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PROCESOS ENZIMATICOS AMIGABLES CON EL AMBIENTE

Resumen

Las enzimas son catalizadores biolégicos que ofrecen un gran potencial de aplicacion en
los procesos quimicos tradicionales. Estas son altamente selectivas, funcionan adecua-
damente en condiciones de reaccidn suaves y, por su naturaleza proteica, son amigables
con el ambiente. Su aplicacidn en sintesis quimica ha permitido simplificar procesos, re-
ducir la energia consumida en los mismos y disminuir la cantidad generada de residuos
guimicos contaminantes. Las enzimas también pueden funcionar en medios de reaccién
no convencionales, como disolventes organicos y fluidos supercriticos. Sus propiedades
se pueden ajustar mediante la seleccién adecuada del medio de reaccidn, por inmoviliza-
cion en soportes solidos y por técnicas de disefio de
proteinas y evolucion dirigida. La inclusion de proce-
sos catalizados por enzimas en las industrias quimica
y farmacéutica estd avanzando, beneficiandonos no

;. . solo en el costo de los productos, sino en la gene-
La quimica verde tiene como racién de procesos mas limpios y amigables con el

objetivo mantener y mejorar ambiente.
el ambiente para beneficio de

) Palabras clave: Quimica verde, biocatalisis, enzi-
la sociedad. mas, sintesis quimioenzimatica, biotecnologia.

ENZYME-CATALYZED PROCESSES
ENVIRONMENTALLY FRIENDLY

Abstract

Enzymes are biological catalyzers offering a huge potential for application in mainstream
chemical processes. These proteins are highly selective, active at mild reaction conditions
and, because of their protein nature, are environmentally friendly. Application of enzymes
in organic synthesis has made possible to simplify processes, to reduce the amount of
energy consumed in these operations and to reduce the generated polluting chemical
wastes. Enzymes are also active in non-conventional reaction media, as organic solvents
and supercritical fluids. The catalytic properties of enzymes can be optimized by the selec-
tion of the reaction media, by immobilization in solid supports and by protein design and
directed evolution. The incorporation of enzyme-catalyzed processes in the chemical and
pharmaceutical industries is growing, bringing us their benefits with low cost products as
well as with clean and environmentally friendly processes.

Keywords: Green Chemistry, biocatalysis, enzymes, chemoenzymatic synthesis, biotech-
nology.
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[1] Parainvestigar mas

sobre estos principios,
puedes consultar la
pagina de la Agencia de
Proteccion Ambiental
(EPA, por sus siglas en
inglés) (http://www2.
epa.gov/green-chemis-
try). Aqui encontrards
también un separador,
para tener siempre pre-
sente los principios de la
Quimica Verde (http://
www?2.epa.gov/sites/
production/files/docu-
ments/green-chemistry-
bookmark_1.pdf).
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PROCESOS ENZIMATICOS AMIGABLES CON EL AMBIENTE

Introduccion

urante el desarrollo histérico de la quimica, ésta ha echado mano de las mate-

rias primas y las tecnologias disponibles. El auge de la industria quimica en la

era del petrdleo hizo posible la disponibilidad de los bienes de consumo vy los
desarrollos tecnoldgicos modernos. Sin embargo, en su etapa temprana, la susten-
tabilidad no fue considerada importante y asi se permitié la generaciéon de subpro-
ductos y materiales de desecho que no sdlo no se podian reutilizar, sino que eran co-
rrosivos y toxicos. La utilizacidon eficiente de materiales y el cuidado del ambiente
tuvieron que esperar hasta que los efectos adversos de la industrializacién fueron tan
evidentes que no pudieron ser ignorados. Esto dio paso al desarrollo de principios ba-
sicos que deberian ser considerados en los procesos quimicos para que tuvieran el me-
nor impacto posible en el ambiente. A esto se le denomind “quimica verde”.

La quimica verde tiene como objetivo mantener y mejorar el ambiente para
beneficio de la sociedad. La idea fundamental detras de este objetivo, aplicada a los
procesos quimicos que nos permiten generar bienes de consumo, es no generar sus-
tancias peligrosas y transformar las que ya se generan en compuestos menos peligro-
sos. Claramente es un objetivo que no puede lograrse en una sola etapa. Los procesos
guimicos incluyen una serie de pasos mediante los cuales las sustancias se transforman
progresivamente para obtener el producto deseado. Sin embargo, en el proceso se utili-
zan disolventes que pueden ser muy agresivos con el ambiente e igualmente se generan
compuestos que llegan a ser sumamente toxicos y de dificil tratamiento. En este sentido,
la quimica verde tiene un conjunto de principios que, si bien no nos dicen cémo hacerlo,
si nos indican qué es lo deseable en un proceso'.

Uno de los principios de la quimica verde es el empleo de catalizadores en lugar
de usar reacciones estequiométricas. Los catalizadores son agentes quimicos que dismi-
nuyen la energia necesaria para que un proceso ocurra, permitiendo que éste se lleve a
cabo en una escala de tiempo menor, es decir, aceleran las reacciones. Ademas, un cata-
lizador se emplea en concentraciones subestequiométricas y no se consume en el proce-
so. En los procesos quimicos se utilizan muchos catalizadores de diversas naturalezas. En
los sistemas bioldgicos los catalizadores son proteinas, a las que les llamamos enzimas.
En algunos casos estas proteinas hacen uso de iones metalicos incluidos en su estructura
para funcionar como catalizadores, aunque no es una regla.

Las enzimas son los catalizadores bioldgicos naturales que permiten que los pro-
cesos quimicos que hacen posible la vida, ocurran a la velocidad necesaria. Estas protei-
nas cataliticas evolucionaron para desarrollar su funcién en un medio compatible con la
vida, como agua y membranas lipidicas. Estos catalizadores también se pueden utilizar
para acelerar reacciones quimicas fuera de su ambito bioldgico. De hecho, ya participan
en varios procesos quimicos en los que sus propiedades son deseadas, ya que presentan
actividad en medios no acuosos, como disolventes organicos o fluidos supercriticos. Es-
tas propiedades se alcanzan al estar en condiciones de presion y temperatura altas, en
las que los gases se comportan como fluidos y no existen fases gaseosa o liquida distin-
guible. Uno de los fluidos supercriticos mas usados como disolventes es el CO2. El CO2
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supercritico tiene una excelente capacidad de disolver y transportar moléculas hidrofé-
bicas. Se le considera un disolvente “verde” ya que es inerte, no toxico, no inflamable,
barato, de fécil acceso y sus parametros criticos se alcanzan muy facilmente (72.9 bary
31.3 2C).

En el esfuerzo permanente
por desarrollar procesos que no
perjudiquen al ambiente, las enzi-
mas se han introducido en proce-

sos quimicos que lo han deman-
‘ REEN dado. La pertinencia de su uso en

estos procesos no obedece sélo
CHEMSTRY a la necesidad de realizarlos mas

limpia y eficientemente. En mu-
A U.S. EPA PI’OQ ram chas ocasiones las reacciones qui-

micas tradicionales no tienen una
contraparte bioldgica que se pueda utilizar como punto de partida para el desarrollo de
un catalizador bioldgico. En otras, aunque se tenga a la enzima que realiza la reaccion,
los sustratos que no son de origen bioldgico pueden no ser reconocidos y por tanto son
usados de manera ineficiente. Es importante recalcar que la investigacion permanente
para aislar nuevos microorganismos y describir sus enzimas es la mayor fuente de nue-
vos prospectos de enzimas para uso industrial. Existen otros métodos para adaptarlas a
nuevos sustratos y condiciones de reaccién no fisiolégicas, como la evolucion dirigida y
el disefio e ingenieria de proteinas. Una combinacidon de estos métodos suele dar resulta-
dos favorables en la seleccidn de nuevas enzimas, aunque esto no implica dejar de hacer
prospeccién en fuentes naturales.

Las enzimas pueden ser sensibles a condiciones de acidez o temperatura ex-
tremas. Es posible facilitar la aplicacidon de estos catalizadores si las estabilizamos por
métodos que permitan mantenerlas en su forma activa. Estos procesos generalmente
consisten en su atrapamiento en la superficie o el interior de materiales que reducen su
sensibilidad a las condiciones adversas del medio de reaccién. Estos soportes pueden ser
de origen sintético o natural. En cualquier caso, siempre hay que tener en consideracién
cual sera el destino de la enzima, es decir, a qué condiciones se va a enfrentar, para asi
decidir qué tipo de inmovilizacién requiere. Ademds de poder estar en la superficie o en
el interior del material de soporte, pueden estar unidas por interacciones electrostaticas,
interacciones hidrofdbicas, enlaces covalentes, o bien, estar atrapadas en una red de
moléculas que les impide escapar. Un procedimiento comun para la aplicacion de enzi-
mas sin necesidad de purificarlas ni inmovilizarlas, es el uso de las mismas células que
la producen. Estas células, a su vez, pueden o no estar inmovilizadas en algun otro tipo
de polimero que garantice su viabilidad. En el estado inmovilizado, las enzimas pueden
seguir produciéndose como resultado de los procesos metabdlicos de la células, con-
trarrestando el reciclaje permanente de proteinas que también ocurre como parte del
metabolismo celular.

Dentro del marco de la quimica verde, las enzimas pueden apoyar a mejorar los
procesos industriales, ya que algunas de sus propiedades las hacen no sélo adecuadas,
sino deseables para dicha funcién.
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Propiedades verdes de las enzimas

e Las enzimas son, de forma natural, un recurso renovable. Se pueden
producir en distintos organismos y esta produccidn, a su vez, requiere
Unicamente materiales renovables.

e Presentan una alta especificidad por sus sustratos. Esto les permite
no soélo seleccionar a la molécula correcta entre otras de distinta na-
turaleza, sino también entre moléculas de idéntica naturaleza, como
son los enantidmeros. Estos son sustancias con idénticas composicio-
nes y estructuras, pero que se comportan como imagenes especu-
lares que no se pueden superponer (Figura 1). El empleo de cataliza-
dores selectivos permite la separacién y reutilizacion de materiales,
distintos al sustrato de la reaccidn, incluidos en las materias primas.

Figural. Enantiémeros. Los
enantiomeros son moléculas
de igual composicion y pro-
piedades fisicas y quimicas
que son imdgenes especulares
una de la otra y no son
superponibles. Si cada uno de
los 4tomos representados en
distintos colores es distinto
entre si, al rotar cualquiera
de los enantiémeros 180° de
manera vertical, observamos
que solo las esferas verde y
roja se superponen, mientras
que la azul y la negra quedan
en posiciones invertidas. Las
enzimas son capaces de diferen-
ciar estas moléculas, mientras
que la mayoria de los métodos
quimicos no lo hacen.

e Las enzimas se pueden usar durante varios ciclos de un proceso, siem-
pre que se cuente con los métodos adecuados para recuperarlas. Estos
procesos generalmente requieren la inmovilizacién de la enzima en un
soporte sélido de facil separaciéon. Por supuesto, el soporte también
puede ser reutilizado cuando la enzima se inactive.

e Laaltaselectividad y la sensibilidad de los métodos enzimaticos permite
el empleo de estas moléculas en la fabricacién de biosensores que faci-
litan el monitoreo de los procesos quimicos en tiempo real.

e La naturaleza proteica de las enzimas las hace de facil biodegradacion
al final de su vida util, reduciendo asi la generacion de desechos recal-
citrantes.

e El disolvente natural de las enzimas es el agua, por lo que su utilizacion
no implica el uso de disolventes organicos. Sin embargo, en caso de ser
necesario, las enzimas también pueden trabajar en presencia de estos
disolventes.

¢ La enzimas funcionan a temperaturas y presiones moderadas, ambien-
tales en muchos casos, reduciendo asi el impacto econdmico asociado
a la necesidad de energia para cambiar dichas variables, y el impacto
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Figura 2. Hidrolisis enantio-
selectiva catalizada por la en-
zima Lipolasa (Novozymes)
dentro del proceso de sintesis
de la pregabalina (com-
puesto 4). La conversion del
compuesto 1 al compuesto 2
sin modificar el compuesto

3 permite la separacion de
estos ultimos, haciendo
posible continuar con la
sintesis quimica usando sélo
al compuesto 2.
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ambiental que genera el combustible usado para generar dicha energia.
e Su aplicacién en procesos de sintesis organica puede reducir de mane-
ra significativa el nimero de operaciones necesarias para obtener un
producto.
e Salvo muy pocas excepciones, las enzimas no son téxicas. Aunque,
como con otros compuestos en polvo, se deben tomar las medidas de
seguridad pertinentes para proteger las vias respiratorias.

Ejemplos del uso de enzimas

Existen muchos ejemplos del uso de enzimas en procesos industriales. Aqui presentamos
unos pocos en los que, ademas de poder ser introducidas como catalizadores, las enzi-
mas ayudaron a reducir la generacién de desechos industriales y a mejorar significativa-
mente la eficiencia en el uso de la materia prima.

Un ejemplo de cdmo la inclusién de enzimas en procesos quimicos promueve
la disminucién de uso de sustratos, disolventes y pasos, es la sintesis comercial del in-
grediente activo de la pregabalina, un medicamento usado para el tratamiento de la
epilepsia, el dolor neuropatico y el trastorno de ansiedad generalizada. La pregabalina,
o acido (S)-3-(aminometil)-5-metilhexanoico, fue sintetizada originalmente a través de
un proceso que incluia una separacién de isémeros por medio de recristalizaciones. La
seleccion de isdmeros, por otra parte, es una de las especialidades de las enzimas. Asi
pues, se decidié investigar el potencial de diversas enzimas para hacer la separacién
de isdbmeros en una etapa temprana de la sintesis. El objetivo fue usar el compuesto 1
(Figura 2) para convertirlo en el compuesto 2 sin modificar el compuesto 3 y asi poder
continuar la sintesis quimica con el compuesto 2. Se probaron diversas enzimas, lipasas,
esterasas y proteasas. Aunque varias de ellas generaron el compuesto 2, se selecciond
la Lipolasa (Novozymes) por su alta selectividad y buen rendimiento. Tras varios estudios
de optimizacidn, se logré un rendimiento cercano de 48% del compuesto 2, lo cual es
muy alto considerando que el maximo alcanzable es 50% por provenir de una mezcla de
isdmeros. El compuesto 3 se puede convertir nuevamente en el compuesto 1 y asi no
se pierde materia prima. De este modo, la incorporacién de un paso catalizado por una
enzima ayudo a la disminucidn de varias etapas en la sintesis de la pregabalina, ademas
de mejorar la eficiencia en el uso de la materia prima y disminuir el uso de disolventes y
la generacion de subproductos.

CO,Et Sintesis
quimica CO,H
CO,Et COH - . ) NH,
Enzima 2 CN
COEt —

CN
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Figura 3. Conversion de
acrilonitrilo en acrilamida ca-
talizada por la enzima nitrilo
hidratasa.
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La manufactura del 4cido 6-aminopenicilanico (6-APA) es otra muestra de los
beneficios generados por el reemplazo de operaciones quimicas convencionales por
operaciones catalizadas por enzimas. El 6-APA es un precursor para la sintesis de otros
antibidticos, como penicilinas semisintéticas y cefalosporinas. La sintesis de 6-APA partia
de penicilina G, la cual era transformada mediante la adicidn de reactivos quimicos toxi-
cos, corrosivos y agresivos con el ambiente, como el diclorometano o el pentacloruro de
foésforo. Este proceso se realizaba a -40 2C, lo cual implicaba un enorme gasto energético.
En conjunto, se requerian aproximadamente 20 Kg de materias primas para obtener 1
Kg de 6-APA. En cambio, mediante un procedimiento catalizado por la enzima penici-

lina acilasa, es posible convertir a

Nitrilo la penicilina G en 6-APA, en agua,

. y solamente requiere de 0.9 Kg de

/\ hidratasa P amoniaco, para ajustar la acidez del

= CN - CONHz medio de reaccién, para obtener el
mismo Kg de producto.

Las nitrilasas son otra prueba de las mejoras sustanciales en procesos quimicos
provocadas por el uso de enzimas como catalizadores. Estas enzimas convierten a los
nitrilos en amidas (nitrilo hidratasas) o en el acido correspondiente y ion amonio. La ni-
trilo hidratasa ha sido empleada para la produccién de acrilamida a partir de acrilonitrilo
(Figura 3). Este compuesto tiene muchas aplicaciones industriales, entre las que desta-
can su uso para la formacidn de polimeros que se pueden emplear en una amplia gama
de productos y procesos industriales. La acrilamida fue producida originalmente por la
compafiia American Cyanamid en 1954, utilizando un proceso basado en la mezcla de
cantidades iguales (en moles) de acido sulfurico, acrilonitrilo y agua a temperatura entre
60y 80 2C. Esta mezcla se neutralizaba con hidréxido de amonio generando una enorme
cantidad de sulfato de amonio. La acrilamida formada, con rendimiento bajo, se recris-
talizaba con benceno, el cual por si mismo es téxico. Con el tiempo este proceso fue sus-
tituido por uno que utilizaba un catalizador de cobre. Sin embargo este proceso se reali-
zaba a 120 2C vy el producto contenia trazas de cobre y acido acrilico, lo que complicaba
su posterior purificacion. Este proceso igualmente presentaba un rendimiento bajo, con
conversiones cercanas al 50% de acrilonitrilo. Esto obligaba a reciclar una enorme canti-
dad del acrilonitrilo que se encontraba como contaminante de la acrilamida. Finalmente
la enzima nitrilo hidratasa entré en escena después de ser descubierta en distintas bacte-
rias del suelo. La bacteria Rhodococcus sp. J1 produce una nitrilo hidratasa que transfor-
ma acrilonitrilo en acrilamida, con un 99% de selectividad y con rendimientos mayores
al 99%. Paulatinamente, este procedimiento ha ido reemplazando los procedimientos
basados en catalizador de cobre dadas sus evidentes ventajas. El proceso que utiliza a la
nitrilasa de Rhodococcus sp. J1 se realiza a baja temperatura, a pH neutro, y el producto
se obtiene con una pureza tal que no requiere otras operaciones de purificacion distintas
del secado. Esto lo convierte en un proceso amigable con el ambiente en el que la mayor
parte del sustrato se convierte en producto, sin uso de disolventes organicos, sin empleo
masivo de acidos o bases, y sin grandes gastos de energia para elevar la temperatura.

Un ultimo ejemplo: la vitamina B3 (nicotinamida) se puede producir a partir de
2-metilpentano-1,5-diamida (compuesto 5 en la Figura 4), pasando por un proceso de
ciclizacién y deshidrogenacidn para producir 3-picolina (compuesto 6), la cual se amoxida

Departamento de Acervos Digitales. Direccion General de Computo y de Tecnologias de Informacién y Comunicacion - UNAM
Esta obra esta bajo una licencia de Creative Commons @@ ®@



HOU

Figura 4. Sintesis quimioenzi-
mitica de nicotinamida (Vi-
tamina B3). La 2-metilpenta-
no-1,5-diamida (compuesto
5) se somete a un proceso de
ciclizacién y deshidrogena-
cién por métodos quimicos
para producir 3-picolina
(compuesto 6), que a su vez
se amoxida para obtener
3-cianopiridina (compuesto
7). La cianopiridina es hi-
dratada por la enzima nitrilo
hidratasa para generar la
nicotinamida (compuesto 8).
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para obtener la 3-cianopiridina (compuesto 7), la cual es finalmente convertida a nico-
tinamida. Este ultimo paso solia hacerse mediante hidrdlisis alcalina del grupo ciano,
generando grandes cantidades de sales inorganicas como desecho, y de acido nicotinico
como subproducto. En nuestros dias, esta etapa del proceso se ha cambiado por un
paso enzimatico catalizado también por una nitrilo hidratasa, que ofrece conversiones
del 100% y una selectividad mayor al 99%. Nuevamente, este producto requiere poca
purificacién ya que todo el sustrato es convertido a producto.

J/\( (TCHS O/CN O/CONHQ
H,N NH, NZ NZ NZ

5 6 7 8

Estas nitrilo hidratasas también se usan en otros procesos industriales, ofrecien-
do ventajas similares. Por ejemplo, en la produccién de 5-cianovaleramida, un precursor
del pesticida azafenidina, y en la produccién de levetiracetam, un fdrmaco para el trata-
miento de la epilepsia.

Conclusion

El empleo de enzimas ha facilitado la aplicacion de los principios de la quimica verde
a procesos industriales bien establecidos. Las ventajas que éstas ofrecen como bioca-
talizadores, ya sea libres, inmovilizadas o como células completas, deben ser aplicadas
tomando en consideracidn el proceso quimico de forma integral. Es cierto que las enzi-
mas no pueden reemplazar a todos los catalizadores quimicos ni participar en todas las
reacciones existentes, por lo que son de enorme importancia los esfuerzos permanentes
en bioprospeccidn e ingenieria de proteinas para desarrollar los nuevos catalizadores
que en el futuro mejorardn los procesos quimicos actuales.

Los nuevos catalizadores y el andlisis detallado de una gran cantidad de procesos
guimicos, nos llevaran a la implementacidn del uso enzimas como catalizadores de reac-
ciones quimicas que finalmente contribuyan a mejorar la eficiencia y limpieza de estos
procesos. El beneficio no es sélo para el productor, al reducir sus costos y aumentar los
rendimientos, sino para la humanidad al ayudar a conservar nuestro planeta. Recorde-
mos que el ambiente no tiene fronteras. La contaminacién en cualquier lugar del planeta
es un problema para todos sus habitantes. =
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