelante, puesto que este proceso implica la creacion de
la menos un estereocentro en el producto de reaccién. Cuando se utilizan en el
sentido de oxidacion, se suele buscar un proceso regioselectivo de oxidacion de una
funcién determinada sin alterar otras similares. Como ejemplos industriales, las
oxidaciones regioselectivas del 1-amino-D-sorbitol N-protegido (entrada 1) y de la N-
butilglucamina (entrada 2) catalizadas por células enteras de Gluconobacter oxydans
ilustran perfectamente la exquisita regioselectividad en la oxidacion del grupo OH en
la posicién C5; los productos de reaccidn (derivados de sorbosa) son intermedios en
la sintesis de inhibidores de la a-glucosidasa por via oral, activos para el tratamiento
de problemas metabdlicos asociados con los carbohidratos (16) o contra infecciones
retrovirales (17). Otro ejemplo de deshidrogenacion regioselectiva es el proceso
desarrollado por Kao Corporation (entrada 3) para la deshidrogenacién del palmitato
de isopropilo y otros ésteres de acidos grasos empleando una desaturasa
modificada por ingenieria genética, para la obtencién de alquenos cis con un doble
enlace ubicado a 9 atomos de carbono de distancia respecto al metilo terminal (18);
los cis-alquenos obtenidos se usan posteriormente para la preparacion de farmacos
de aplicacion dermatoldgica.

Por otra parte, las oxidasas pueden catalizar una gran variedad de
reacciones de oxidacion, tales como la oxidacion de aminas (oxidasas de

aminoacidos), la oxidacion de alcoholes (por ejemplo, en hidratos de carbono), el
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cierre del anillo oxidativo, descarboxilacidon oxidativa, y las reacciones de
hidroxilacion. Sin embargo, este ultimo proceso no es tipico de oxidasas, ya que el
O, sdlo sirve como receptor de electrones y no como donante de oxigeno. Algunos
ejemplos industrialmente relevantes de la utilizacion de las oxidasas se muestran en
la Tabla 1. La resolucion cinética de la 6 hidroxinorleucina racémica (entrada 4) se
lleva a cabo a través de la oxidacién enantioselectiva (actividad D-aminoacido-
oxidasa) del enantiomero R, y conduce al enantidmero S, el cual es un intermedio
quiral en la sintesis de inhibidores de vasopeptidasa y de inhibidores de
metaloproteasas, con accién antihipertensiva (19). Una oxidacion de alcoholes
catalizada por células enteras se ejemplifica con otra resolucidn cinética, en este
caso del isopropilidenglicerol (entrada 5), permitiendo la obtencion de dos
compuestos (R-isopropilidenglicerol y acido R-isopropilidenglicérico), muy utiles
como materiales de partida para la sintesis de diferentes productos biologicamente
activos (20). Por otra parte, la hidroxilacion de niacina a 6 hidroxinicotinato (entrada
6), precursor de diversos insecticidas (21), o la para-hidroxilacion del acido R-2-
fenoxipropionico (POPS, entrada 7)) para la obtencion del HOPS (precursor de
diferentes herbicidas) (22), son otros ejemplos de hidroxilaciones mediadas por
oxidasas.

Las oxigenasas son, sin lugar a dudas, los biocatalizadores de oxidacion mas
interesantes. Estas enzimas catalizan la introduccién especifica de uno o dos
atomos de oxigeno en el sustrato a partir de O, en condiciones de reaccion muy
suaves. Estos procesos transcurren de forma muy especifica, y suponen una
estrategia sintética de oxifuncionalizacibn muy interesante, puesto que por norma
general no existe una alternativa por via quimica (40). La gran variedad de
oxigenasas existente, y su alta capacidad para introducir especificamente atomos de
oxigeno directamente a partir de O, asi como la no necesidad de utilizar peroxidos
como sustratos (reactivos altamente desestabilizadores de las enzimas), ha hecho
que su empleo a nivel industrial se haya extendido (41). Tal y como comentamos
con anterioridad (ver Esquema 1), las monooxigenasas y dioxigenasas introducen
uno o dos atomos de oxigeno en el sustrato, obteniéndose un equivalente de agua
como co-producto en el caso de las monooxigenasas. Estas enzimas son activas
sobre una gran variedad de sustratos, debido a la diferente naturaleza de los tipos
de compuestos que deben detoxificar y degradar; es por ello por lo que no es de
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extrafiar que estén descritos en la bibliografia numerosos ejemplos de empleo de

estas enzimas en Biotransformaciones (41a, 42).

Como se indica en el Esquema 3, las monoxigenasas catalizan la
introduccién de un atomo de oxigeno en una molécula de sustrato, generalmente
usando NADH o NADPH como cofactor para lograr el potencial reductor que aporte
los electrones al sustrato. Estos sistemas pueden ser dependientes de grupos hemo,
flavina o metales, siendo sin duda los sistemas dependientes de citocromo P-450 los
mejor caracterizados, y permiten llevar a cabo los procesos indicados en el

Esquema 3.
. monooxigenasas
Sustrato +H"+ O, + NAD(P)H > Sustrato-O + NAD(P)* + H,0
T reciclado de cofactores |
O o]
H ]
X X S
1y, H— 1, O-H | = | H R )LR — R )J\O/RZ
// // 1 2 1
R R
hidroxilacién de alcanos hidroxilacién de arenos oxidacién de Baeyer-Villiger
O
/— = /u R,—X — R,—X=0
R R
X=N,S, Se, P
epoxidacion de alquenos oxidacién de heteroatomos

Esquema 3.- Reacciones catalizadas por monooxigenasas.

Algunas aplicaciones industriales de oxigenasas se muestran en la Tabla I.
Como ejemplos de hidroxilacién en sistemas C(sp’)-H, citaremos la
monohidroxilacion de la mutilina (entrada 8) para producir (2S)-, (8S)- y (7S)-
hidroximutilina, que son analogos del antibiético tiamulina (23), la 6p-
Monohidroxilacién de la simvastatina (entrada 9) para producir un metabolito con
mayor actividad anticolesterolémica (24), o la biotransformacion de la compactina
para la obtencion de la pravastina (25) (entrada 10), también con propiedades
anticolesterolémicas. La hidroxilacion de esteroides es un campo muy tradicional en
las biotransformaciones (8d,43); en este sentido, un ejemplo clasico es la
transformacion del 11-desoxicortisol (sustancia S de Reichstein, 17a, 21
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dihidroxiprogesterona) en hidrocortisona, descrita por Pfizer en 1965 utilizando
células Curvularia lunata (entrada 11) (26) .

Por lo que respecta a las hidroxilaciones de sistemas C(sp®)-H alilicos y
bencilicos, estos procesos normalmente no se detienen en el paso de insercién del
OH-, sino que suelen conducir a acidos carboxilicos. Como ejemplo de oxidacion
alilica citaremos la produccion del medicamento antipaludico artemisinina (entrada
13) a partir de sustratos baratos y renovables. En este sentido, la S. cerevisiae ha
sido modificada para trabajar sobre un terpendide enddgeno en dos etapas,
catalizadas por una amorfadieno sintasa y una monooxigenasa (CYP71AV1), de
manera que se produce una hidroxilacion en tres pasos (28). Otros ejemplos de
oxidaciones bencilicas son la oxidacion de la 2-methilquinoxalina al acido
quinoxalina 2-carboxilico, que se utiliza en la sintesis de una variedad de
compuestos bioldégicamente activos (entrada 14) (29), o la produccién del acido 5-
metilpirazina-2-carboxilico, precursor del antilipolitico acipimox y del hipoglucemiante
glipicide (entrada 15) (30). Por otro lado, la oxidacion de un grupo metilo hasta CO2H
también es posible en simples carbonos alquilicos, como se demuestra en la
biooxidacion del n-tridecano hasta acido a,w-tridecandico (entrada 12) (27), donde el
empleo de una estrategia de control optimizado del pH durante el cultivo de una
cepa mutante de Candida tropicalis en condiciones fed-batch ha permitido la
produccion de acidos dicarboxilicos a partir de alcanos en concentraciones que
pueden llegar hasta 166 g 1.

En otro orden de cosas, las hidroxilaciones aromaticas constituyen unos
procedimientos muy utiles para obtener algunos productos muy interesantes. Asi, la
produccion de acido cis, cis-mucoénico (entrada 16, intermedio en la sintesis de
distintos farmacos y productos agroquimicos (31)), de 2,3-dihidro-1H-indol-2 ,3-diol
(entrada 17, precursor del colorante azul indigo (32)), o del 1,2-deshidrocatecol (33)
(precursor de farmacos antivirales de tipo B-lactamico) son buenos ejemplos de un
proceso (hidroxilacion con rotura de la estructura aromatica) muy dificil de obtener
por métodos puramente quimicos: sin embargo, también es posible obtener
catecoles, como lo demuestra el proceso indicado en la entrada 19, ilustrativo de
como se pueden obtener catecoles con un sustituyente en la posicion 3, precursores

de distintos farmacos (34).
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Por ultimo, otros procesos muy atractivos mediados por monooxigenasas son
las epoxidaciones de alquenos (entradas 20-22) y las oxidaciones Baeyer-Villiger
(entrada 23). De hecho, los epdxidos son materias primas muy valiosas para la
produccion de muchos compuestos utiles, especialmente cuando la biooxidacién
conduce a oxiranos quirales, tales como los procedimientos aplicados por DSM y
que se especifican en las entradas 21 y 22. Por su parte, la oxidacion de Baeyer-
Villiger es una excelente manera de producir ésteres o lactonas a partir de cetonas;
una vez mas, las monoxigenasas son los biocatalizadores que son capaces de
mediar en esta reaccion (44), y Sigma Aldrich (entrada 23) ha demostrado que esta

biotransformacion puede ser escalada hasta produccion industrial (38).

I 2.2. Reducciones catalizadas por oxidorreductasas

A lo largo de los ultimos afios, la demanda de compuestos enantiopuros ha
crecido de forma sustancial, principalmente dentro del ambito de las industrias de
aromas y agroquimica, y de forma aun mas destacada en la industria farmacéutica
(45). De forma general, los compuestos enantiopuros obtenidos a nivel industrial
deben cumplir una serie de requisitos (46):

1. Los compuestos deben ser moléculas polifuncionales, sintones intermedios
en procesos posteriores de sintesis organica.

2. La produccion se lleva a cabo en escalas relativamente pequefias (entre 1-
1000 toneladas al afio para productos farmacéuticos).

3. Los procesos de produccion deben llevar a compuestos con alta pureza
(>99%).

4. Los compuestos obtenidos deben tener un alto valor afiadido.

En este sentido, la reduccidn estereoselectiva de un carbonilo proquiral (C=0)
en un alcohol que posee un centro estereogénico (*CH-OH) es un proceso de gran
importancia dentro del ambito de la Sintesis Asimétrica, puesto que supone un
proceso directo que transcurre con gran economia atomica (47) para la obtencion de
alcoholes enantioméricamente puros. En 2002, la produccién de alcoholes quirales
supuso unas ventas de 7 billones de dodlares, estimandose un aumento de hasta
14,9 billones para el 2009 (48). Debido a la enorme importancia de este tipo de
compuestos en la sintesis de farmacos y moléculas bioactivas, la reduccion

estereoselectiva de cetonas ha adquirido un enorme interés industrial, y a este
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efecto se han descrito numerosas rutas cataliticas; asi, la hidrogenacidon asimétrica
de cetonas catalizada por metales (49) o el empleo de boranos (50) constituyen
procesos que han sido descritos de manera eficiente a escala industrial. No
obstante, se suelen precisar condiciones poco compatibles con la Quimica
Sostenible (3,4-51) tales como temperaturas elevadas y el empleo de disolventes y/o

reactivos toxicos.

De forma complementaria a estos procesos quimiocataliticos, la reduccién
estereoselectiva de cetonas empleando biocatalizadores (biorreduccién (48))
constituye una alternativa muy eficiente y atractiva, que opera en condiciones de pH
y temperatura mucho mas suaves. En efecto, esta tecnologia ha conseguido salir del
ambito puramente académico (52) hasta convertirse en una plataforma tecnologica
perfectamente viable a nivel industrial (53). Asi, la excelente eficacia catalitica, unida
a la alta estereoselectividad que se puede obtener, son los grandes avales de los
procesos de biorreduccién a nivel industrial, por o que no es de extraiar que su
aplicabilidad industrial, en particular para la produccidn de alcoholes
enantioméricamente puros como intermedios de farmacos, haya sido claramente
demostrada a través de un amplio abanico de aplicaciones tecnoldgicas en las
industrias quimica y farmacéutica (54).

Las enzimas que catalizan los procesos de biorreduccion son
oxidorreductasas, clasificadas como E.C.1, segun el NC-IUBMB (Nomenclature
Committee of the International Union of Biotechnology and Molecular Biology) (55).
Una posterior clasificacion de las mismas las distingue en funcidn del sustrato que
reducen (u oxidan, dada la reversibilidad de la reaccion). De manera paralela, las
oxidorreductasas han sido organizadas en superfamilias, segun la similitud de su
secuencia primaria y el tipo de plegamiento de su estructura secundaria, por lo que
estas superfamilias se solapan entre si al considerar el tipo de sustrato sobre el que
actuan. Las superfamilias descritas para la biorreduccion de compuestos

carbonilicos son:

Deshidrogenasas/Reductasas de cadena corta (SDRs, short-chain
dehydrogenases/reductases). Son enzimas monoméricas pequefas, de
aproximadamente 250 residuos aminoacidicos, que divergen mucho en su

secuencia primaria, presentando entre si una similitud de entre un 15-30% (56). No
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obstante, todas se caracterizan por tener un plegamiento de Rossmann (57) (un
motivo estructural clasico de proteinas de union a nucledtidos, particularmente el
cofactor NAD, compuesto por tres o mas laminas beta paralelas unidas por dos
hélices alfa en el orden topologico de beta-alfa-beta-alfa-beta), y un centro activo
compuesto por una tétrada altamente conservada formada por Asn, Ser, Tyr y Lys
(58). Su preferencia por el cofactor depende de su origen: en levaduras, las SDRs
dependen de NADPH, mientras que para humanos, plantas o ratones la distribucién
entre las que dependen de NADPH y las que lo hacen de NADH es bastante mas
equilibrada (59). Estas enzimas pueden reducir aldehidos, cetonas, dicetonas y

oxoésteres.

Deshidrogenasas/Reductasas de cadena media (MDRs, medium-chain
dehydrogenases/reductases). Son muy divergentes en su secuencia primaria (59c,
60) (aunque su estructura tridimensional es similar, con un requerimiento general de
una tirosina en el centro activo), por lo que estudios filogenéticos las dividen en
subfamilias, familias y macrofamilias (61). Todas ellas usan NADH o NADPH, y el
centro activo de algunas posee un atomo de zinc, que esta involucrado en la
transferencia de electrones hasta la molécula aceptora. Al igual que las SDRs,
pueden reducir aldehidos, cetonas, dicetonas y oxoésteres.

Aldo-ceto reductasas (Aldo-Keto Reductases, AKRs). Esta superfamilia se
caracteriza por una tétrada conservada (His, Tyr, Asp, Lys) de residuos en el centro
activo (62). Son enzimas monomeéricas, de entre 34 y 37 KDa, dependientes de
NADPH o NADH (algunas AKRs pueden aceptar ambos, aunque con diferente
constante de afinidad (63). Existe una pagina web (64) dedicada a esta superfamilia,
donde se presentan diferentes miembros de la misma, caracterizados por una
estructura tridimensional tipo (af)s, llamada barril TIM (65), motivo estructural de
proteinas muy conservado que consiste en ocho hélices alfa y ocho laminas beta
paralelas que se alternan en el esqueleto de la proteina. Al igual que las SDRs y las
MDRs, pueden reducir aldehidos, cetonas, dicetonas y oxoésteres.

Superfamilia de reductasas dependientes de mononucleétido de flavina (FMN).
Estas enzimas se conocen como las “viejas enzimas amarillas” (OYE, old yellow
enzymes), debido a su color asociado al cofactor de flavina. Son enoato reductasas
(EC 1.3 0 EC 1.6), que son capaces de reducir dobles enlaces C=C (66)
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Esquema 4.- Procesos de Biorreduccion de compuestos carbonilicos.

La biorreduccion de compuestos carbonilicos puede ser catalizada bien por
células enteras (a) o enzimas aisladas (b), como se indica en el Esquema 4. Puesto
que, tal y como indicamos anteriormente, tanto las SDRs como las MDRs y las AKRs
pueden catalizar la reduccion de compuestos carbonilicos, utilizaremos el término

genérico de Carbonil Reductasas (CRs) (48) para referirnos a ellas.

En la bibliografia, se han descrito una gran variedad de enzimas y de
microorganismos de multiples géneros, desde arqueas hasta plantas capaces de
catalizar reacciones de reduccion (54b, 67); en el Esquema 5 se recogen diferentes
microorganismos usados para procesos redox, mientras que la Tabla Il presenta las
CRs habitualmente usadas como enzimas aisladas. En una excelente revision
recientemente publicada (48), se recogen las principales CRs disponibles, siguiendo
como criterios los siguientes: que permitan obtener algun producto con un exceso
enantiomérico mayor de 98%, que hayan sido descritas en reacciones con
volumenes al menos de 10 mL y que la enzima responsable de la reduccidn

asimétrica haya sido caracterizada.
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Plantas

Levaduras "no convencionales” | Levaduras Astasia
Candida boidinii convencionales e o
Cand/:da macedignensis Saccharomyces cerevisiae Marchan tia‘ op.
Candida magnoliae
Candida parapsilosis
Candida tropicalis Bacterias Gram negativas
Kluyveromyces marxianys Burkholderia sp.
Kluyveromyces aestuarii Clostridium sp.
g?(%:g’;ggr;gbr a Escherichia coli

- . Proteus sp.
Pichia methanolica EUCARIOTAS Pseudomonas testosterone
Rhodoturula SP- Thermus thermophilus
Sch/zosaccharomyces octosporus Synechococcus sp.
Trygonopsis sp.

PROCARIOTAS

Zygosaccharomyces rouxii

Hongos filamentosos Bacterias Gram positivas
Aureobasidium pullulans Arthrobacter sp.
Beauvaria sp. Bacillus pumilus
Diplogelasinospora grovesii Lactobacillus kefir
Geothricum candidum Lactobacillus brevis
Gongronella butleri Lactococcus sp.
Penycillium citrinum Leifsonia sp.
Sporobolomyces salmonicolor Leuconostoc mesenteroides
- . Leuconostoc pseudomesenteroides
Rhodococcus erythropolis
Rhodococcus ruber
Arqueas Staphylococcus epidenrmidis
Pyrococcus furiosis Streptococcus sp.

Thermoanaerobium ethanolicus

Esquema 5.- Origen de las principales oxidorreductasas descritas para la reduccion
estereoselectiva de compuestos carbonilicos (negro), alquenos (rojo) y aminacién reductiva de
oxoacidos (azul).

El uso de enzimas aisladas a escala preparativa y a nivel industrial ha sido
objeto de recientes revisiones (68). De forma general, las enzimas que se emplean
en las industrias alimentarias, farmacéutica, agroquimica, son catalizadores que
permiten alcanzar unos incrementos en las velocidades de reaccién de hasta 10’
veces comparados con los catalizadores quimicos, y trabajando a condiciones
mucho mas suaves de presion y temperatura (69), y de hecho estan consideradas
como los biocatalizadores mas selectivos de los que se dispone (70). Actualmente,
existen en el mercado diferentes “kits” de CRs, donde se comercializan distintas
enzimas que pueden ser chequeadas para la reduccidon de un determinado
compuesto carbonilico (por ejemplo, de evocatal GmbH,
http://www.biocatal.com/upload/file/12-adh-kit-1-1-100.pdf, o) de Daicel,

http://www.daicelchiral.com/en/contents/chiralscreen/).

254 | A. Alcantara



Tabla Il. Principales Carbonil Reductasas (CRs) habitualmente usadas.

Carbonil Reductasa Especificidad®* Cofactor Referencias

ADH de levadura Prelog NADH
ADH de higado de caballo Prelog NADH &
ADH de Thermoanaerobium | Prelog NADPH | "
brockii

Hidroxiesteroides DH Prelog NADH &
ADH de Candida parapsilosis Prelog NADH &
ADH de Rhodococcus | Prelog NADH 70
erythropolis

ADH de Lactobacillus kefir Anti-Prelog NADPH |7/
ADH de Pseudomonas sp. Anti-Prelog NADH &

*Ver Esquema 6.

El uso de enzimas aisladas a escala preparativa y a nivel industrial ha sido
objeto de recientes revisiones (68). De forma general, las enzimas que se emplean
en las industrias alimentarias, farmacéutica, agroquimica, son catalizadores que
permiten alcanzar unos incrementos en las velocidades de reaccion de hasta 10’
veces comparados con los catalizadores quimicos, y trabajando a condiciones
mucho mas suaves de presion y temperatura (69), y de hecho estan consideradas
como los biocatalizadores mas selectivos de los que se dispone (70). Actualmente,
existen en el mercado diferentes “kits” de CRs, donde se comercializan distintas
enzimas que pueden ser chequeadas para la reduccidon de un determinado
compuesto carbonilico (por ejemplo, de evocatal GmbH,
http://www.biocatal.com/upload/file/12-adh-kit-1-1-100.pdf, o) de Daicel,

http://www.daicelchiral.com/en/contents/chiralscreen/).

En sistemas donde se emplean células enteras (8D), la estereoselectividad de

la reaccion viene marcada por la que determine la reductasa que predomine dentro
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del microorganismo, puesto que pueden existir mas de una enzima que presente
dicha capacidad (71b). De hecho, ésta suele ser la causa de que a veces la
estereoselectividad obtenida con células enteras sea baja, pues esas enzimas
pueden tener estereopreferencias opuestas (79). No obstante, el hecho de que
existan muchas colecciones de microorganismos comercialmente disponibles
(ATCC, NCTC, DSMZ o CCUG (69)) constituye una gran ventaja respecto al empleo
de enzimas aisladas, puesto que el numero de las mismas al cual se puede acceder
comercialmente es mucho mas limitad (48,68a). Por otra parte, citaremos que las
células enteras pueden ser utilizadas en procesos de biorreduccion en diferentes
estados (80): en reposo (81), en crecimiento (82), permeabilizadas (83) o liofilizadas
(84), aunque generalmente suele ser el primer tipo el mas frecuente. Aunque, como
hemos sefialado anteriormente, la mayoria de los procesos industriales se llevan a
cabo empleando células enteras, desde el punto de vista de la Quimica Sostenible,
el uso de enzimas aisladas (o células enteras muertas) es preferible, porque esto
permite que no se genere mucha biomasa derivada del crecimiento celular (85) En
efecto, una caracteristica habitual de los procesos catalizados por células enteras es
su baja productividad, debido a que los sustratos que se desea reducir suelen ser
toxicos para el microorganismo, siendo tolerados de manera general a
concentraciones entre el 0,1 y el 0,3% (11). Por ello, la existencia de una gran
cantidad de biomasa en el medio de reaccion conduciria a bajos rendimientos
globales y dificultaria la purificacidon del sustrato. En este sentido, el parametro
quimiomeétrico Factor E (cociente (en masa) de productos de desecho respecto a
producto final en un esquema sintético) (12b,c, 47) es muy alto para estos procesos

En cualquier caso, las oxidorreductasas responsables de estos procesos, ya sean en
forma de enzimas aisladas o células enteras, precisan de cofactores tipo NAD(P)H
para suministrar el equivalente de hidruro necesario para la biorreduccion, tal y como

se indica en el Esquema 6.
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Esquema 6.- Especificidad en la biorreduccion de cetonas por CRs.

Durante el curso de la reaccion, dicho equivalente se transfiere a través de la
cara re o la cara si de la cetona para originar bien el alcohol S o el alcohol R. Para la
mayoria de los casos, el curso estereoquimico de la reaccion puede preverse
atendiendo al tamano relativo de los sustituyentes (p, pequefio; G, grande) del
carbono sp? de la cetona, en lo que se conoce como la regla de Prelog (86). En este
sentido, y siempre que el tamafo de los sustituyentes se corresponda con la
prioridad asignada por las reglas C.I.P. de secuencia, aquellos biocatalizadores que
ceden el hidruro por la cara re para originar el alcohol S reciben el nombre de
“Prelog”, mientras que cuando la transferencia de hidruro se realiza por la cara si
(para originar el alcohol R) se habla de CRs “anti-Prelog”. En la Tabla 2 se recoge
las preferencias estereoquimicas de las principales CRs comercialmente
disponibles.

Por otra parte, hay que considerar que en la reaccion de reduccion de un
compuesto carbonilico hasta el correspondiente alcohol (Esquema 6) se consume un
equivalente de cofactor (NAD(P)H) por cada equivalente de sustrato convertido,
generando un equivalente de cofactor oxidado (NAD(P)"). Debido a este hecho,
cuando se emplean enzimas aisladas es necesario desarrollar un sistema de
regeneracion de cofactor, pues de otra manera el proceso seria econémicamente

muy desfavorable. Por ello, no es de extrafar que aproximadamente un 75% de los
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procesos de biorreducciones industriales empleen células enteras (87), pues en
estos casos el microorganismo posee la maquinaria metabdlica requerida para la
regeneracion del cofactor. Existen diferentes formas para llevar a cabo esta
regeneracion (9b, 88), recogidos en el Esquema 7; los procesos mas habituales son
aquellos que implican un sustrato auxiliar (procesos acoplados a sustrato), un
sustrato auxiliar y una enzima auxiliar (procesos acoplados a enzima), o bien
procesos electroquimicos y/o electroenzimaticos, usados a nivel de laboratorio, pero
que aun no han encontrado aplicacion industrial (88a). De todos ellos, son los
acoplados a enzima y/o sustrato los mas empleados a nivel industrial (9b,54b,88a).

Entre ellos, el segundo método implica que una sola enzima debe encargarse
de los dos procesos, la reduccion del sustrato de interés y la oxidacion del sustrato
auxiliar. En la mayoria de los casos (68a), este sustrato auxiliar es isopropanol, el
cual tiene la doble mision de actuar como sustrato auxiliar por un lado, y por el otro
ayudar a solubilizar el sustrato principal. Como desventaja, citaremos principalmente
dos: por un lado, el hecho de que la misma enzima tenga que ocuparse de los dos
procesos reduce la actividad especifica del biocatalizador; por otra parte, ninguna de
las dos reacciones acopladas es irreversible, de manera que la maxima conversién

obtenida vendria dictada por la concentracion alcanzada en equilibrio.
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Esquema 7.- Procesos de regeneracion de cofactor.

Por tanto, se precisa actuar sobre la reaccion de oxidacién de isopropanol,
bien afadiendo un exceso del mismo o bien eliminando la acetona a medida que se
va formando, para poder tener un proceso que conduzca a altas conversiones.
Asimismo, aunque como hemos comentado anteriormente el empleo de células
enteras hace innecesaria la regeneracion del cofactor, en muchos casos (89) se
emplea esta estrategia de usar el isopropanol cuando se trabaja con este tipo de
biocatalizadores, tanto por temas de solubilidad de sustrato como para ayudar a la

reaccién principal de reduccién.

En los llamados procesos acoplados a enzima, tal y como se ha comentado
anteriormente, se precisan dos enzimas y dos sustratos. Los procesos mas

habituales aparecen representados en el Esquema 8.
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Esquema 8.- Principales sistemas de enzimas y sustratos

auxiliares empleadas en biorreducciones.

Cuando se emplea formiato como sustrato auxiliar, la enzima auxiliar
empleada es la formiato deshidrogenasa (FDH), que transforma dicho sustrato en
dioxido de carbono. Puesto que este paso es irreversible en las condiciones
habituales de reaccion, debido a la naturaleza gaseosa del diéxido de carbono, el
equilibrio del proceso de reduccidon de la cetona deseada (Esquema 8) esta
completamente desplazado hacia el producto final, lo que supone una gran ventaja y
permite obtener conversiones elevadas (en torno al 99-100%). Asimismo, el formiato
es un co-sustrato bastante barato, por lo que este sistema es sin duda uno de los
mas empleados, a pesar de la baja estabilidad de la FDH, lo que obliga a aplicar
procesos de inmovilizacidn-estabilizacion (una descripcion detallada de este
proceso, asi como de todos los demas sistemas empleados, se puede encontrar en
la reciente revision publicada por Berenguer-Murcia y Fernandez-Lafuente (88a)).
Senalaremos que, a nivel industrial, el empleo de FDH de Candida boidinii es el
unico descrito hasta ahora, siendo empleado por la compainia Degussa para la
obtencion de L-tercleucina a nivel de multi-toneladas afio (54b, 90). La desventaja de

que esta enzima solo funcione con el NAD" se ha solventado recientemente gracias
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a las técnicas de ingenieria genética (91), lo que ha permitido obtener una enzima
capaz de regenerar igualmente el NADP".

El otro sistema clasico de regeneracion es el empleo de glucosa y glucosa
deshidrogenasa (GDH), enzima que cataliza su oxidacion hasta D-gluconolactona.
La irreversibilidad de este proceso viene marcada por la apertura espontanea de la
misma hasta acido D-gluconico, el cual es subsecuentemente neutralizado mediante
la adicion de una base para originar la correspondiente sal. Al igual que sucede con
el isopropanol, también estad descrito el uso de glucosa como sustrato auxiliar
cuando se emplean células enteras(81d,92). Alternativamente, se ha descrito el uso
de la glucosa 6-fosfato deshidrogenasa (G-6-PDH) empleando como sustrato auxiliar
glucosa 6-fosfato(68a), aunque el alto precio del sustrato auxiliar hace necesario el
empleo de técnicas de mutacion de la enzima para permitir el uso de glucosa como
sustrato(9b). Por otra parte, el uso de etanol (como sustrato auxiliar) y alcohol
deshidrogenasa como enzima auxiliar presenta como desventaja el bajo potencial
redox del sistema, asi como la necesidad de emplear otra enzima (aldehido
deshidrogenasa) para llegar hasta el acido y lograr la deseada irreversibilidad.(11)

Una alternativa reciente es el uso del sistema de fosfito y fosfito
deshidrogenasa (PTDH) (93), interesante desde el punto de vista del bajo precio del
sustrato auxiliar, del nulo efecto de toxicidad del fosfito y el fosfato sobre las
enzimas, y del alto grado de irreversibilidad obtenido. No obstante, aun no existen

aplicaciones a nivel comercial.

En cualquier caso, para medir la efectividad del proceso de biorreduccion con
enzimas aisladas y reciclado de cofactor, se suele emplear el lamado Numero Total
de Recambio (Total Turnover Number, TTN), que cuantifica el numero de moles de
sustrato convertidos por unidad de tiempo y por mol de cofactor (94). Asi, para
reacciones a escala de laboratorio, valores de TTN entre 10° y 10° son adecuados,

mientras que para procesos a nivel industrial se requieren valores superiores (11).

Finalmente, indicaremos que existen descritos en la bibliografia cientos de
ejemplos de biorreducciones a nivel de laboratorio, recogidos en diferentes
revisiones que se han citado a lo largo de este capitulo (7-8,8d,48,52,53b,c,54a,67-
68,70,87,92¢,95). Seria, pues, de todo punto imposible comentar todos y cada uno

de los ejemplos ahi mencionados. Solamente nos limitaremos a citar aquellos casos
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en los cuales la biorreduccion se ha escalado a nivel industrial, los cuales estan

recogidos en la Tabla lll.

Como puede verse de la Tabla lll, la produccién a nivel industrial de alcoholes
se ha llevado a cabo en compafiias tales como Merck & Co. Inc. Rahway, Bristol—
Myers Squibb, Kaneka, Lonza, Astra Zeneca, y otras, en escalas que oscilan entre
gramos y toneladas, con buenas purezas 6pticas (97-99%).
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Tabla lll. Biorreducciones a escala preparativa o industrial, clasificadas segun el tipo

de sustrato.

COMPA
B ESCA PUREZA .
Prod. BIORREDUCCION COMENTARIOS . BIOCATALIZADOR NIA
LA OPTICA
REF.
CETONAS ALIFATICAS LINEALES
0] QH Cetorreductasa de IEP
(S)-2-butanol - 10 kg 98.4% ee N
—_— Candida parapsilosis GmbH*
(R)-1,2- ) OH Sintones quirales de 400 08.2% Células enteras de S. Kometani
- 2% ee
propanodiol )J\/OH —— /'\/OH gran utilidad en £ ’ cerevisiae. y cols.”
multiples procesos
®)11.3 o OH OH OH ADH de Leifsonia Ltoh
-1,3- toh y
> 250 g 99% ee sobreexpresada en o
butanodiol cols.
células de E. coli,
| g | Enzima soluble de Forschun
ntermedio en la
(S)-1-fenil-2- Ph — P h/\/ Rhodococcus gszentru
z sintesis de N.R. >99 % ee
propanol 0] OH " ) erythropolis/ FDH de C. m Julich
anfetaminas
boidinii/ Formiato GmbH**
Precursor de
farmacos
o OH anitihipertensivos Enzima soluble de Forschun
-4-fenil-2- labetalol, Rhodococcus gszentru
N.R 99 %
e -R. > ee
butanol-ol Ph Ph bufeniode) o ’ erythropolis/ FDH de C. m Julich
espamoliticos boidinii/ Formiato GmbH*"
(bromuro de
emepronio)
(S)-(+)-Sulcatol,
feromona del
o escarabajo de Enzima soluble de Forschun
OH
-6-metil-5- ambrosia Rhodococcus gszentru
N.R 99 %
NN e N .R. > ee
hepten-2-ol Gnathotrichus ’ erythropolis/ FDH de C. m Julich
sulcatus / boidinii/ Formiato GmbH*"
Gnathotrichus
retusus
(25,3R)-4- Intermedio en la
cloro-3-hidroxi- & NH—Boc Hq NH— sintesis del Células enteras de Bristol-
1-fenil-2-butil cl Ph Clﬂp Atazanavir N.R. 99.4 % ee Rhodococcus Myers
carbamato de (inhibidor de la erythropolis Squibb”
tercbutilo proteasa del VIH)
(S)-1- Eli Lilly
) o} O Intermedio en la Células enteras de
(benzo[d][1,3]di < _ < Escala and
1-5-i0).2 o o) o sintesis de dok >99.9 % ee Zygosaccharomyces c
oxol-5-il)- e kg ompany
| benzodiazepinas rouxii sab. 100
propano >
DICETONAS ALIFATICAS LINEALES
Jilich
o o OH Auxiliares quirales, Chiral
ira
2R,5R)- /'\/ intermedios para la Células enteras de
N.R 99.5 % Sol
- - R. . ee olutions
hexanodiol o OH sintesis de ligandos ’ Lactobacillus kefir.

quirales
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CETONAS ALIFATICAS CICLICAS
0 q Precursor en la
(S)-bromo-f- /@Ej > m sintesis de NR 99 9% Células enteras de Merck &
R. > o ee
tetralol Br Br bloqueantes de Trichosporon capitatum | Co. Inc.'”
canales de calcio
(45, 65)-5,6- 0 OH
dihidro-4- H Intermedio en la )
Multi Astra
hidroxi-6-metil- | \ > | sintesis del ad 9904 Células enteras de ; b
tonela > o ee eneca”
4H-tieno[2,3-b] s S s 9 Trusopt® Neurospora crasa 103
20N \ as
tiopiran-7,7- o’ "o O// o) (antiglaucoma)
dioxido
| | | | Intermedio quiral
(R)-4,4- o) (@) (@) (@) para la sintesis de un c 4 Merck &
etorreductasa
dimetoxitetrahid O HO inhibidor de 80 kg >99 % ee bi Co.
—_— recombinante
ro-2H-piran-3-ol receptores de Inc '*
O 0O quimiocina
Intermedio quiral
(R)- (o) HO S Cetorreductasa .
para la sintesis del Codexis,
tetrahidrotiofen- S S 100 kg >99 % ee recombinante de 0
antibacteriano Inc.'”
3-ol Sul Lactobacillus kefir.
ulopenem.
(3R.45)-3-
OMe OM
hidroxi-4-(4- ¢
Intermedio en la Bristol-
metoxifenil)-6- CF, CF,4
sintesis de Células enteras de Myers
(trifluorometil)- N.R. 99.8 % ee sab
45-dihidro1 o OH bloqueantes de Nocardia salmonicolor Squibb™"™
,5-dihidro-1H-
) H 0 H o) canales de calcio 106
benzo[b]azepin-
2(3H)-ona
CETONAS ALIFATICAS BICICLICAS
(6S,9R)-11-0xo0- OH
OH HO .
5,6,7,8,9,10- o:@ij/ | " | Cetoreductasa comercial, | Merck &
—_— ntermedio en la
hexahidro-6,9- * OH dof 1 kg >99 % ee Glucosa y GDH para Co.
sintesis de farmacos
metanobenzocicl O recicaldo del cofactor Inc.'”
oocteno
DICETONAS ALIFATICAS CICLICAS
(15,4S,58)-5-
hidroxibiciclo[2. (0] OH s 9904 Células enteras de Friberg y
g > (X
2.2]7-octen-2- Sacahromyces cerevisiae cols. '
one O O
(1R,4S,6R)-6-
hidroxibiciclo[2 100 97 % de, > Células enteras de Johanson
idroxibiciclo[2. I3
222 o 99 % ee Sacahromyces cerevisiae | y cols. '”
.2]2-octanona
O o) OH
ARIL ALQUIL CETONAS
O OH Intermedio en la
(8)-3,5- F5;C FsC sintesis ded , Enzima purificada de Merck &
antagonistas de
bistrifluorometil - = receptor NK1 25kg 98% % ee Rhodococcus Co.
feniletanol (antid.ep,re‘sivos, erythropolis Inc. '
CF,4 CF, an‘s1011'tllcos,
antieméticos)
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(5)-2,2,2- 0 o)
trifluoro-1-(4- CF3 CF,
(1-hydroxietil)
fenil) etanona (0] OH Merck &
>98% % Cetorreductasas
+ Sintones quirales 100 mg . Co.
OH ee recombinantes N
(8)-1-(4-(2,2,2- : Inc."
CF3
trifluoro-1-
hidroxietil)
(0]
fenil) etanona
. N o
(S,E)- 2-metil 2- N N/ _
(-(-G-(-7- O O
cloroquinolin-2- Intermedio en la
Células enteras de Merck &
il) vinil fenil)-3- 0~ "OMe sintesis del
gramos >99 % ee Microbacterium Co.
hidroxipropil) X OH antiasmatico
campoquemadoensis Inc '
fenil)- N Montelukast
Cl N
propionato de
metilo
0~ OMe
A o]
—
(S,E)-2-(3-(3-(2- | ¢l NS O O
(- © .
o Intermedio en la .
cloroquinolin-2- O\M Alcohol deshidrogenasas
e sintesis del >200 Codexis"'
il)vinil)fenil)-3- >99.9 % ee modificadas )
) ) ) antiasmatico kg )
hidroxipropil) A OH genéticamente
P Montelukast
benzoato de Cl N O O
metilo o
O\Me
Q H
ohe
(R)-2-(4- pZ
N NO, Intermedio en la Multi Merck &
nitrofenetilamin . . Células enteras de
sintesis de kilogra | >99.9 % ee Co.
0)-1-(piridin-3- OH Candida sorbophila N
H antagonistas B-3 mos Inc"
il)etanol N
| X
Pz
N NO,
Schering
CO.I 14
(0] (0] 0
(93954 P
. F \k/ Precursor en la
fluorofenil)-5-
sintesis de Células enteras de
hidroxipentanoil o
Ezetimiba gramos 100 % ed. Schizosaccharomyces
)-4- OH 0] 0O . .
(anticolesterolémico octosporus
feniloxazolidin- NJ(O )
2-ona F \\\/

Biocatdisis aplicada (ll)...

265




DIARILCETONAS

OMe O OMe OH
OMe O OMe OH
0 OH Cetorreductasa
O,N O,N .
O O N O O >999% ee | comercial, glucosa como
Sintones quirales sustrato auxiliar
(S)-diaril ) Merck &
para la obtencion de lg
metanoles NH, O NH, OH Co, Inc.'"®
R diferentes farmacos
TO—-0C
9 OH
Cl cl
sasEiasas
O OH
B Alcohol deshidrogenasa
I — [ >99 % ee &
N~ N__— de L. kéfir.
(8)-(3- Lo
Sinton quiral para la
(ciclopentiloxi)- 9 OH )
o 2 o obtencion de un
4- O O \Q . D Células enteras de Merck &
o o farmaco antiasma 16 g >96 % ee
metoxifenil)(fen 7 7 Rhodotorula pilimanae Co, Inc.""*
i Me Me inhibidor de la
i
fosfodiesterasa A
metanol
a-0X0 ACIDOS
63 Lactato deshidrogenasa Ciba
. 99,9 % ee de Staphylococcus Spezialitd
gramos
epidermis ten-
chemie
AGI 17
Precursor de
Acido 2R-2- o) OH farmacos
hidroxi-4- OH OH | inhibidores de la
fenilbutirico (2- (e} o] enzima convertidora
. . Células inmovilizadas de
HPBA) de angiotensina 82 ¢ 99,9% ee

(ACE)

Proteus vulgaris
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a-OXO ESTERES
(2R)-hidroxi-2-
(127,374
hid o OH Intermedio en la Bristol-
tetrahidro-
Ca OFt OEt sintesis de NR "y Células enteras de Myers
sl LT T T > N (1] R
6 o o receptores del acido Aureobasidium pullulans | Squibb™*
tetrametil-6’-
) retin6ico e
naftalenil)
acetato de etilo
Intermedio en la
Acido (R)-3-(4- o) o] sintesis del . Bristol-
Huorofenl)-2- on Rupintrivir, D-lactato deshidrogenasa Myers
ONa 6H inhibidor N.R. >99.9% de Leuconostoc “h
hidroxipropandi | g Y F irreversible de la ) Squibb™*"*
o proteasa 3C del mesenteroides 1ol 119
rinovirus humano
(HRV)
B-OXO ESTERES
Alcohol deshidrogenasa
50 08 04 de S. cerevisiae Walton y
3. . >
hid (SL o 0 QH ) £ ’ expresada en células de cols.™
idroxibutanoat M M
- E.coli
o de etilo OFt OFEt
600 99.3% Células enteras de S. Kometani
g. 3% .
cerevisiae. y cols.””
Sintones quirales P
Jilic
para la obtencion de niral
Chira:
R)-3- iferentes farmacos, 35
O o OH O aif # Enzima soluble de Solutions.
hidroxibutanoat M /k/u\ pesticidas y tonelad 99.8%
OEt — Lactobacillus brevis Wacker
o de etilo OEt fragancias. as
Chemie™®
L 101c
®)3 Cetorreductasa de Forschun
hidroxib o o OH O 700 g 990, Lactobacillus brevis gszentru
idroxibutanoat M /'\)J\ > ()
o de metilo OMe OMe L'd' expresada en células de m Julich
E.coli GmbH"'
(2R, 35)-2-
oro3 @) O OH O ADH de P.finlandica Kanck
cloro-3- /‘\)j\ aneka
- Sintén quiral 4g 98% ee expresada en células de
hidroxibutanoat MOEt . OEt Eeoli Co."”
.coli
o de etilo Cl Cl
Kaneka
N.R. 99% Células enteras de E.coli CoLi22
0.
(S) 4-cloro-3- oOH O | | —
Sinton quiral para la Enzima aislada
hidroxibutanoat | ¢ M o \)\/U\ q p
de etil OEt OFEt obtencion de 232.61 99.5% recombinante, glucosa y Codexis
o de etilo >99.5%
farmacos g GDH para reciclar Inc.'*
anticolesterolémicos NADH
(S) 4-cloro-3- oH © (atorvastatina) Multi Células enteras de Bristol-
ult1
hidroxibutanoat CI\)J\/U\OM cl M . 9% ee Geotrichum candidum Myers
e OMe g. .
o de metilo SC 5469 Squibb'?
Cetorreductasa de
(R)-4,4,4- o o OH © Sinton quiral para la Sporobolomyces
trifluoro-3- M H obtencion de NR 99% salmonicolor y GDH de L 126
— . (XS] onza
hidroxibutanoat FaC OEt FsC OEt beflotaxona, B. megaterium
o de etilo antidepresivo. expresadas en células de
E. coli.
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(S)-3-hidroxi-

3[(R)-1-
) Intermedio en la Merck &
tercbutoxicarbo o o0 OH O
. sintesis de Células enteras de Co, Inc.
nil-4- HO! . O'Bu HO"- O'Bu 12.5kg 98% R
) o N - N, antibioticos tipo Mortierella alpina Rahway'
hidroxipirrolidin “Boc Boc
carbapenenm 7
-2-il] propanoato
de tercbutilo
(25,3R)-3-
hidroxi-2-((2- o O OH O Intermedio en la
0X0-2- o~ o~ sintesis de 25 Codexis
fenetilamino) bisi . > 60% KREDs recombinantes —
enetilamino)me P P antibioticos tipo gramos ne
. N BZ N BZ
til) butanoato de H H carbapenem.
metilo
OTROS OXO ESTERES
-5- o) 0 OH 1) Bristol-
O] M J /_\/\)J\ J Prepara Células enteras de Pichia
hydroxihexanoat o) 0 Sintén quiral >99.5% Myers
tiva methanolica 2
o de etilo Squibb'?
(3R,5S)- 6- Intermedio quiral
(benciloxi)-3.5 o o o OH OH O | < d Enzima soluble de Bristol-
enciloxi)-3,5- ara la sintesis de
tho\)wj\oa Ph\/o\/'\/'\/u\oa P 1L 99% Acinetobacter Myers
dihidroxihexano farmacos o
calcoaceticus. Squibb'
ato de etilo anticolesterolémicos
ALDEHIDOS
0 OH
Alcohol X H— AN Para la produccion miligra Extracto celular de Machado
cinamico de fragancias mos Manihot sp. y cols."'
2,5- HO 0 HO OH Detoxificacion de Células enteras de
dihidroximetil © —_— ° hidrolizad Sacch Petterson
ihidroximeti idrolizados ramos | - ------- accharomyces
\ / H \ / £ i y cols."*?
furano lignoceluldsicos cerevisiae
Me
: o Intermedio en la
®)-2 Me duceion d Cetrorreductasa de E.
-2- roduccion de
WO + H P 342 g 98,5% ee coli mejoradas por Pfizer'
metilpentanol M farmacos y de
H e evolucion dirigida
/\/'\/OH cristales liquidos
ALQUENOS
o H
. )\/\)\)LH - )W Enoato reductasa de
R-citronelal R-citronelal 98% ee
geranial ~citronela Pichia stipitis OYE 2.6 .
Escala Bougiouk
Sintones quirales de ouy
- H
B 134
X X X ; gramos Enoato reductasa de E. cols
S-citronelal ) >99 %
neral 4 XQ S-citronelal coli NemA
Intermedio en la Células enteras Hoffmann
O @) L recombinantes de
produccion de S . -
(6R)-levodiona . 5¢ NR Escherichia coli donde
o . zeoxantina, se sobreexpresa la LaRoche.
0] "

protector de la retina

enzima de Candida
macedoniensis

135
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N 02 NO 2
Nitrociclohexan miligra Enzima purificada de S. Meah y
o > mos cervisiae. Masseyl36
AMINACION REDUCTIVA de OXOACIDOS
0]
OH
HO + NH; Intermedio en la
O sintesis del .
) Bristol-
L-6-hidroxi antihipertensivo Enzima purificada de
N.R. 99 % ee Myers
norleucina omapatrilato, y de higado de ternera i
Squibb
NH 2 azepinonas
Z OH sustituidas en C-7
H OW\H/
)
I 1D
Acido (S)-2- o o Intermedio en una ) Bristol-
Enzima de Sporosarcina
amino-5-(1,3- sintesis alternativa Myers
+NH; — 197 kg 98% ee sp expresada en células .
dioxolan-2-il) del antihipertensivo Squibb
OH OH de Escherichia coli 13
pentandico @) H 2 N omapatrilato ’
O O
Para la sintesis de )
(0] NH, Enzima de
H peptidomiméticos 1
OH + NH; — OH Thermoactinomices Degussa
L-terc-leucina con actividad tonelad 99,5 % ee 106
o) intermedius expresada en AG
o antitumoral o anti a
células de E. coli
VIH.

A continuacion, comentaremos algunos ejemplos interesantes recogidos en

dicha Tabla, en primer lugar usando enzimas aisladas.

a) Asi, como primer caso, la sintesis de un intermedio de antagonistas de

receptores K-1, el (S)-3,5-bistrifluorometilfenil etanol, ha sido puesta a punto a
través de la reduccion asimétrica de la 3,5-bistrifluorometil acetofenona (Tabla
3). El

erythropolis, fue seleccionado en un proceso de cribado, y se purifico

biocatalizador, una alcohol deshidrogenasa de Rhodococcus
previamente a su uso industrial, el cual se optimiz6 usando glucosa
deshidrogenasa (GDH 103, de la casa Biocatalytics Inc.), como sistema
auxiliar para regenerar el cofactor; esta enzima es mas termoestable que la
FDH inicialmente elegida. De esta forma, la biorreduccién funciona con una
conversion del 98%, y un exceso enantiomérico del 99%, en un proceso en
planta piloto que se lleva a cabo en tanque agitado de 250 L con 25 kg (532,
101).
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b) Por otra parte, el antiasmatico Montelukast (Singulair) requiere como

intermedio un alcohol enantioméricamente puro, el cual se obtiene en Merck a
través de la biorreduccién de una cetona precursora. De esta forma, tras un
cribado inicial de 80 microorganismos, se detectd la actividad deseada en
cepas de Microbacterium campoquemadoensis y Mucor hiemalis, obteniendo
el alcohol intermedio deseado trabajando a una concentracion de 500 mg/L,
para obtener un e.e >95% tras 280 horas de reaccion (111); no obstante, la
baja solubilidad en agua de la cetona de partida limita la productividad
volumétrica del proceso (<2 mg/L.hr), por lo que su aplicabilidad a nivel
industrial se descarto, y se optd por una reduccion quimica empleando un
exceso (1,8 equivalentes) de (-)-DIP-CI (B-clorodiisopinocanfenilborano) en
THF at -25°C. Recientemente, la compafia Codexis ha desarrollado
recientemente un proceso alternativo, mucho mas sencillo y sostenible,
usando una cetorreductasa recombinante, con una conversion de >99%, y un
excelente exceso enantiomérico de >99,9%. Este proceso 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
regeneracion del cofactor), agua y tolueno, lo que favorece la solubilidad de la
cetona de partida y hace que el alcohol enantioméricamente puro asi obtenido
se purifique por una simple filtracion (112). De esta forma, el proceso
biocatalitico ha sido escalado hasta 200 kg (Arch Pharmlabs), lo que
demuestra su gran potencialidad.

La obtencion de moléculas quirales de pequefio tamafno suele ser mas
dificultosa que en aquellos otros casos donde la diferencia de tamano de los
sustituyentes en torno al carbonilo es mayor. Asi, la obtencién de (S)-2-
butanol o (R)-tetrahidrotiofen-3-ol ejemplifican de manera excelente casos
donde la obtencion de una buena estereoseleccion es un reto para el
biocatalizador. En este ultimo caso (105), la enzima nativa permitia obtener
solamente un 65% de exceso enantiomérico para el producto deseado; no
obstante, el empleo de técnicas de evolucion dirigida han permitido la
obtencion del alcohol con un valor de ee superior al 99%, a escala de

multikilogramos
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Tal y como se coment6 con anterioridad, la mayoria de las biorreducciones

industriales se llevan a cabo con células (aproximadamente 3 de cada 4 casos (87)).

En la Tabla Ill aparecen reflejados varios ejemplos, alguno de los cuales

comentaremos ahora.

a)

b)

La biorreduccion del acido (1S)-[3-cloro-2-oxol-(fenilmetil)propil] carbamico
empleando células enteras de R. erythropolis SC13854 (99) permite la
produccion de un alcohol intermediario en la sintesis del Atazanavir, un
inhibidor de la proteasa del VIH, con un rendimiento del 95% y una
estereoselectividad del 99,4%.

Como ejemplo de biorreduccion de dicetonas, citaremos el proceso de Julich
Chiral Solutions, donde la 2,5-hexadiona es reducida para obtener el (2R,5R)-
hexanodiol, un sintén quiral de gran importancia, empleando células de
Lactobacillus keéfir (101). Este proceso utiliza glucosa como cosustrato en un
simple reactor tipo tanque agitado (el sistema mas empleado industrialmente
por su gran sencillez de manejo), a una escala de 0,25 toneladas al afio, con
un rendimiento del 90% y una estereoselectividad del 99,5%. Asimismo, este
microorganismo es capaz de reducir eficientemente otras dicetonas como la
2,4-pentanodiona, 3,6-octanodiona, 2,7-dimetil-3,6-octanodiona y 2,6-
heptanodiona (54b).

Ya indicamos con anterioridad que una caracteristica habitual de los procesos
catalizados por células enteras es su baja productividad, debido a que los
sustratos que se desea reducir suelen ser toxicos para el microorganismo,
siendo tolerados de manera general a concentraciones entre el 0,1 y el 0,3%
(11). Por ello, a escala industrial es necesario el desarrollo de diferentes
metodologias para aumentar la productividad hasta valores aceptables; entre
ellas, una alternativa interesante consiste en el empleo de biorreactores
retroalimentados (fed-batch), donde se limita la concentracion efectiva de
sustrato en las inmediaciones de la célula. Como ejemplo, citaremos el
proceso de AstraZeneca (54b,103) para la produccion de un intermedio del
Trusopt®, farmaco para el tratamiento del glaucoma. Otra posibilidad consiste
en la inmovilizacién del sustrato en un soporte no téxico, de manera que se
vaya liberando de manera controlada al medio de reaccion: es el caso del
proceso desarrollado por Eli Lilly(54b,100) utilizando células de Z. rouxii para
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la obtencion de un intermedio en la sintesis de una benzodiazepina activa por
via oral. También pueden utilizarse sistemas bifasicos para minimizar la
inhibicion por sustrato; como ejemplos, citaremos la biorreduccion de Kaneka
(122) para la obtencion de (2R, 3S)-2-cloro-3-hidroxibutanoato de etilo con
células recombinantes de Escherichia coli con sobreexpresidon de una
cetorreductasa de Pichia finlandica y FDH de Mycobacterium sp. Otro ejemplo
de esta metodologia: el proceso desarrollado por Lonza para la obtencion de
(R)-4,4,4-trifluoro-3-hidroxibutanoato de etilo, empleando un sistema bifasico
agua/acetato de butilo, y dos enzimas, una cetorreductasa de
Sporobolomyces salmonicolor y glucosa deshidrogenasa de B. megaterium
expresadas en células de E. coli.

d) En otros casos, el empleo de sistemas en continuo permite la obtencion de
excelentes resultados. Por ejemplo, Itoh y cols. (98) utilizaron un reactor de
lecho empaquetado de 10 ml conteniendo 1 gramo de células de E. coli con
ADH de Leifsonia sobreexpresada para producir en 500 horas 250 gramos de
(R)-1,3-butanodiol con alta pureza optica (99% ee), empleando 2-propanol
para regenerar los cofactores. Asimismo, utilizando huéspedes distintos de
E.coli (53c) se espera aumentar la productividad espaciotemporal hasta
valores de 3,6 g-""%". Por otra parte, la reduccién de acetoacetato de metilo
con células de E. coli donde se ha sobreexpresado una cetorreductasa de L.
brevis condujo a la produccion del correspondiente b-hidroxiester en altos
rendimientos y pureza (700 g--"-%") usando un sistema de reactor en continuo
con retencion del biocatalizador mediante una membrana de ultrafiltracidon
(121). Empleando un disefio similar, pero afadiendo un sistema de
pervaporacion para eliminar la acetona producida como consecuencia de la
oxidacion del isopropanol, Schoer y Lutz (139) han descrito muy altas
productividades (> 170 g-="-%") en la obtencion de (R,R)-2,5-hexanodiol por
biorreduccion de la correspondiente dicetona de partida.

3. CONCLUSION Y PROGNOSIS

Dada la gran complejidad y variedad en las estructuras de los farmacos, el
empleo de enzimas redox supone una alternativa mas sostenible y ecoamigable

frente a los tradicionales métodos quimicos para la obtencion de los pertinentes
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sintones quirales que conduzcan a los diferentes principios activos. La necesidad de
utilizar cofactores, que podria significar un escollo para su utilizacion a nivel
industrial, ha sido solventada de forma eficiente mediante el empleo de sistemas
adecuados para su reciclado, empleando sustratos auxiliares y/o  enzimas
auxiliares. Por otra parte, el uso de herramientas de ingenieria genética
(mutagénesis dirigida o evolucion dirigida) para mejorar la eficacia catalitica de las
enzimas redox, asi como un adecuado disefio del medio de reaccion y del
biorreactor, han permitido la implementacién de numerosos procesos industriales

con altas productividades.

Sin duda, pues, nos encontramos ante una estrategia que puede cobrar un
inusitado auge en los préoximos anos. Asi por ejemplo, el uso industrial de
biocatalizadores provenientes de organismos extremofilos puede suponer un gran
avance a la hora de disefiar procesos aun mas eficaces, y que conduciran de

manera segura a procesos industriales aun mas eficientes.
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