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RESUMEN

El presente estudio trata de mostrar, mediante una revision bibliografica, los avances y
mejoras que ha traido consigo el desarrollo de la biocatalisis y de la quimica verde.
Trataremos ademds de abordar, aunque sea brevemente, el futuro que se augura a la
biocatalisis como una herramienta fundamental en la Industria Farmacéutica para la
sintesis sostenible de farmacos. Desarrollado el concepto de biocatalisis, nos centraremos
en las acilasas, concretamente en la penicilina G acilasa, y su empleo en la sintesis de
penicilinas y cefalosporinas. Esta acilasa permite obtener 6-APA y 7-ADCA a partir de
la penicilina G y cefalosporina G y asi conseguir por semisintesis de penicilinas y
cefalosporinas respectivamente. Este hecho permite conseguir una gran variedad de

antibidticos -lactdmicos de forma simplificada.

Palabras clave: biocatalisis; quimica verde; acilasas; antibioticos f3-lactdmicos

INTRODUCCION

El desarrollo de la biocatalisis ha marcado diferentes industrias del siglo XX,
principalmente la industria quimica y farmacéutica. Este novedoso término refiere al
mero hecho del uso de enzimas en la sintesis de productos quimicos. Este gran avance se
ha unido a la aparicion de otro concepto a desarrollar: la quimica verde. Ambos conceptos
van directamente de la mano ya que hacen referencia a la aparicion de una quimica

sostenible y respetuosa con el medioambiente.

Centrando el interés brevemente en la Industria Farmacéutica en la actualidad, esta tiene
dos retos, a saber, disminuir al menos en un orden de magnitud la produccién de residuos
por kilogramo de producto y desarrollar terapias donde las dosis sean menores (pasar del

orden de miligramos a microgramos) y que sean mas selectivas y menos toxicas.

Antes de entrar en materia y comenzar a definir qué es la biocatalisis, cabe mencionar
algunos conceptos y asi poder entender el concepto a definir. Pues bien, el principio en
que se basa la biocatalisis es la alta especificidad de las enzimas, como veremos de forma
repetida més adelante. Esta especificidad se refiere al lugar de accion de la enzima sobre
el sustrato, es decir, la transformaciéon se produce especificamente sobre un lugar del

sustrato.
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Las enzimas tienen una serie de sustratos sobre los que acttian de forma natural, como
puede ser la glucosa-6-fosfato deshidrogenasa cuyo sustrato natural es la glucosa-6-
fosfato y la transforma en 6-fosfoglucuronolactona. Sin embargo, las enzimas también
pueden actuar sobre otros sustratos que no son los naturales dentro del organismo. Esta
caracteristica es la que denominamos promiscuidad catalitica, pilar basico para la
realizacion de la biocatalisis. Este concepto de promiscuidad catalitica esta muy ligado al
término de biotransformacion: transformacion de una sustancia en otra actuando como
actores las enzimas y cuando los sustratos no son los naturales para esta. Como podemos

ver el concepto de biotransformacion es clave para poder entender qué es la biocatalisis

[1].

En cuanto a las definiciones de biocatélisis pueden oscilar desde largas y complejas a
simples y escuetas. En mi caso me decantaré por una definicién breve y, a mi entender,
simple para poder comprender este nuevo término. La biocatdlisis es el proceso por el
que se aumenta la velocidad de una reaccion metabdlica debido a la accidon enzimatica
[2]. Para tratar de entender este concepto algo mejor, la biocatalisis puede resumirse como

el empleo de enzimas en la transformacion de reactivos a productos (sintesis quimica).

No obstante, para poder comprender qué es la biocatélisis necesitamos exponer cudl es
su utilidad. Pues bien, el empleo de enzimas in vitro ofrece una alternativa al proceso

quimico en unas condiciones mas sostenibles y menos contaminantes.
Como puntos importantes de la biocatélisis podemos destacar:

- Las enzimas presentan una elevada quimio, regio y estereoselectividad.

- Las enzimas consumen menos productos de partida y menos energia que los
mismos procesos catalizados por métodos convencionales.

- El impacto medioambiental es menor, obteniéndose productos mas puros y a
menor coste.

- La naturaleza altamente especifica de las enzimas hace que los procesos
biocataliticos requieran menor nimero de pasos de proteccion y desproteccion, lo
cual repercute en menores aportaciones de productos quimicos y produce también

menores flujos de residuos y mas manejables [3].
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Debido a la preocupacion creciente por el medioambiente y los esfuerzos realizados para

tratar de llevar a cabo una quimica mas sostenible aparecio el término de quimica verde,

la cual estd muy ligada a la biocatalisis. Esta nueva rama de la quimica se caracteriza por:

Ser respetuosa con el medioambiente.

Minimizar la generacion de residuos.

Minimizar el riesgo de produccion de sustancias peligrosas.
Minimizar la utilizacion de energia

Utilizar preferiblemente materiales de partida que sean renovables

Disminuir el coste de la produccion [4].

Al surgir el concepto de quimica sostenible, se establecieron los doce principios que

marcan los requisitos sostenibles ideales de los procesos:

1)

2)

3)

4)

5)

6)

7)

8)
9)

Prevenir los residuos: es mejor prevenir la formacion de los residuos que tratarlos
o eliminarlos. Esta es la diferencia y la mejora con respecto a la quimica
medioambiental.

Maximizar la economia atdmica: maximizar la incorporacion en el producto final
de todas las materias usadas.

Procedimientos menos peligrosos: generar y usar sustancias de escasa toxicidad
humana y ambiental.

Productos quimicos seguros: deben disefarse productos quimicos de escasa
toxicidad.

Medios de reaccion seguros: las sustancias auxiliares deben resultar innecesarias
o, en la medida de lo posible, inocuas.

Incrementar la eficiencia energética.

Usar fuentes de partida renovables.

Evitar la formacion de productos derivados.

Usar procesos cataliticos.

10) Disenar productos quimicos que se degraden después del uso: de tal forma que no

persistan en el medioambiente.

11) Analizar en tiempo real para prevenir la contaminacion.

12) Minimizar los potenciales accidentes [5].
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Para poder continuar con dicha revision es importante hacer un paréntesis y comentar
brevemente algunas caracteristicas importantes de los actores principales en nuestra obra,

esto es, las enzimas.

Las enzimas producen de un modo especifico y selectivo inicamente uno de los isomeros
posibles, obteniéndose este de forma enantiopura. Esta separacion de los enantidmeros es
de crucial importancia en el ambito de la industria farmacéutica ya que las propiedades
de estos productos sintetizados pueden ser muy diferentes y pasar de der beneficiosos a
perjudiciales para el organismo. Este hecho nos recuerda al caso de la talidomida en la
segunda mitad del siglo XX, lo cual potenci6 también la importancia de la quiralidad de

los farmacos.

Es también importante conocer el reconocimiento quiral que realizan las enzimas, es
decir, cada enzima tiene unas dimensiones geométricas determinadas, por lo que solo el
sustrato que entre de forma correcta (“encaje”) en el centro activo sera sobre el que se
realice la transformacion. Todo esto se traduce en lo que es una de las propiedades mas
importantes de las enzimas, son capaces de diferenciar el enantidmero apropiado por su

diferente forma de reconocer los sustratos (resuelven mezclas racémicas) [6].

Ci +
~CLCH—NH,
HO Yy

¢

CH,

(R)-(—)-epinefrina sitio activo del enzima complejo enzima-sustrato

epinefrina natural
OH
OH
S
[ N~
= ; E
+ o C/H
NH,—CH;  ~\ OH
| H @/
CH;
NH,
\
CH;

(S)-(+)-epinefrina no encaja en el sitio activo del enzima
epinefrina sintética

Figura 1. Reconocimiento quiral de las enzimas por el que diferencia enantiomeros
gracias a que estas estan disefiadas para solo poder alojar uno de los enantiomeros, el otro

no encajard. Es la capacidad de las enzimas de resolver mezclas racémicas [7].
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Pues bien, contextualizado el tema a tratar y conociendo un poco mas a los actores
principales, esto es, las enzimas; podemos indagar un poco mas en las utilidades de la
biocatalisis. La biocatalisis presenta la ventaja de poseer una elevada especificidad,
cualidad especialmente 1til en la sintesis de farmacos debido a la importancia de la
quiralidad y selectividad de los farmacos hacia sus receptores. Esta especificidad que
presenta resulta especialmente interesante ya que permite no tener que emplear grupos
protectores, lo cual disminuye los pasos de la sintesis, aumenta el rendimiento y

disminuye la produccién de residuos contaminantes.

Para continuar, la alta especificidad de la biocatalisis de la que hemos hablado es gracias
a la actuacion de las enzimas, al igual que su habilidad de resolver mezclas racémicas. En
la biocatalisis se podra emplear células enteras o enzimas aisladas. Este hecho depende
de si se necesita la regeneracion de cofactores, en cuyo caso se optara por células enteras,
o si se trata de reacciones de isomerizacion o hidroliticas, en dicho caso lo idoneo seran

las enzimas aisladas puesto que serd economicamente mas rentable.

Ahondando minimamente en el empleo de enzimas aisladas o células enteras observamos
que ambas presentan tanto ventajas como inconvenientes y suele optarse por una u otra
en funcion de lo que es mas econdmicamente rentable para la industria. Por un lado, las
enzimas aisladas son mas solubles en agua, lo cual conduce a que son sensibles a los

cambios del medio, por lo cual pueden sufrir inhibiciones por sustratos y productos.

Por otro lado, las células enteras se emplean, como quedd expuesto anteriormente, porque
las enzimas que se encuentran en estas células enteras dependen de cofactores como son
el NADPH, ... y si no fuese por la regeneracion de la enzima, llevada a cabo por la
coenzima, seria un proceso economicamente inviable. En definitiva, las células enteras
presentan un sistema de regeneracion de coenzimas que hace que el proceso sea rentable.
No obstante, el empleo de células enteras también presenta ciertos inconvenientes como
es el bajo rendimiento debido a que dentro de las células puede haber mas de una enzima
que catalice el proceso y de esta forma obtendriamos mezcla de productos y no

unicamente el producto deseado [6].

Esta ultima caracteristica, el hecho de que sea econdmicamente rentable, es fundamental
para que dicho proceso sea empleado. Para que un proceso biocatélitico sea

econdmicamente factible depende de varios factores, como son el tipo de biocatalizador,
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esto es, el tipo de enzima, el reactor especifico empleado y la configuracion del hardware

de dicho reactor.

El tipo de enzima empleado es un factor limitante de la sintesis quimica de farmacos ya
que determinara el medio que deba usarse, a saber, organico o acuoso. Actualmente se
conoce que las enzimas también pueden actuar en medios orgéanicos, lo cual implica
numerosas ventajas como son la mayor solubilidad del sustrato, las reacciones hidroliticas
son reversibles y la especificidad modificada de las enzimas. Otros factores influyen
indirectamente en el tipo de enzima a seleccionar como son el pH del medio, la fuerza
ionica, etc. Condiciones que deben mantenerse muy controladas para conseguir un

rendimiento optimo de la reaccion.

Para terminar con esta breve contextualizacién de la biocatélisis cabe recalcar la
importancia y avances que ha repercutido el uso de la inmovilizacion de enzimas en este
campo. La inmovilizaciéon enzimatica se puede definir como el confinamiento de la
enzima en un soporte, lo cual limita su movimiento pero conserva su poder catalitico.
Este desarrollo aumenta la estabilidad de la enzima y hace posible su reutilizacion al
mantenerla en forma insoluble. No obstante, también presenta inconvenientes como son
la alteracion de la conformacion de la enzima, la pérdida de actividad o el incremento en

el costo de la enzima inmovilizada [8].

Sabiendo en qué consiste la biocatélisis y las caracteristicas esenciales de sus actores
principales, a saber, las enzimas, estas pueden ser de diferente naturaleza y con una
funcion diferente. Los biocatalizadores —entiéndase biocatalizador como sindénimo de
enzima- utilizados tanto a escala industrial como de laboratorio se pueden dividir en seis

tipos:

1) Lipasas (hidrolasas): son las mas utilizadas
2) Esterasas (hidrolasas)

3) Proteasas (hidrolasas)

4) Nitrilasas (hidrolasas)

5) Otras hidrolasas

6) Oxido reductasas [9]

En nuestro caso, dado el elevado interés que ha generado en las ultimas décadas, nos

centraremos en un tipo de hidrolasa que es la penicilina G acilasa (PGA) para la sintesis
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de antibioticos P-lactdmicos. Este tipo de antibidticos actua en distintas etapas de la
sintesis de la pared celular y actualmente son de gran utilidad en la practica clinica. La
mayoria de las bacterias presentan una capa de peptidoglucano que les confiere resistencia
frente al estrés osmotico del exterior. Pues bien, el anillo $-lactdmico de estos antibidticos
imita los dos ultimos residuos de D-alanina de la transpeptidasa, enzima encargada de la

remodelacion constante de la capa de peptidoglucano evitando la permanencia de dicha

bacteria [10].

Estas enzimas estdn presentes en una gran variedad de microorganismos que incluyen
bacterias gram positivas y negativas, hongos filamentosos y levaduras. Esta enzima puede
ser secretada al medio o ser intracelular, bacterias gram positivias, o pueden ser
periplasmicas, como en el caso de bacterias gram negativas. Dicho tema sera desarrollado

en la parte de resultados y discusion.

OBJETIVOS

El objetivo de esta revision bibliografica es recalcar la importancia que esta cobrando la
biocatalisis especialmente en la Industria Farmacéutica de modo que simplifica la sintesis
y obtencién de productos quimicos de utilidad terapéutica. Esta simplificacion repercute
en un ahorro econdmico importante para la Industria Farmacéutica. Por ello, e incluyendo
su sostenibilidad y respeto por el medio ambiente, nuestro primer objetivo es demostrar
que la empleabilidad de la biocatalisis como herramienta en el desarrollo sostenible de

farmacos.

Como ejemplo mas representativo, al simplificarse los pasos en la sintesis de antibioticos
B-lactimicos y obteniendo un mayor rendimiento gracias a la especificidad de las
enzimas, al igual que un menor impacto medioambiental, nuestros objetivos son
demostrar la sencillez y mejores resultados en la obtencion de intermediarios sintéticos

en la semisintesis de penicilinas y cefalosporinas.

MATERIAL Y METODOS

Al tratarse dicho tema de una revision bibliografica he empleado diferentes materiales de

la literatura cientifica, esto es, articulos publicados en revistas y en sociedades cientificas.
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Gracias al estudio de las diversas publicaciones he podido comprender de una manera

mas detallada qué es la biocatalisis, de forma general, su futuro y posibles aplicaciones.

Por otro lado, gracias a la bibliografia, los distintos buscadores como PubMed vy articulos
mas concretos, la presente revision bibliografica se centra, dentro del tema de la
biocatalisis, en la sintesis de pencicilinas y cefalosporinas (antibidticos B-lactamicos,
muy empleados actualmente). Los articulos estudiados muestran la gran importancia que
la penicilina G acilasa presenta al transformar la penicilina G y la cefalosporina G en los
intermediarios 6-APA y 7-ADCA respectivamente. Ademdas de su importancia se

muestra, sobre todo en diferentes tesis doctorales, la forma de optimizar su rendimiento.

RESULTADOS Y DISCUSION

Como hemos comentado anteriormente, en nuestro trabajo nos centraremos en la
semisintesis de antibioticos p-lactdmicos (penicilinas y cefalosporinas) usando como
herramienta la biocatalisis. En nuestro caso, el instrumento del que se vale la biocatalisis

es la penicilina G acilasa (PGA), un tipo de penicilina acilasa.

Las penicilinas acilasas pueden presentar diferentes especificidades del sustrato, segin

ello se puede clasificar en tres tipos:

1) Tipo I: hidrolizan preferentemente fenoximetilpenicilina (penicilina V)
i) Tipo II: actian preferentemente sobre la benzilpenicilina (penicilina G)
aunque tiene un espectro de accion mas amplio

iii) Tipo III: hidrolizan la ampicilina

ANTIBIOTICO R ? N Ij_

R—C—H
j;Nrs CH,
. + o
\_),'CH, He

o

PaicioaG N, o, coon
l Penicilina G acilaza

N H
B —CH —r—° CHs
/" § o+ oo
2 / CH
(o] - s

COOH

|||I

Acido 6-amino penicilinico (6-APA)

Figura 2. Clasificacion de las penicilinas acilasas segun su preferencia de sustrato [11].
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La PGA més utilizada en la Industria Farmacéutica es la aislada de la cepa ATTC 11105
de Escherichia coli (E. coli) y pertenece dentro de la clasificacion anterior al tipo II, esto
es, hidroliza penicilina V. Para la hidrélisis de penicilina G y cefalosporina G por la
enzima PGA es llevada a cabo en medios acuosos, a un pH de 7-8 y a una temperatura de
30-37°C, debido a la estabilidad y solubilidad de los antibidticos. Estas caracteristicas
casan muy bien con la actividad y estabilidad de la mayoria de PGAs de E. coli [11].

La PGA fue descubierta en 1960 y aun se desconoce su funcion en la naturaleza, se cree
que puede participar en el metabolismo de derivados de fenilacético como fuente de
carbono. Entre sus aplicaciones mas importantes estd la obtencion del acido 6-
aminopenicildnico (6-APA) y del 4cido 7-aminodesacetoxicefalosporinico (7-ADCA)
mediante la hidrélisis de la penicilina G y cefalosporina G respectivamente. Tanto el 6-
APA como el 7-ADCA son intermedios clave para la produccion de antibidticos f3-
lactdmicos ya que sirven como punto de partida para la sintesis de gran cantidad de
antibidticos P-lactdmicos. En definitiva, la funcion de la PGA es la hidrolisis de

penicilinas naturales, pero también pueden emplearse de manera reversa [11].

H H H H
@/\”/H N\E T 45 Penlgglréccglcll lasa H2N\_ Z 48 OH
—_— +
UV I Xe——= I X-(J7T
o} z o z
Penicilina G ‘COOH 6-APA  COOH
g4 i Penicilin G acil g 4
= = enicilin acllasa = =
HNN_i/S de E. coli HZN\_i/S OH
o N G N A "
— «— o
0 0
Cefalosporina G COOH 7-ADCA COOH

Figura 3. Obtencion de los intermedios 6-APA y 7-ADCA a partir de penicilina G y
cefalosporina G, respectivamente, por medio de la hidrélisis de la PGA. De este modo
obtenemos los intermedios necesarios para la semisintesis de antibidticos f-lactdmicos,
simplificando asi el proceso. Deberia haber flechas que marcasen la reaccion en el sentido

opuesto ya que la PGA es capaza de revertir la reaccion [11].

En cuanto al mecanismo de accion propuesto para la hidrélisis de penicilina G, y

extrapolable a la cefalosporina G, de la PGA de E. coli es muy similar al mecanismo de

11
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accion de otras serin proteasas (Figura 5). El grupo hidroxilo de la serina del extremo
amino de la subunidad f es activado, mediante un puente de hidrégeno, por su propio
grupo a-amino. El oxigeno de la serina reacciona con el atomo de carbono del grupo acilo
del sustrato, formando un intermediario tetraédrico que se estabiliza a través de puentes
de hidrégeno con los residuos Asn241 y Ala69. El reagrupamiento electrénico provoca
el colapso del intermediario dando lugar a la liberacion del grupo saliente (6-APA o 7-
ADCA) y al complejo acil-enzima. Seguidamente la enzima es desacilada por un

nucleofilo dejando libre a la enzima y al producto de acilacion del nucledfilo.

Figura 4. Esquema general de la enzima PGA ya sintetizada y madurada secretada ya en

el periplasma. Observamos las dos partes de dicha enzima, la parte a y  [11].

Con la salida del residuo amino, lo que sera el intermedio 6-APA o 7-ADCA dependiendo
de si el producto de partida es penicilina G o cefalosporina G respectivamente, quedara
unido el resto acilo del producto a la enzima, formando el complejo acil-enzima. Este
complejo sera atacado por un nucledfilo, en el caso de que dicho nucledfilo sea el agua
(como muestra la figura siguiente) obtendremos como productos el intermedio
correspondiente segiin sea el elemento de partida, 6-APA o 7-ADCA, la enzima
regenerada y el acido carboxilico. No obstante, si el nucledfilo no es una molécula de
agua sino un donador de acilo (ésteres, amidas, etc.) el ataque nucleofilico originard un

antibidtico semisintético [11].
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Figura 5. Mecanismo catalitico de la PGA [11].

E. coli, bacteria gram negativa, sintetiza la enzima PGA como un pre-propéptido en el
citoplasma y tras la transcripcion, traduccion, translocacion y procesamiento se obtiene
la enzima final activada con dos cadenas, una o y otra . La enzima activada se libera al
periplasma, compartimento que rodea a algunas células procariotas, donde ejerce su
accion. La especificidad del sustrato de la PGA es compleja pues el subsitio de union del
radical acilo es altamente especifico para acido fenilacético. La posicion a solo acoge
pequeiios grupos como hidroxilo o grupos amino, mientras que el sitio de reconocimiento

de la penicilina es muy especifico para L-aminodcidos [11].
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Figura 6. Especificidad de sustrato de la PGA [11].
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Por todo lo comentado anteriormente resulta de gran interés la biocatalisis y la PGA,

especialmente para la Industria Farmacéutica, como desarrollaremos mas adelante [11].

La utilizacion de la PGA en la sintesis de antibidticos f-lactdmicos es una practica que
se estd constantemente optimizando, ya que reduciria tanto el impacto ambiental como
los costes. Para afiadir, también simplificaria enormemente la produccion de dichos
farmacos. Pues bien, gracias a técnicas de biologia molecular y screening se ha logrado
una mayor estabilidad de las PGAs, lo que trajo consigo una mejora de la produccion.
Estos avances junto con la inmovilizacion de la enzima que permitia el reciclado del
biocatalizador, permitié que a mediados de los afios 80 comenzase a utilizarse el proceso
enzimatico de hidrdlisis de penicilina G ya que presentaba grandes ventajas econdmicas,

medioambientales y operacionales frente al proceso quimico [11].

Enzimatico: un unico paso

CH,
\2<CH‘
CARORS 1° Pisidina /MesSiCl COOH

Penicilina G ‘ 2° PCl;/ROH/H,O ’ 6-APA

AN Pr—
T

Quimico: varios pasos

Figura 7. Comparacion de la hidrolisis de penicilina G para la obtencion de 6-APA por

método quimico y enzimatico [11].

La PGA es una enzima notablemente versatil que, ademads de en la hidrdlisis de penicilina

G, puede utilizarse en numerosas reacciones de interés en quimica organica:

Resolucion de mezclas racémicas de alcoholes, ésteres y aminas mediante
reacciones enantioselectivas de hidrélisis o sintesis.

- Acilacién inespecifica de nucledfilos.

- Proteccion de grupos en sintesis de péptidos.

- Sintesis de derivados de penicilinas y cefalosporinas [11].
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Ademas de la hidrolisis de la penicilina G, la PGA cataliza la reacciéon inversa
permitiendo la sintesis de antibidticos. Este hecho que puede presentarse como una
ventaja es también el principal obstaculo. Pues bien, una vez la PGA ha hidrolizado la
penicilina G o cefalosporina G dando 6-APA o 7-ADCA respectivamente junto con acido
fenilacético, la enzima puede actuar sobre los productos y transformarlos en el material
de partida, lo cual afecta notablemente a la eficiencia del proceso. Esta desventaja es un
problema del equilibrio de reaccion que dificulta la sintesis de antibioticos f3-lactamicos
por via tinicamente enzimatica. No obstante, dicho inconveniente ha sido solventado por

algunas empresas como es el caso de DSM que veremos mas adelante.[12].

Para finalizar, la importancia que la biocatélisis estd tomando, especialmente en la sintesis
de antibioticos B-lactdmicos por la PGA, queda demostrada gracias a los procesos

disefiados por la compaiia holandesa DSM para la sintesis de cefalexina, ampicilina y

amoxicilina a partir de de 6-APA y 7-ADCA.

A modo maés concreto nos centraremos en uno de ellos, en la sintesis de cefalexina cuyo
material de partida es el intermediario 7-ADCA. Partiendo de dicho intermediario, el 7-
ADCA, pues se observaron mejores resultados, se inmovilizé mediante unién covalente
a un material de soporte, como puede ser una gelatina. El proceso presentd ligeras
complicaciones que debian ser solventada, ya que la PGA no acepta aminoacidos
cargados, y el pH al que se encuentra protonado el grupo carboxilo de la D-fenilglicina
hace que esté también protonado el grupo amino. Cabe recordar que el grupo amida es
muy poco reactivo, por lo que deberd protonarse el grupo carboxilo de la D-
fenilglicinamida para que asi el oxigeno atraiga la carga del carbono al que estd unido y
el nitrégeno del grupo amino del 7-ADCA pueda atacar a dicho carbono. Es por esto que
habra que emplear derivados con grupos amida o éster para que asi el grupo amino del 7-
ADCA reaccione con el carbono del grupo carboxilo y no con el carbono del grupo amino

contiguo a ¢l [13].

o NH,

NH; HoN s Penicilin G acilasa 2 A -

-

NH,
: S
N P 0 N, =
0 o o
HO 0 woo O
D-Fenilglicinamida 7-ADCA Cefalexina

Figura 8. Sintesis enzimatica de cefalexina disenada por el grupo DSM [13].
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Centrandonos un poco en el marco legislativo, la biocatalisis es una aplicacion quimica
que se encuentra en auge y se considera como una alternativa muy a tener en cuenta
gracias a su sostenibilidad y rendimiento. La biocatélisis se estd expandiendo cada vez
mas entre las distintas industrias y esto es gracias a sus ventajas pero también es debido
al marco legal que se esta desarrollando en torno al objetivo de una industria sostenible
hacia el medioambiente. Estas normas son de indole europea, establecidas en toda la
Unioén Europea (U.E.), y entre ellas destacamos las normas REACH, VOC y SEVESO.
Por indagar minimamente en alguna de ellas, para poder cumplir con las disposiciones
del REACH las empresas deben identificar y gestionar los riesgos asociados a las
sustancias que fabrican y comercializan en la U.E. Deben demostrar como usar dichas
sustancia de manera segura y comunicar toda aquella informacion relativa a las medidas

de gestion de riesgos a las partes implicadas [14].

Dichas normas europeas influyen enormemente en la Industria Farmacéutica, ya que esta
produce 200 kilogramos de residuo potencialmente contaminante por cada kilogramo de
producto acabado. Esto trae consigo el empleo de un alto porcentaje de disolventes. Para
poder cumplir con las normativas legales de la U.E. debera llevar a cabo una serie de

medidas como pueden ser:

- Cesar el empleo de catalizadores tradicionales basados en metales de transicion.
Sustituirlos por biocatalizadores (enzimas o células enteras), mas selectivos,
eficaces y menos contaminantes.

- Abandonar el uso de disolvente como el diclorometano (CH,Cl,), de elevado uso,
por ser hepatotdxico y poco biodegradable. Sustituir dichos disolventes por

disolventes no contaminantes o derivados de fuentes renovables [15].

Viendo la biocatalisis como el futuro en diferentes industrias, muy especialmente en la
sintesis de farmacos, no debemos olvidar que la biocatalisis no puede sustituir a la
quimica organica en ningun momento. La quimica orgéanica es quien nos identifica la ruta
a llevar a cabo y la biocatélisis quien la efectiia. La biocatalisis trata de mejorar la sintesis
de farmacos al hacerla mas sostenible que si solo empleamos la quimica organica, pero

jamas podra sustituir a esta.

Por otro lado, la industria de antibioticos es uno de los grandes nichos de la biocatalisis,
esto se debe en gran medida a la PGA. Las PGAs presentan un gran potencial para su uso

industrial, esto se debe a su robustez en términos de temperatura y estabilidad de pH, una
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amplia especificidad de sustrato y estereoselectividad (cualidad especialmente util en la
Industria Farmacéutica). Si la PGA es inmovilizada tiene como ventaja que puede
recuperarse y volver a usarse, reduciendo asi los residuos y costes. Pero tiene como

inconveniente que pierde enantioselectividad en comparacion con la enzima libre.

Por todo ello, el futuro en la sintesis de penicilinas se basa en la optimizacion de la PGA,
la cual pasa por mejorar la estabilidad térmica, ya que al aumentar la temperatura aumenta
la velocidad de reaccion. Y por optimizar la estabilidad de la PGA frente a codisolventes
organicos, los cuales inactivan a la enzima, pero favorecen el desplazamiento del

equilibrio de la reaccion en sentido hacia la sintesis.

En cuanto a las cefalosporinas, el futuro es algo mas incierto ya que a pesar de que a partir
de la cefalosporina G se puede obtener el intermediario de sintesis 7-ADCA gracias a la
PGA, los estudios en la actualidad van orientados a la obtencién del intermediario acido
7-aminocefalosporanico (7-ACA) a partir de la cefalosporina C. Este hecho se ha logrado
gracias al empleo de dos enzimas: la 4cido D-amino oxidas (DAAO) y la glutaril acilasa
(GA). No obstante, al formarse como intermediario peréxido de hidrégeno, el cual
presenta efectos muy negativos en la estabilidad de ambas enzimas. Para tratar de resolver

se afiade una tercera enzima, una catalasa, lo cual complica el disefio del proceso [16].

CONCLUSIONES

La biocatalisis se presenta como una de las herramientas del futuro tanto por su
sostenibilidad como por su rendimiento y eficacia. Ademas, la alta especificidad y
selectividad de las enzimas hace que un proceso catalizado por estas apenas produzca
residuos toxicos. Pues bien, los estudios en la actualidad se estan centrando en mejorar
las propiedades de las enzimas como son el rango de sustratos sobre los que actuan, la

especificidad, su funcién en medios no naturales para la enzima y su estabilidad.

A modo general, queda resaltado que la biocatélisis es una herramienta realmente ttil
para cualquier industria gracias a su sostenibilidad con el medio ambiente al reducir
desechos y reutilizar las enzimas, aisladas o células enteras, lo cual se traduce en un
mayor rendimiento y menor coste. Para la Industria Farmacéutica resulta especialmente

de interés ya que ademas de las ventajas anteriormente comentadas, las enzimas presentan
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las cualidades de especificidad y resolver mezclas racémicas esenciales para la sintesis

de farmacos.

En la actualidad se esté trabajando en la optimizacion y desarrollo de una cefalosporina
acilasa, referenciada y patentada por el grupo del Profesor Pilone en la Universidad de
Insubria, en Italia. Esta enzima presenta buen actividad frente a la cefalosporina C,
aunque actualmente se busca su optimizaciéon ya que actiio en un rango de magnitud

inferior a la PGA [17].

Para concluir, los avances actuales se basan en la optimizacidon y mejor estabilidad de la
PGA y en cuanto a las cefalosporinas se busca mejorar la accion de la cefalosporina
acilasa descubierta por el Profesor Pilone y su equipo para obtener el intermediario 7-
ACA, para lo cual se necesitara, posteriormente, otra enzima que reconozca el 7-ACA de
modo que obtengamos distintos antibioticos. Pues bien, para obtener avances
significativos se precisa de una colaboracion interdisciplinar entre la microbiologia, la
ingenieria de proteinas, la quimica orgénica, la mejora de protocolos de inmovilizacion,

optimizar el disefio de la reaccidon y obtener mejores reactores.
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