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y Mario Ordoriez?

INTRODUCCION

De acuerdo con la Unién Internacional de Quimica Pura y Aplicada, la
biotransformacién es la modificacién de compuestos quimicos mediante
la accién de organismos vivos o preparaciones de enzimas a los que se
denomina biocatalizadores (Wermuth et al., 1998). Estos biocatalizadores
pueden ser tanto enzimas como células, y pueden ser empleadas bajo
muy diferentes condiciones como enzimas libres, células completas, en-
zimas inmovilizadas/ células completas, en sistemas acuosos o sistemas
de dos fases. Pueden ser usadas para llevar a cabo reacciones regio y
estereoselectivas o para generar quiralidad en formas que podrian ser
muy dificiles o imposibles de llevar a cabo mediante procesos clasicos
de sintesis quimica.

Las biotransformaciones fueron observadas por los humanos desde
antes de comprender que los microorganismos constituian la causa sub-
yacente de éstas; por ejemplo, la pudricién de los alimentos y los produc-

1'Unidad de Servicios de Apoyo en Resolucién Analitica, Universidad Veracruzana (osgarcia@uv.mx).
2 Unidad de Servicios de Apoyo en Resolucién Analitica, Universidad Veracruzana.

3 Centro de Investigaciones Quimicas, Universidad Auténoma del Estado de Morelos.
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tos de la fermentacién microbiana han sido disfrutados por el hombre
desde hace miles de afios. Sin embargo, fue hasta 1858 cuando Pasteur
proporcioné evidencia acerca del rol que desarrollan microorganismos
especificos en la fermentacién del jugo de uva. La biotransformacién del
etanol a dcido acético (vinagre) por Acetobacter fue probablemente desa-
rrollada de manera concomitante con la produccién de etanol a partir de
azucares fermentables, y probablemente también la conversién de etanol
a vinagre fue el primer proceso real de biotransformacién aplicado a nivel
industrial; sin embargo, las propiedades de las enzimas y el principio de
la biocatdlisis comenz6 a ser comprendido a partir de diversos estudios
cinéticos realizados en 1900 por Michaelis y Menten. La produccién de
sustancias estratégicas en época de guerra motivo el desarrollo de nuevos
procesos de biotransformacién; tal es el caso del proceso de fermentacién
a escala industrial dirigido hacia la produccién de acetona para cubrir las
necesidades de la Gran Bretafia en 1916 (Glazer y Kikaido, 2007).

En el cuadro 14.1 se mencionan algunos de los ejemplos maés significa-
tivos en la historia de las biotransformaciones aplicadas. En general, las
transformaciones microbianas ofrecen muchas ventajas sobre los métodos
quimicos convencionales, y particularmente las transformaciones en las
que se emplean levaduras han sido extensamente utilizadas desde los pri-
meros dias de la existencia humana para la produccién de pan, productos
lacteos y la elaboracion de bebidas alcohdlicas como el vino y la cerveza.

CUADRO 14.1. Algunas biotransformaciones relevantes industrialmente y procesos biocataliticos
seleccionados (Leresche y Meyer, 2006)

Ario Proceso

5000 a. c. |Produccién de vinagre

800 a. c. |Hidrdlisis de la caseina con quimosina para la producciéon de queso

1670 Proceso para la biooxidacién industrial de etanol a acido acético
(Proceso Orleans)

1680 Anton van Leeuwenhoek, primero en observar los microorganis-
MmOoSs con Su mMicroscopio

1987 E. Buchner, descubre que las enzimas producidas por las levaduras
convierten los azticares en alcohol

1934 Biooxidacién regioselectiva de sorbitol a sorbosa para la produccién
de vitamina C, mediante el proceso Reichstein

1940 Inversién de la sacarosa mediante una invertasa

1950 Bioconversion de esteroides

1970 Hidrdlisis de la penicilina al dcido 6-aminopenicildnico

(Contintia)
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1973 Primeros experimentos exitosos de ingenieria genética

1974 Isomerizacién de glucosa a fructosa con glucosa isomerasa inmo-
vilizada

1985 Proceso enzimdtico para la produccion de acrilamida

1990 Obtencién de insulina humana a partir de insulina porcina median-
te hidrélisis por proteasa

1995 Establecimiento de una planta para la biotransformacién de nicoti-
nonitrilo a nicotinamida

Estas primeras aplicaciones emplearon mezclas de cultivos de microorga-
nismos, y las operaciones biotecnolégicas estuvieron dirigidas principal-
mente a la agricultura y a la nutricién humana. En 1862, Pasteur estableci6é
las bases cientificas de una de esas primeras aplicaciones, la oxidacién de
alcohol a &cido acético, utilizando un cultivo puro de Bacterium xylinum
(Brown, 1886). Asimismo, la oxidacién de glucosa a dcido glucénico por
Acetobacter aceti y de sorbitol a sorbosa por Acetobacter sp. fueron estu-
diadas por Boutroux en 1880 y por Bertrand en 1896, respectivamente.
La accién reductora de la levadura Saccharomyces cerevisiae fue observada
por primera vez en 1874 por Dumas, quien demostré que la adicién de
azufre finamente pulverizado a una suspension fresca de levadura en una
solucién de azucar libera sulfuro de hidrégeno.

La primera reduccién bioquimica consistié en la reduccién de furfural
a alcohol furfuril por levaduras vivas, bajo condiciones de fermentacién
anaerobia (Windisch, 1898; Lintner y von Liebig, 1911). A estas siguieron
diversas biotransformaciones, bioconversiones, biodegradaciones y fer-
mentaciones microbianas o enzimdticas, las cuales acompafiaron invaria-
blemente el nacimiento de un nuevo campo de estudio (Mori y Sugai,
1983). Originalmente, las biotransformaciones fueron aclamadas como una
solucién que podria desplazar a la quimica orgdnica tradicional (Eveleigh,
1981; Maugh, 1983); sin embargo, los métodos bioquimicos representan
actualmente una poderosa herramienta sintética que complementa a
otras metodologias en la quimica orgdnica sintética moderna. En este
sentido, las biotransformaciones poseen una serie de ventajas cuando se
comparan con los correspondientes métodos quimicos; econémicamente,
algunas biotransformaciones pueden ser mds baratas, mds directas que
sus andlogos quimicos, y normalmente la conversién procede bajo condi-
ciones consideradas como ambientalmente aceptables (Hanson, 1995). En
las biotransformaciones, las enzimas o las células completas proporcionan
un notable incremento en la velocidad de la reaccién, asi como en la es-
pecificidad para exhibir una alta estereoselectividad sobre las reacciones
correspondientes (Whitesides y Wong, 1985).

Biotransformacion microbiana de moléculas orgdnicas 341
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Las transformaciones microbianas ofrecen la ventaja de operar con una
alta selectividad a pH no extremo, cercano a la temperatura ambiente y
a niveles bajos de subproductos téxicos (Rathbone y Bruce, 2002). Las
biotransformaciones con enzimas de microorganismos recombinantes han
sido ampliamente utilizadas, incluyendo aplicaciones para la produccién
de hormonas, antibiéticos y quimicos muy particulares (Schmid et al.,
2001; Faber, 2011). Las enzimas o las células completas representan los
sistemas cataliticos mds eficientes conocidos para reacciones quimicas con-
vencionales. En muy corto tiempo, los procesos de biotransformacién han
ganado una gran importancia como intermediarios en la sintesis quimica,
principalmente si las reacciones no son posibles, o si lo son pero con un
gran esfuerzo. Estas reacciones han sido ampliamente documentadas en
el caso de mezclas racémicas, o bien, las dirigidas a la incorporacién de
grupos funcionales individuales de diversas moléculas.

El aislamiento y la purificacién de enzimas relevantes a menudo puede
resultar costosa y complicada. Los biocatalizadores de células completas
pueden ser mds baratos y simples de obtener que las enzimas aisladas,
pero pueden adicionar contaminantes a la mezcla de reaccién. En las
células completas, las membranas y las paredes celulares protegen a las
enzimas de los factores externos que podrian afectarlas, mientras que los
cofactores enzimdticos pueden ser regenerados dentro de la célula bajo
ciertas condiciones. Una cascada de reacciones, tal como la necesaria para
la produccién de esteroides, puede ser lograda por un biocatalizador de
células completas sencillo; sin embargo, el control y la reproducibilidad
de las bioconversiones con células completas son mds dificiles de lograr
que con un proceso enzimaético, y generalmente ocurren reacciones secun-
darias. Las células usadas como biocatalizador pueden ser empleadas en
forma libremente suspendida o inmovilizadas, y pueden estar en diversos
estados fisiol6gicos: viables y en crecimiento, viables, pero sin crecimiento
y no viables. En el dltimo caso, no ocurrira la regeneracion in situ de los
cofactores. Una buena comparacién de las diversas formas del biocatali-
zador ha sido publicada por Straathof y Adlercreutz (2000). Asi mismo,
van der Werf et al. (1997) discuten las oportunidades de la biotransforma-
cién microbiana y las dificultades asociadas con la implementacién de
estas biotransformaciones a escala industrial.

14.1. ;POR QUE USAR LA BIOTRANSFORMACION?

Existen dos razones principales por las que alguien podria querer emplear
la biotransformacioén: la capacidad de los microorganismos, por ejemplo,
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las bacterias, para producir grandes cantidades de biomasa y una gran
variedad de enzimas en un corto tiempo. Debido a su pequefio tamafio
(0.5 m a 1.5 m), las bacterias son los organismos con mayor proporcién su-
perficie/ volumen, lo que les permite maximizar su metabolismo debido
al gran intercambio de moléculas y metabolitos a través de su superficie.
Con las condiciones de cultivo apropiadas, los microorganismos crecen
exponencialmente de acuerdo con la ecuacién 14.1:

x, = x,etV [Ec. 14.1]

donde X es la concentraciéon de biomasa al tiempo cero o al inicio del
cultivo. X, es la concentracién de biomasa al tiempo de la cosechay es
la constante especifica de crecimiento de la cepa.

Algunas de las bacterias de mds rdpido crecimiento tienen un peso de
10712 g y tedricamente son capaces de duplicarse y crecer tan rdpido que
su biomasa podria alcanzar la masa de la Tierra (9 x 1054 toneladas) en
menos de una semana. Esto significa que si una cepa bacteriana produce
una enzima que puede ser utilizada industrialmente, teéricamente se
pueden obtener grandes cantidades de enzimas a precio reducido.

La mayoria de los microorganismos también son capaces de crecer bajo
diversas condiciones y sobre una gran variedad de sustratos. Esta fle-
xibilidad metabdlica requiere que estos microorganismos sean también
capaces de producir cientos de enzimas diferentes para todo el surtido
de reacciones que deben desarrollar. Sin embargo, estas enzimas no se so-
breproducen de manera natural, pero si son reguladas de acuerdo con las
necesidades fisioldgicas de las células. Ademds, estas enzimas solamente
se producen y funcionan bajo condiciones ambientales determinadas en
algtin periodo del tiempo.

Resulta claro que la eleccién entre la biotransformacién y la tecnolo-
gia quimica estard determinada por el desarrollo comercial de la estrate-
gia sintética seleccionada sobre una molécula objetivo-especifica. Existe
un ndmero de tecnologias quimicas bien establecido para introducir
quiralidad en una molécula donde la biotransformacién podria no ser
competitiva y, por el contrario, el metabolismo microbiano podria ser
muy ttil en aquellos casos en los que no existe una solucién quimica o
no se cuenta con alguna estrategia posible dentro del amplio arsenal de
transformaciones quimicas. La pregunta es ;jcudl de estas dos tecnolo-
glas podria dominar en una transformacién quimica en particular?

Biotransformacion microbiana de moléculas orgdnicas 343
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14.2. VENTAJAS Y DESVENTAJAS DE LOS PROCESOS
DE BIOTRANSFORMACION

En términos generales, un proceso de biotransformacién ofrece diversas
ventajas. Generalmente las biotransformaciones se llevan a cabo em-
pleando biocatalizadores muy eficientes (enzimas/células completas) y
son ambientalmente aceptables:

Los biocatalizadores operan bajo condiciones suaves de tempe-
ratura (20 °C a 40 °C), presién atmosférica y pH neutro o en un
rango cercano a la neutralidad (5 a 8).

Como los biocatalizadores son compatibles, diversas reacciones
de biotransformacién pueden ser desarrolladas en un matraz; esto
es aplicable para procesos secuenciales en los que se utilizan sistemas
multienzimas, ya que el aislamiento de intermediarios inestables
puede ser omitido.

Los biocatalizadores poseen una alta selectividad, quimioslectivi-
dad, regioselectividad y enantioselectividad.

Los biocatalizadores pueden llevar a cabo reacciones que no son po-
sibles a través de sintesis quimica convencional o que no son econé-
micamente factibles mediante la sintesis quimica tradicional.

Las biotransformaciones son procesos amigables con la naturale-
za, por lo que se clasifican como quimica verde.

Entre las principales desventajas que pueden atribuirse a este tipo de

procesos, destacan:

344
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En biotransformacion, los catalizadores requieren de pardmetros
de operacién muy controlados; si una reaccién procede lentamen-
te bajo ciertos pardmetros, existe solamente un pequefio margen
de alteracién que puede conducir a la inactivacién de la enzima/
proteina.

La mayoria de las veces, el desplazamiento de una reaccién de
biocatdlisis de un medio acuoso a un medio organico no resulta
factible y reduce su actividad; los biocatalizadores despliegan mayor
actividad catalitica en condiciones acuosas; sin embargo, el agua
es el disolvente menos deseado para la mayoria de los compues-
tos organicos.

Muchas reacciones biocataliticas son propensas a inhibicién por
sustratos o por productos, lo cual provoca que las enzimas/ células
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completas dejen de funcionar a concentraciones altas de sustratos o
de productos.

¢ Las enzimas como un biocatalizador existen en forma enantiomé-
ricamente pura y sensible a condiciones extremas de temperatura,
pH, etcétera.

* Algunos biocatalizadores pueden provocar alergias.

14.3. CIjASIFICACION DE LAS REACCIONES
BIOQUIMICAS DE BIOCATALIZADORES RELEVANTES

Las enzimas son las herramientas de la biocatdlisis y son clasificadas y
categorizadas por la Comisién de Enzimas de la Unién Internacional
de Bioquimica y Biologia Molecular, la cual es una subdivisién de la
Federaciéon de Bioquimica (Schomburge, 1998). Se sabe que las enzimas
catalizan una gran variedad de reacciones quimicas y se clasifican en
seis clases, de acuerdo con el tipo de transformacién que desarrollan
(Ager, 1999; Hoh y Villela-Filho, 2006), las cuales ya han sido menciona-
das en el capitulo 8 de este libro.

La gran mayoria de las enzimas utilizadas para biotransformacién en
quimica orgdnica son empleadas en forma cruda y son relativamente
baratas. Las preparaciones tipicamente contienen entre 1% y 30% de la
enzima; el resto son proteinas inactivas, estabilizadores, buffers salinos
y carbohidratos del caldo de fermentacién del que fueron aisladas. Con
frecuencia, las preparaciones crudas son mds estables que las enzimas
purificadas. Dada la importancia que han adquirido los procesos de bio-
transformacién en la preparacién de sustancias, tanto de interés comer-
cial como cientifico, a continuacién se mencionan algunos de los grupos
de compuestos en los que se ha desarrollado mayor investigacién.

14.4. BIOTRANSFORMACION DE TERPENOS

Durante siglos, los aceites esenciales de las plantas fueron la fuente prin-
cipal de sustancias aromaticas. Cuando las estructuras de los compuestos
presentes en esos aceites esenciales fueron determinadas, se recurrié a
la sintesis quimica para disponer de mayores cantidades de los mismos.
Sin embargo, en la actualidad, muchas sustancias aromdticas atn son
extraidas a partir de sus fuentes vegetales, debido a la preferencia del
consumidor por los productos naturales (McNutt ef al., 1986). No obs-
tante, la creciente demanda de aromas naturales ha provocado la escasez
de diversas especies vegetales. Tal es el caso de los aromas de menta y
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de fresas. Para contrarrestar este problema, los métodos biotecnolégicos
ofrecen una alternativa viable para la produccién de aromas naturales.

En los alimentos han sido identificados cerca de 6300 compuestos qui-
micos volatiles. La compleja mezcla quimica responsable del aroma de
un alimento en particular puede contener cerca de 1000 compuestos
diferentes; muchos de estos contribuyen al aroma global del alimento en
particular, aunque generalmente solo unos pocos de ellos contribuyen
de manera mayoritaria al perfil caracteristico del mismo.

Los métodos biotecnolégicos pueden ser usados para la produccién de
mezclas complejas, asi como para la produccién de compuestos puros; sin
embargo, no existe mucha informacién en la literatura sobre la produccién
biotecnolégica de mezclas complejas. La produccién de estas mezclas com-
plejas requiere de una continua evaluacién sensorial del caldo de fermenta-
cién, y la industria de los aromas si produce mezclas complejas de aromas
especificos mediante métodos biotecnolégicos; pero esto ocurre bajo total
secrecia. El uso més prometedor de los métodos de produccién biotecnolé-
gica en la industria de los aromas parece ser la produccién de compuestos
caracteristicos de aromas especificos (Welsh et al., 1989; Janssens et al.,
1992). El método biotecnol6gico para la produccién de aromas puros puede
ser dividido en dos grupos: fermentacién y biotransformacién. La fermen-
tacion involucra la sintesis de novo utilizando microorganismos que crecen
sobre sustratos de bajo costo, tales como carbohidratos. Ejemplos de aromas
producidos a escala industrial por fermentacién son: butanoato y citrato.
Por su parte, la biotransformacién y la bioconversién involucran la altera-
cién (simple o multietapas) de un precursor o intermediario a un producto
mads valioso, tanto quimica como comercialmente (Berger et al., 1999).

Los terpenos son sustancias que se encuentran ampliamente distribui-
das en la naturaleza y constituyen apropiados precursores y sustratos
para la generacion de sustancias de amplio interés comercial. Terpenos
tales como el limoneno y al -pineno estdn disponibles en grandes canti-
dades a un costo bajo. En las plantas, los terpenos desarrollan principal-
mente funciones ecoldgicas, particularmente como disuasivos contra el
ataque de los herbivoros, defensas antiftiingicas y como atrayentes de los
polinizadores (Langenheim, 1994). En los mamiferos, estan involucrados
en la estabilizaciéon de membranas celulares, rutas metabdlicas y como re-
guladores de reacciones enzimadticas. Un ejemplo de estos son el colesterol
y los esteroles relacionados, los cuales son triterpenos derivados de 6 uni-
dades de isopreno que desarrollan funciones especificas en el organismo.
Las hierbas y las plantas contienen terpenoides, y sus derivados oxige-
nados han sido utilizados como fragancias y saborizantes durante siglos.
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Actualmente se conocen mds de 22 000 terpenoides individuales, ha-
ciendo de estos el grupo mds abundante de productos naturales (referen-
cia). En los dltimos afios, los terpenos han adquirido mayor importancia
comercial, debido a que se ha logrado una mayor comprensién de las
funciones que desarrollan en la prevencion y terapia de diversas enfer-
medades (incluido el cancer), su actividad como insecticidas naturales y
como agentes microbianos, propiedades que pueden ser ttiles para el al-
macenamiento de productos agricolas, asi como para la generacién de in-
termediarios clave para la sintesis de compuestos de alto valor agregado.

La biotransformacién de los terpenos resulta de gran interés debido a
que permite la produccién de fragancias y saborizantes en forma enan-
tioméricamente pura bajo condiciones de reacciéon suaves, ademads de
que los productos obtenidos mediante este tipo de procesos pueden ser
considerados como “naturales”. El uso industrial de los monoterpenos
como sustitutos de los clorofluorocarbonos es también un campo flore-
ciente (Kirchner, 1994). Los terpenos pueden ser usados como sustitutos
de los disolventes clorados en aplicaciones tales como la limpieza de
componentes electrénicos y cables, el desengrasado de metales y la lim-
pieza de partes de aeronaves, entre otras (Brown et al., 1992).

Diversos estudios indican que existe una variedad de bacterias y de
hongos filamentosos del suelo capaces de biotransformar monoterpenos
aciclicos, monociclicos y biciclicos; sin embargo, la mayoria de los pro-
cesos para la biotransformaciéon de monoterpenos resulta mds de interés
académico que practico, y ninguno de estos procesos ha sido comercia-
lizado adn. Los principales problemas encontrados para ello son: la baja
solubilidad en agua de los monoterpenos precursores, la inestabilidad
quimica, la alta volatilidad y la alta citotoxicidad tanto de precursores
(monoterpenos) como de productos (terpenoides), y el bajo rendimiento
de la transformacion.

Algunos ejemplos de la utilidad de la biotransformacién en la pro-
duccién de sustancias de interés comercial son los casos del alcohol de
patchulol, el cual puede ser hidroxilado regioselectivamente mediante un
aislado de microorganismos de suelo (Pithomyces sacchari ATCC 24323, P.
cynodontis ATCC 26150, P. chartarum ATCC 22637 y P. atro-olivaceus IFO
6651) a 10-hidroxipatchoulol con un rendimiento menor de 1.2 g/L en
una fermentacién de 5 L. Posteriormente el 10-hidroxipatchoulol puede
ser convertido quimicamente a nor-patchoulenol, el componente prin-
cipal del aceite esencial del patchuli (Suhara et al., 1981). Asi mismo, la
bioconversién de -ionona por la accién de diversos hongos permite la pro-
duccién de sustancias con aromas de tabaco. De igual modo, esclareélido
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y ambrox, dos sustancias de utilidad en perfumeria pueden generarse
utilizando esclareol como sustrato mediante la accion de Cryptococcus
(Cheetham, 1993). Estos ejemplos demuestran la amplia utilidad de las
biotransformaciones en el campo de la perfumeria.

14.5. BIOTRANSFORMACION DE ANTIBIOTICOS

Los antibi6ticos son sustancias empleadas para nuestra defensa contra
microorganismos, como bacterias no endégenas. Tipicamente son far-
macos antibacterianos que interfieren con alguna estructura o proceso
esencial para el crecimiento de la bacteria o para la supervivencia de la
misma. Su descubrimiento, realizado por Alexander Fleming en 1928,
permitié contar por primera vez con una terapia contra las enfermeda-
des infecciosas, que constituian la mayor causa de muerte en ese tiempo.
En los afios ochenta y noventa, la lucha contra la mayoria de los agentes
infecciosos parecia haberse ganado, tanto que en muchas compaiiias la
investigacion y el desarrollo de capacidades fueron reducidos o al me-
nos no se incrementaron. Sin embargo, en todas partes del mundo, los
agentes bacterianos nuevamente estdn a la ofensiva (Begley, 1994).

Las razones son diversas: la falta de higiene, la falta de medidas contra
transmisores de enfermedades tales como los roedores, o la falta de salud
en general, como es el caso de pacientes con sistemas inmunitarios seve-
ramente comprometidos y, finalmente, el progresivo desarrollo de resis-
tencia de muchas bacterias contra los antibiéticos B-lactdmicos. Vivimos
una era en la que la resistencia a los antibiéticos se ha incrementado de
forma alarmante y en la que las frecuentes predicciones acerca de la falta
de farmacos antibacterianos efectivos son cada vez mayores. La situaciéon
puede ser muy bien marcada como una carrera entre el progreso de la
medicina y el desarrollo de resistencia de las bacterias. Tras 70 afios de uso
clinico, que se iniciaron con la administracion de penicilina a un paciente
con sepsis estafilocdcica en 1941, los B-lactdmicos son los antimicrobianos
mds prescritos, tanto en atencién primaria como en los hospitales.

A pesar de que no se dispone de ningtin -lactdmico realmente nuevo
desde hace més de dos décadas, el aumento incesante de las resistencias
y los avances en el conocimiento de sus mecanismos moleculares han
condicionado que exista una gran cantidad de informacién en la litera-
tura sobre cada uno de los componentes de esta familia de antibiéticos
(Marin y Gudiol, 2003). La estructura quimica bdsica que define a la
familia de los antibi6ticos B-lactdmicos es precisamente la presencia del
anillo B-lactdmico, a partir del cual se han originado diversos grupos: las
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penicilinas, las cefalosporinas, las carbapenemas, las monobactamas y
los inhibidores de las p-lactamasas. Las penicilinas son un grupo de an-
tibiéticos que contienen un anillo B-lactdmico y un anillo de tiazolidina,
formando el 4cido 6-aminopenicildnico (6-APA), estructura que deriva
de la condensacién de una molécula de valina y una de cisteina para
dar lugar al sistema de anillos caracteristico. Ademads, poseen una cade-
na lateral que varia de una penicilina a otra en la posicién 6 del anillo
B-lactdmico y que es la que define sus propiedades. Las cefalosporinas,
por su parte, son farmacos estructuralmente similares a las penicilinas,
cuya estructura bdsica esta constituida por el nticleo cefem, que consiste
en la fusién de un anillo dihidrotiazinico (en lugar del anillo tiazolidi-
nico caracteristico de las penicilinas) y un anillo B-lactdmico. La intro-
duccién de modificaciones en las cadenas laterales origina las diversas
cefalosporinas (figura 14.1).

R H R, H R,
N H
s s .
0 0
N\>< N__~ N/ Fo N
0 F 0 R o o “s0

COH COLH COH s
Penicilinas Cefalosporinas Carbapenemos Monobactamas
(0] (o]
CO,H o "Co " 0o :Co " N
Acido clavulanico 2 2

Sulbactam Tazobactam

Figura 14.1. Modificaciones en las cadenas laterales llevadas a cabo por microorganismos, originando
diversas cefalosporinas.

Laestructurabdsica delas carbapenemas consiste de un anillo B-lactdmico
fusionado a uno pirrolidinico compartiendo un nitrégeno. Estas modi-
ficaciones y las cadenas laterales, asi como la posicién espacial de éstas,
condicionan la mayor afinidad por las proteinas fijadoras de penicilina
(PBP) diana, asi como el incremento de la potencia, del espectro antibac-
teriano y de la resistencia a las B-lactamasas, siendo los B-lactdmicos los
de mds amplio espectro y actividad. Los monobactdmicos son deriva-
dos del 4cido 3-aminomonobactdmico (3-AMA); poseen una estructura
-lactdmica sencilla, con una estructura monociclica en la que el anillo
-lactdmico no estd fusionado a otro secundario.

En el momento actual, tinicamente se emplean en clinica inhibidores
de las -lactamasas de estructura quimica B-lactdmica. El 4cido clavuldni-
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co tiene un ntcleo similar al 4cido penicildnico de las penicilinas con la
sustitucion del dtomo de azufre en posicién 3 por un dtomo de oxigeno
(que incrementa la reactividad de la molécula y proporciona una afini-
dad mayor por las - lactamasas), y la falta de la cadena lateral acilamino
en posicién 6. El sulbactam es una sulfona semisintética del dcido peni-
cildnico. El tazobactam se diferencia del sulbactam por la presencia de
un grupo triazol en posicién 3.

Cuando se inici6 la extraccién de penicilina, el hongo Penicillium no-
tatum se hacfa crecer sobre la superficie de un medio de cultivo simple
durante 5 a 10 dfas. El liquido sobre el cual crecia el hongo contenia peni-
cilina con una actividad real equivalente a 0.006-0.012 mg L™! de penicilina
benzdica pura (penicilina G) (Swartz, 1985). Actualmente, la produccién
de penicilina utilizando cepas industriales de Penicillium chrysogenum es
de 10-20 mg L1 (Pirt, 1987; Stahl et al., 1987). Penicillium chrysogenum es un
hongo filamentoso ampliamente utilizado para la produccién comercial
de penicilinas y cefalosporinas a nivel industrial. El gran avance en la pro-
duccién de penicilina se obtuvo gracias a los métodos de mutacién y de
seleccion de cepas de P. chrysogenum productoras de penicilina (Elander,
1981), asi como al desarrollo de medios de cultivo especificos y al avance
tecnolégico en la industria de fermentacién.

Las vias metabdlicas microbianas de biosintesis de la penicilina y otros
antibiéticos B-lactdmicos, incluyendo las enzimas involucradas en los
principales pasos metabdlicos, se determinaron a finales de la década de
los ochenta (Martin et al., 1986; Martin y Liras, 1998; Nuesch, et al., 1987).
En la figura 14.2., se muestran las rutas biosintéticas microbianas de la
penicilina y de la cefalosporina, elaboradas a partir de datos obtenidos
de varios microorganismos que producen estos antibiéticos. Ningtin mi-
croorganismo es capaz de llevar a cabo toda la serie de reacciones mostra-
das, pero todos ellos son capaces de realizar la serie de pasos metabdlicos
iniciales hasta isopenicilina N, el intermediario comdn para la formacién
de todos los antibiéticos B-lactdmicos (Demain et al., 1982).

La elaboracién microbiana de las penicilinas y de las cefalosporinas
se lleva a cabo por una serie de reacciones que incluyen, en todos los
casos, dos pasos comunes: primero, la formacién de tripéptido L-a-
aminoadipil-L-cisteinil-D-valina (ACV) por medio de la enzima ACV sinta-
sa; y segundo, la enzima isopenicilina N sintetasa o ciclasa lleva a cabo
la conversién del tripéptido ACV a isopenicilina N. En la biosintesis de la
penicilina, la isopenicilina N es convertida a penicilina G por medio de
la enzima aciltransferasa.
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Figura 14.2. Rutas biosintéticas para la obtencién de penicilinas y cefalosporinas.

Por su parte, en la ruta biosintética de la cefalosporina, la isopenicilina
N es convertida a penicilina N por la enzima isopenicilina N isomerasa.
Posteriormente, la penicilina N es convertida a desacetoxicefalosporina
C (DAOC) por accién de la enzima desacetoxicefalosporina C sintetasa,
también conocida como expandasa. La siguiente transformacién es la
hidroxilacién de DAOC con la enzima desacetoxicefalosporina C hidrola-
sa, para formar la desacetoxicefalosporina C (DAC). La reaccion final en
los microorganismos productores de la cefalosporina es la acetilacion de
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DAC por medio de la enzima acetiltransferasa para formar la cefalospo-
rina C (figura 14.2).

Uno de los primeros procesos industriales de ingenieria enzimatica a
nivel mundial fue la produccién del dcido 6-aminopenicildnico (6-APA)
a partir de la penicilina (pen G o pen V), implementado pricticamente
por todas las compafiias a finales de los setenta. Hoy en dfa, la industria
utiliza las enzimas inmovilizadas también para la produccién de los
aminodcidos clave, dcido 7-aminodesacetoxicefalospordnico (7-ADCA)
y dcido 7-aminocefalosporanico (7-ACA). Actualmente, la sintesis enzi-
matica de los antibiéticos B-lactamicos sobre la base de los aminodacidos
clave es el campo en perspectiva de la biotecnologia. Los mecanismos
de accién de las enzimas, utilizadas en la sintesis y en la transformacién
de los antibi6ticos -lactdmicos, asi como la cinética y la termodindmi-
ca de los procesos catalizados por peptidohidrolasas de diferentes
microorganismos, son el objeto estudio de muchas investigaciones.
Sin embargo, hoy en dia solo existen ejemplos individuales de sintesis
enzimdtica industrial de los antibiéticos B-lactdmicos, tales como pe-
nicilina semisintética amoxicilina, y la cefalosporina cefalexina (Fujii et
al., 1976). Posiblemente, la biosintesis y transformacién de antibiéticos
B-lactdmicos es uno de los mejores ejemplos de la aplicacién exitosa de
la biocatdlisis en la fabricacién de compuestos diana. Una visién general
de las rutas para la obtencion de los dcidos 6-aminopenicildnico (6-APA),
7-aminodesacetoxicefalospordnico (7-ADCA), penicilinas semisintéticas
(ssp) y cefalosporinas semisintéticas (SSC) revela que se han logrado
importantes avances mediante la aplicacién de la fermentaciéon y de la
biocatdlisis (van de Sandt y de Vroom, 2000).

14.6. BBOTRANSFORMACION DE NITRILOS
Y COMPUESTOS RELACIONADOS

Las nitrilasas son enzimas que catalizan la hidrdlisis de nitrilos organicos
para producir dcidos carboxilicos y, en algunos casos, amidas como sub-
productos, y resultan muy atractivos como biocatalizadores, por su uti-
lidad en la manufactura de diversos productos farmacéuticos. La historia
de las nitrilasas se remonta a los afios sesenta, cuando estas enzimas fueron
descubiertas en cepas bacterianas aisladas de la cebada. En estudios poste-
riores, fueron purificadas y caracterizadas cerca de 20 nitrilasas, principal-
mente del género Rhodococcus. La atencién se centrd en nitrilasas de hongos
filamentosos, considerados como una rica e inexplorada fuente de nitrila-
sas. Inicialmente, fue examinada la actividad nitrilasa en una coleccién de
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cultivos de hongos filamentosos; esta actividad se encontré principalmente
en los géneros Fusarium y Penicillium. Sin embargo, la produccién de la
enzima en estos hongos (crecidos en 3-cianopiridina) era, en general, de-
masiado baja para la purificacién y caracterizaciéon de la misma.

Las a/p-hidrolasas pertenecientes a la superfamilia de la nitrilasa han
sido ampliamente reconocidas como valiosas alternativas a los cataliza-
dores quimicos convencionales, ya que han demostrado transformar efi-
cientemente una inmensa variedad de nitrilos orgédnicos en condiciones
de reaccién suaves y, a menudo, en forma estereoselectiva o regioselectiva.
Sin embargo, el uso técnico de estas enzimas atin estd en desarrollo
(Brady et al., 2004; Nelp et al., 2014). Al parecer, esto puede estar causado
por diversas limitaciones, las cuales con frecuencia son observadas para
enzimas biotecnolégicamente relevantes: una baja actividad, baja estabi-
lidad, inapropiada gama de sustratos y competencia con reacciones no
enzimdticas (Andexer et al., 2009). Aunque muchas de las biotransfor-
maciones reportadas catalizadas por nitrilasa presentan un uso técnico
potencial, en la mayoria de los casos las enzimas y/o las condiciones
de los procesos atn necesitan ser mejorados para cubrir las demandas
industriales.

En el pasado, la mayoria de las nitrilasas eran obtenidas determinan-
do su actividad mediante ensayos (Martinkovd et al., 2008); sin embar-
go, recientemente la mineria genémica se ha convertido en el método
mds empleado para la biusqueda de una gran variedad de enzimas
(Seffernick et al., 2009). Las nuevas enzimas obtenidas mediante este
enfoque son representantes de diferentes subtipos de nitrilasa que han
sido clasificados de acuerdo con la especificidad del sustrato. Nuevas
arilacetonitrilasas con una preferencia por mandelonitrilo fueron des-
critas en Burkholderia xenovorans o Bradyrhizobium japonicum (Zhu et al.,
2008). Algunas nitrilasas también han sido encontradas en el genoma de
algunas Archaea (Podar ef al., 2005) y también han sido reportadas las
propiedades cataliticas de enzimas de Synechocystis sp. (Heinemann et
al., 2003) y el terméfilo Pyrococcus abyssi (Mueller et al., 2006). La primera
enzima exhibié una amplia especificidad por el sustrato, a diferencia
de la dltima, que fue especifica hacia dinitrilos alifdticos (malononitri-
lo, fumaronitrilo); sin embargo, una caracteristica tinica de esta tltima
enzima es su alta termoestabilidad, caracterizada por su vida media de
25 horas (70 °C), 9 horas (80 °C) y 6 horas (90 °C), asociada a la termofi-
lia de P. abyssi. Debido a que la utilidad de la mayoria de las nitrilasas
estd, hasta cierto punto, limitada por su inestabilidad, la investigaciéon
de tales enzimas resulta de gran interés. En este sentido, la ingenieria de
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proteinas puede ser muy ttil en la eliminacién de sus limitaciones, en
términos de la especificidad del sustrato.

De acuerdo con diversas bases de datos, algunos géneros de hongos fi-
lamentosos podrian también ser una rica fuente de nitrilasas (Martinkova
et al., 2009). Los genes que codifican para nitrilasas han sido encontrados
en su mayoria en Aspergillus, Gibberella y Penicillium. Algunas de las enzi-
mas descubiertas fueron similares a las de Aspergillus niger (con =89% de
similitud de aminodcidos), la primera nitrilasa fiingica en ser caracteriza-
da y secuenciada bioquimicamente (Kaplan et al., 2006).

Los estudios publicados en los dltimos afios han ampliado signifi-
cativamente el alcance de las posibles aplicaciones de las nitrilasas vy,
por otra parte, algunos de ellos han indicado procesos industrialmente
viables, catalizados por nitrilasas. A menudo se ha encontrado un uso
cada vez mds amplio para arilacetonitrilasas que exhiben de buenas a
excelentes enantioselectividades. Nitrilasas con propiedades cataliticas
utiles han sido encontradas entre enzimas nativas, cuando un gran con-
junto de variantes de la enzima fue analizado. Sin embargo, en la mayo-
ria de los casos parece necesaria una mejora adicional de las enzimas por
ingenieria de proteinas, para producir nitrilasas con aplicacién técnica.

14.7. BIOTRANSFORMACION DE ACIDOS GRASOS

Los &cidos grasos son cadenas hidrocarbonadas que poseen un grupo
metilo en uno de sus extremos, al cual se denomina omega (), y un gru-
po carboxilo en el extremo opuesto (figura 14.3). El dtomo de carbono
adyacente al grupo carboxilo comtinmente se denomina carbono a y al
siguiente se le denomina carbono f.

(0]

Wk
w & OH

Figura 14.3. Estructura general de los dcidos grasos. El carbono adyacente al grupo carboxilo
comtnmente se denomina carbono o, y al siguiente se le denomina carbono p.

La letra n se utiliza también a menudo para indicar la posicién del doble
enlace mds préximo al extremo metilo. La nomenclatura sistemadtica
para los dcidos grasos también puede indicar la ubicacién de los dobles
enlaces con referencia al grupo carboxilo, empleando la letra griega A.
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El cuadro 14.2 esboza las estructuras de los diferentes tipos de acidos
grasos que se encuentran en la naturaleza.

CUADRO 14.2. Ejemplos de dcidos grasos y su nomenclatura

Acido graso Estructura Saturacion| w A
Ac. Estedrico |~ """ "coon (Saturado |18:0
) Monoeno [18:1,|A9
Ac. Oleico ST cook
-9
. . Polieno |18:2,|A9,12
Ac. Linoléico | """ ="="" " coon
-6
Ac. o-linolé- PPN Polieno [18:3,/A9,12,
— — — COOH
nico w-3 15
Ac. eicosapen- Polieno 20:5,|]A 5, 8,
tanoico N SN = == 00 w-3 11,14,17
(EPA)
Ac. Docosa- Polieno 22:6,A4,7,
hexaenoico P e N N B L -3 10,13,16,
(DHA) 19

En los 4cidos grasos saturados, todos los dtomos de carbono se “llenan”
(se saturan) con dtomos de hidrégeno y constituyen cadenas hidrocar-
bonadas lineales con un ndmero par de dtomos de carbono. Los acidos
grasos saturados mds comunes contienen de 12 a 22 d4tomos de carbono.
Por su parte, los dcidos grasos monoinsaturados contienen un doble en-
lace carbono-carbono, que se puede encontrar en diferentes posiciones
a lo largo de una cadena hidrocarbonada. La mayoria de los monoenos
comunes tienen una longitud de cadena que va de 16 a 22 d4tomos de
carbono y un doble enlace con la configuracién cis; esto significa que
los d4tomos de hidrégeno en cada lado del doble enlace estdn orientados
en la misma direcciéon. Los isémeros trans generalmente se producen
durante el procesamiento industrial de los aceites insaturados, asi como
en el tracto gastrointestinal de los rumiantes. La presencia de un doble
enlace provoca restricciéon en la movilidad de la cadena; la configura-
cién cis provoca una torcedura en la molécula y con esta configuracién
hace a los dcidos grasos menos estables termodindmicamente que los de
configuracién trans. Generalmente, los dcidos grasos cis tienen puntos
de fusién mds bajos que los trans o que los de sus homdlogos saturados.

En los 4cidos grasos poliinsaturados (PUFA, por sus siglas en inglés), el
primer doble enlace puede encontrarse entre el tercero y el cuarto &tomo
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de carbono a partir del carbono. Estos son conocidos como 4cidos grasos
©-3. Si el primer doble enlace esta entre el sexto y el séptimo dtomos de
carbono, entonces se les denomina dcidos grasos w-6. Comtnmente, los
dobles enlaces en los PUFA estdn separados uno del otro por un grupo
metileno. Los PUFA son producidos solamente por las plantas y el fito-
plancton, y son esenciales para el desarrollo de diversas funciones de
los organismos superiores, incluyendo mamiferos y peces. Los adcidos
grasos -3 y ©-6 no se pueden interconvertir, por lo que ambos se con-
sideran nutrientes esenciales.

Ademas de las importantes funciones antes mencionadas, la biotrans-
formacién de los dcidos grasos puede conducir a diversos derivados cuya
actividad resulta por demds interesante. Tal es el caso de la hidroxilacién
sobre los carbonos o, B y ® para la obtencién de hidroxidcidos grasos con
caracteristicas y propiedades particulares.

14.7.1. a-Oxidacién

Los hidroxidcidos grasos son sustancias comunes en la naturaleza. Los
a-hidroxidcidos grasos de cadena larga son constituyentes esenciales
de los lipidos cerebrales. Constituyen los componentes mayoritarios de
los 4cidos grasos encontrados en Arthrobacter simplex, donde los ex-
tractos libres de células contienen actividad enzimética capaz de con-
vertir al 4cido palmitico en dcido a-hidroxipalmitico (Yano et al., 1971).
Los enfingolipidos de una amplia variedad de organismos son ricos en
a-hidroxidcidos grasos; particularmente, en Sphingobacterium paucimobi-
lis el 4cido o-hidroximiristico es el componente dcido graso mayoritario
(Matsunaga et al., 1997). La a-hidroxilasa de S. paucimobilis, responsable de
convertir al miristato en a-hidroximiristato, es un miembro de la superfa-
milia P450 (Matsunaga et al., 2000); sin embargo, dicha enzima utiliza pe-
réxido de hidrégeno en lugar de NADH y oxigeno molecular (Matsunaga
et al., 1998).

Dichas enzimas exhiben una alta especificidad de sustrato por reaccio-
nes de -hidroxilacién. Algunos ejemplos que demuestran la importancia
de los derivados a-hidroxilados de dcidos grasos los encontramos en los
siguientes casos: una mezcla de dcidos 2-(D)-hidroxilados (C14-C18) po-
seen una importante actividad antimicrobiana contra Vibrio tyrogenuses
(Kurtzman et al., 1973). Los &cidos 2-hidroxialcanoicos ramificados de
cadena corta forman parte de la estructura ciclica de diversos péptidos
con actividad antibidtica, tales como esporidesmolidos, amidomicina y
valinomicina (Shemyakin et al., 1963).
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Aunque atin no se ha determinado la funcién que desarrolla, en algunas
levaduras se ha aislado al metabolito 4cido 2-(D)-hidroxihexadecanoico
(Vesonder et al., 1970). Los 2-hidroxidcidos grasos saturados (C20-C25)
son constituyentes encontrados en los fosfolipidos de esponjas marinas
(Carballeira et al., 1989), y los 2-hidroxidcidos grasos saturados y monoin-
saturados (C22-C24) son constituyentes de los fosfolipidos de un erizo del
mar Caribe (Carballeira et al., 1994).

14.7.2. p-oxidacion

El proceso de B-oxidacién constituye el destino final del metabolismo de
los 4cidos grasos en los mamiferos. Los dcidos grasos son oxidados en
las mitocondrias a través de una secuencia de reacciones en las que la ca-
dena del 4cido es acortada dos carbonos cada vez. Durante este proceso
son producidos los B-hidroxidcidos grasos. Estos derivados han llegado a
ser muy populares como suplementos alimenticios; sin embargo, existen
ejemplos que demuestran su importancia y sus funciones en los sistemas
vivos. Tal es el caso del dcido 3-hidroxidodecanoico, un constituyente
primordial de los péptidos antibiéticos isariina (Vining y Taber, 1962) y
serratomolidina (Wasserman et al., 1962). Los édcidos grasos 3-hidroxi de
10 a 12 carbonos también forman parte del péptido antibidtico esperina
(Thomas, 1969).

El dcido 3-(D)-hidroxipalmitico es un metabolito extracelular encon-
trado en cultivos de la levadura Saccharomycopsis malanga NRRL Y-6954
(Vesonder et al., 1968). En Mucor sp. A-73, la formacién del dcido 3-hi-
droxialcanoico tiene la funcién de servir como un mecanismo fisiolégico
para prevenir la acumulaciéon intracelular de metabolitos indeseables
(Tahara et al., 1977). La hidroxilacién directa de dcido oleico en la po-
sicion C3 de la cadena ocurre de manera comudn en Alcaligenes sp. 5-18,
produciendo dcido 3-hidroxioleico y dcido 3-hidroxihexadecenoico (Esaki
et al., 1994). La levadura Dipodascopsis uninucleata UOFS-Y128 puede
transformar 4cido araquidénico exdgeno en dcido 3-hidroxi-5,8,11,14-ei-
cosatetraenoico (3-HETE), un compuesto que posee actividad en la trans-
duccién de sefiales en los neutréfilos humanos (van Dyk et al., 1991). La
regioespecificidad de la hidroxilacién de 3-HETE dirige la biosintesis a
través de una ruta de f-oxidaciéon normal; sin embargo, se sugiere una
reaccion directa de monooxigenasa sobre C3, o bien una especificidad
estérica opuesta con 2-enoil-CoA hidratasa. Asi mismo, la levadura
Dipodascopsis también convierte a los dcidos linoleico y (11Z,14Z,17Z7)-
eicosatrienoico exogenos en metabolitos (3R)-hidroxilados de cadena
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corta, pero no hidroxila a los dcidos oleico, linolelaidico, y-linolenico, ni
eicosanoico (Venter et al., 1997).

14.7.3. ®-Oxidacién

Los 4cidos grasos de cadena larga pueden sufrir w-oxidacién para pro-
ducir 4cidos grasos o-hidroxilados que son subsecuentemente conver-
tidos a dcidos dicarboxilicos. Esta serie de reacciones ha sido observada
empleando enzimas de microsomas del higado y con preparaciones
de enzimas solubles de cultivos bacterianos. Los sistemas de enzimas
libres de células de Pseudomonas oleovorans catalizan la w-oxidacién de
dcidos grasos saturados con 8-18 dtomos carbonos (Griffith et al., 1978).
Los dcidos grasos de cadena mediana (octanoato, decanoato, laurato y
miristato) son los sustratos mds reactivos, mientras que los dcidos gra-
sos de cadena larga (palmitato y esteareato) se oxidan muy lentamente.
Los alcanoatos de menos de seis &tomos de carbono no son susceptibles
de este tipo de oxidaciéon (Kusunose et al., 1964). El mismo sistema de
enzimas también puede catalizar la epoxidacién de alquenos y la hidro-
xilacién de alcanos, pero no funciona sobre cadenas hidrocarbonadas de
menos de 6 carbonos (May y Abbott, 1972; Abbott y Hou, 1973). El sis-
tema de o-hidroxilacién de P. oleovorans (o-hidroxilasa) requiere para su
funcionamiento de iones fierro (Fe?"), NADH, oxigeno molecular y dos
coenzimas, rubredoxina y NADH-rubredoxina reductasa. La -hidroxilasa
forma parte de una gran familia de enzimas funcionalmente diversa que
incluye desaturasa, hidroxilasa, acetilenasa y epoxidasa, las cuales com-
parten un mecanismo general para la modificacién de dcidos grasos.

14.8. BIOTRANSFORMACION DE ALCALOIDES

Los alcaloides conforman un grupo complejo de compuestos cuya princi-
pal caracteristica es la presencia de nitrégeno. Han sido aislados de muy
diversas fuentes, incluyendo microorganismos, organismos marinos y
plantas, a través de complejas vias biosintéticas (Rathbone y Bruce, 2002).
Han sido ampliamente aplicados en el tratamiento de una amplia gama
de dolencias médicas como agentes anticancerigenos, antimaldricos y
analgésicos, en el tratamiento del mal de Parkinson, la hipertensién y
en transtornos del sistema nervioso central. La biotransformacién de
los alcaloides por microorganismos ha sido recientemente revisada por
Rathbone y colaboradores (2001), quienes llevaron a cabo una recopila-
cién sobre el progreso de las biotransformaciones de este tipo de sustan-
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cias desde mediados de la década de los ochenta, asi como de los sistemas
enzimdticos implicados. En este sentido, se ha realizado un gran esfuerzo
dirigido hacia la identificacién de nuevos catalizadores biol6gicos para la
biotransformacion de alcaloides; los sistemas de transformacién micro-
biana tienen ventajas sobre los sistemas de una planta, particularmente
en que la produccién de biomasa puede ser alcanzada de manera rdpida
y en que los sistemas genéticos microbianos generalmente pueden ser
mejor comprendidos.

Es asi que las transformaciones microbianas pueden simular efi-
cientemente el catabolismo de los mamiferos y, por lo tanto, podrian
permitir la produccién de productos intermediarios ttiles o metabolitos
en cantidades lo suficientemente altas como para permitir la identifica-
cién, toxicidad y uso mediante estudios farmacoldgicos y biolégicos. La
expresion individual de las enzimas implicadas en la biosintesis de los
alcaloides en huéspedes heterdlogos, tales como las bacterias, permite el
andlisis detallado de los mecanismos cataliticos que operan, los cuales
no necesariamente pueden ser conocidos en un proceso quimico orga-
nico sintético. A continuacién, se mencionan algunos ejemplos sobre la
biotransformacién de algunos de los alcaloides mds ampliamente cono-
cidos y estudiados.

14.9. TRANSFORMACIONES MICROBIANAS
COMO RUTAS DE PRODUCCION PARA COMPUESTOS
CONOCIDOS

La compleja naturaleza policiclica de muchos alcaloides y la presencia
de grupos funcionales pueden hacer de las modificaciones quimicas un
proceso dificil y tedioso, lo que a menudo conduce a la obtencién de ba-
jos rendimientos. Por su parte, las transformaciones microbianas ofrecen
el uso de enzimas con una alta estereoespecificidad, eliminando la ne-
cesidad de proteger y desproteger grupos funcionales expuestos, lo que
representa una atractiva alternativa para el quimico sintético dado que,
en general, operan a pH y temperatura no extremos y con niveles redu-
cidos de productos residuales téxicos. Los alcaloides derivados del opio,
como la morfina y sus derivados semisintéticos, despliegan propiedades
analgésicas, antitusivas o estupefacientes caracteristicas y dan ejemplo
de algunos de los compuestos farmacéuticos mds importantes hoy en
dia. Naturalmente, los alcaloides a menudo acttian como compuestos
modelo para la preparacién de muchos derivados semisintéticos; por
ejemplo, diversos narcéticos agonistas y antagonistas se derivan quimi-
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camente de tebafna, un componente minoritario del opio. La quimica
involucrada en la N-desmetilacién de tebaina resulta un proceso com-
plicado y generalmente conduce a bajos rendimientos. Adicionalmente,
la tebafna es una sustancia de produccién limitada, por lo que esta
reaccién constituye un objetivo ideal para estudios de biotransforma-
cién. Madyastha y colaboradores (2000) identificaron nortebaina como
el principal metabolito de la biotransformacién de tebatha por Mucor
piriformis, y sugirieron que la N-desmetilacién de tebaina no procede a
través de un N-6xido intermediario como originalmente se habia pro-
puesto. Este organismo también fue capaz de N-desalquilar diversas
variantes de la tebaina, con rendimientos superiores a 80% (figura 14.4).

Tebaina Nortebaina

Figura 14.4. Nortebaina, el principal metabolito de la biotransformacién de tebaina por Mucor
piriformis.

Gran parte del andlisis sobre la transformacién microbiana de los alca-
loides tipo morfinano ha sido llevada a cabo por Bruce y colaboradores
(1990) utilizando Pseudomonas putida M10. Esta bacteria fue aislada
inicialmente a partir de los residuos industriales de una planta de
procesamiento de opidceos y parece es capaz de usar a la morfina y la
codefna para apoyar su crecimiento (Boonstra et al., 2001; Rathbone y
Bruce, 2001). Lister y colaboradores (1999) reportaron la hidroxilacién
de alcaloides de morfina por P. putida M10, este proceso representa una
importante conversiéon desde el punto de vista industrial.

A menudo, una pequefia modificacién en la estructura provoca un
enorme cambio en la potencia o en la actividad del producto obtenido.
En este ejemplo, la introduccién de un grupo hidroxilo en la posicién 14
de la estructura aumenta considerablemente la potencia analgésica, lo
cual es dificil de lograr quimicamente, debido a la naturaleza poco re-
activa del carbono terciario C14. La codeinona fue identificada como el
sustrato que se hidroxila durante la incubacién de células completas con
codeina, formando 14p-hidroxicodeinona, que posteriormente fue redu-
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cida a 14B-hydroxycodeine. Adicionalmente, también fue observada la
produccién de hidrocodona, dihidrocodeina y oxicodona. Los derivados
equivalentes también fueron observados en incubaciones con morfina.
Madyastha y colaboradores (1998) también identificaron una actividad
dependiente de NAD™ en especies de Bacillus capaces de introducir un
grupo hidroxilo en C14 de la morfina y la codeina. La 14-hidroxilacién
también fue observada cuando se sustituy6 al grupo N-metilo con gru-
pos alquilo superiores (figura 14.5).

Morfina
deshidrogenasa

Dihidromorfina R = H
Dihidrocodeina R = CHj

D

NADP* NADPH

U N
- .
—_—

Morfina
deshidrogenasa

NADH NAD'

Morfinona
reductasa

o
Morfina R = H Morfinona R = H Hidromorfona R = H
Codeina R = CHj3 Codeinona R = CHj Hidrocodona R = CHj

JHidmxilasa

NADH NAD*
Morfina

deshidrogenasa
Morfinona

reductasa
NADP™ NADPH

14p-Hidroximorfina R = H 14p3-Hidroximorfinona R = H
14B-Hidroxicodeina R = CH3 14B-Hidroxicodeinona R = CH3

Oxicodona

Figura 14.5. Biotransformacion de alcaloides derivados de la morfina.

A pesar de la estructura compleja de muchos alcaloides, los microor-
ganismos tienen la capacidad de transformarlos y degradarlos. Con el
surgimiento de técnicas moleculares mds poderosas, el quimico sintético
cuenta ahora con una gran cantidad de enzimas cataliticas. El estudio
continuo de las transformaciones microbianas de alcaloides, sin duda
proporcionard méds ejemplos ttiles en el futuro cercano. El uso de meto-
dologias moleculares, tales como la evolucién forzada, permitird disefiar
enzimas y eliminar cualquier limitacién que pueda restringir su uso en
procesos de biotransformacién, proporcionando ademads toda una nue-
va gama de biocatalizadores eficaces. Actualmente los biocatalizadores
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pueden ser disefiados para mejorar su actividad, selectividad y espe-
cificidad hacia diversos sustratos. Hoy en dia es factible crear enzimas
quiméricas o alterar dominios funcionales para la creacién de nuevos
catalizadores con una alta especificidad de sustrato o con las caracteris-
ticas de reaccién deseadas.
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