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RESUMEN: La Biocatalisis ha surgido como un area de gran ri-
queza dentro de la Biotecnologia, y ha permitido la aplicacion
de las enzimas en un amplio nimero de industrias dedicadas
a la fabricacién de farmacos y otros compuestos quimicos, asi
como alimentos o biocombustibles. Este sorprendente desarro-
llo de la Biocatdlisis se debe a nuevas tecnologias como la bio-
informatica, el cribado de alta resolucidn, la evolucion dirigida,
asi como otras técnicas arraigadas como la inmovilizacién de
enzimas y la ingenieria de proteinas o del medio de reaccion.
La fabricacion sostenible de productos de consumo es uno de
los objetivos principales de la Biocatalisis, y supondra muchos
desafios y oportunidades en el futuro. En este articulo, se han
revisado algunos de los principales métodos empleados en tec-
nologia enzimatica, asi como varios ejemplos de aplicaciones
de las enzimas en la industria. Finalmente, se indica un breve
comentario sobre la situacion actual de los grupos de investiga-
cién y empresas dedicados a la Biocatalisis en Espafia.
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ABSTRACT: Biocatalysis has emerged as a rich field within
Biotechnology, enabling the application of enzymes in a
wide range of industries ranging from pharmaceuticals and
fine chemicals to food and energy. This striking development
of Biocatalysis is due to novel technologies such as
bioinformatics, high-throughput screening (HTS), directed
evolution, as well as other well-established techniques
such as enzyme immobilization and protein engineering or
medium engineering. Sustainable manufacturing is a major
driver of Biocatalysis, which will provide many real challenges
and opportunities for the future. In this article, some of the
main methods in enzyme technology have been reviewed,
as well as several biotechnological applications of enzymes
in industry. Finally, a brief overview of the situation of
Biocatalysis in both Spanish academia and industry has also
been reported.
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1. INTRODUCCION

Durante siglos el hombre ha utilizado los micro-
organismos en su beneficio sin saber que las trans-
formaciones obtenidas se debian a la funcién de
determinadas enzimas presentes en los organismos
utilizados. Asi, antes de que se conocieran las bases
bioquimicas de los procesos biocatalizados, la capaci-
dad catalitica de las enzimas presentes en los microor-
ganismos como la levadura Saccharomyces cerevisiae
o las bacterias lacticas se han utilizado desde hace
siglos en la produccién de alimentos como el vino, la
cerveza, el queso, el vinagre o el pan. Aunque el tér-
mino enzima fue acuifiado por primera vez por Kiine
en 1876, el conocimiento profundo de las enzimas,
su estructura, cinética, relacidon estructura-funcion,
no se ha alcanzado hasta afios recientes, cuando la
investigacion de las enzimas adquiere una nueva fase
gracias a los conocimientos aportados de distintas
disciplinas como son la quimica de proteinas, la bio-
fisica y la biologia molecular. Esto ha hecho avanzar
en el conocimiento del potencial tecnolégico de estas
biomoléculas. Respecto a la utilizacion industrial de
los biocatalizadores, tiene mas de un siglo de historia.
En 1875, en Copenhague, Christian Hansen crea una
compafia que fue la primera en usar industrialmen-
te, para la fabricacién del queso, una preparacidén en-
zimatica estandarizada llamada RENNET, que es una
mezcla de quimosina (o renina) y pepsina, obtenida
con una extraccién con sal de la cuarta cavidad es-
tomacal de terneras lactantes (método que se sigue
utilizando en la actualidad. Otro hito importante en
la utilizacién de las enzimas a nivel industrial tuvo lu-
gar con el descubrimiento del quimico aleman Otto
Rohm en 1913 de la eficacia de la tripsina pancreati-
ca en la eliminacidon de manchas de origen proteico

como sangre, leche etc., y que fueron los comienzos
de la utilizacién de las enzimas en los detergentes.

En la actualidad son numerosos los procesos biotec-
noldgicos que se llevan a cabo mediante la utilizacion
de células o de sus enzimas aisladas, siendo un campo
con grandes perspectivas de futuro.

El término Biocatalisis se refiere a la utilizacion de
células o sus enzimas aisladas para catalizar reaccio-
nes o transformaciones que conducen a la obtencion
de compuestos de interés, que satisfacen numerosas
necesidades humanas. La Biocatalisis se encuentra
enmarcada en la denominada Biotecnologia Blanca,
subsector de la Biotecnologia con importantes pers-
pectivas de crecimiento, clave para el desarrollo de la
denominada bioeconomia.

La utilizacién de células o enzimas ha demostrado
su eficacia en la sintesis de farmacos, herbicidas, in-
secticidas y otros productos quimicos, en la produc-
cion de biocombustibles alternativos al petrdleo, o
en la industria textil y de detergentes, entre otros
muchos ejemplos (Tabla 1). Ello se debe a que repre-
sentan una alternativa mas eficiente y a la vez mas
ecoldgica a la quimica sintética tradicional, ya que los
procesos que catalizan transcurren a través de reac-
ciones en medios mas respetuosos con el medio am-
biente y bajo condiciones de pH y temperatura sua-
ves con mayores rendimientos ya que son procesos
regio y estereoselectivos y con menor coste econémi-
co. No es de extrafiar que el negocio de las enzimas
haya crecido incesantemente en los ultimos afios,
y las expectativas indican que el mercado global se
puede situar en cifras superiores a los 4400 millones
de ddlares en el afio 2015.

Tabla 1. Aplicaciones de la Biocatalisis en distintos sectores productivos

SECTOR SANITARIO-FARMACEUTICO

e Enzimas para diagnostico
Enzimas de uso terapéutico

& Sintesis de intermedios vy compuestos
quimicos de interés farmacéutico

* Aromas, edulcorantes y aditivos
& Aminoacidosyotras moléculas
e Enzimas para queseriasy productos

* |nsecticidasy herbicidas

SECTOR AGROALIMENTARIO

alimentarios
nutritivas

lacteos dietéticos (sin lactosa)

SECTOR MEDIOAMBIENTAL

& Biorremediacion

e Obtencion de plasticos
biodegradables

* Biocombustibles

* Detergentes
* |ndustria textil y peletera
* Sintesis de compuestos quimicos

PROCESOS INDUSTRIALES
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En general, el escalado industrial de cualquier pro-
ceso biocatalizado requiere actualmente de unas eta-
pas previas que incluyen: (1) la seleccion de la enzima
mas adecuada, (2) su produccidn, aislamiento y pu-
rificacion, (3) su caracterizacidon para determinar las
condiciones idoneas para la catalisis enzimatica, y fi-
nalmente, (4) su inmovilizacién con el fin de reducir
los costes. Todas estas etapas se suelen agrupar bajo
el término “ciclo biocatalitico” (Figura 1).

Asimismo, como ya se ha indicado, también son
numerosos los procesos en los que se utilizan las cé-
lulas completas debido en la mayoria de los casos a
la imposibilidad de obtener preparados enzimaticos
estables.

2. PRODUCCION DE ENZIMAS PARA USO BIOTEC-
NOLOGICO

Actualmente se calculan que existen 36 empresas
biotecnoldgicas dedicadas a la produccién de enzimas
que se pueden clasificar en grandes compafiias mul-
tinacionales productoras de enzimas de bajo coste y
gran demanda (destacan la danesa Novozymes, la ho-
landesa DSM vy la americana Genzyme), y pequefias
empresas dedicadas a la preparacion de cantidades

pequefias de enzimas de elevado coste que se utilizan
principalmente con fines analiticos, ingenieria gené-
tica o terapia enzimdtica (por ejemplo, la japonesa
Amano, o la britadnica Biocatalysis Ltd.).

Hasta ahora, los microorganismos han sido la prin-
cipal fuente de enzimas de aplicacién industrial, ya
que presentan numerosas ventajas técnicas y eco-
némicas en comparacién con las enzimas de origen
animal o vegetal. Por un lado, los microorganismos
son una fuente muy versatil de enzimas, pudiéndose
aislar nuevos microorganismos productores median-
te cribado o “screening” a partir de distintas fuentes
naturales y/o de colecciones tipo (ATCC, DSMZ, CECT,
etc.). Mas recientemente, mediante técnicas biotec-
noldgicas como la metagendmica, es posible obtener
enzimas nuevas y con capacidades cataliticas novedo-
sas, sobre todo en aquellos casos en los que el micro-
organismo productor es dificil de crecer in vitro; y gra-
cias a que cada vez es mayor el nimero de genomas
secuenciados, mediante el denominado screening in
silico es posible obtener nuevas enzimas no solo de
microorganismos sino también de plantas y anima-
les. Esto unido a que los microorganismos pueden ser
modificados mediante ingenieria genética con el fin

Figura 1. Etapas en el escalado industrial de un proceso biocatalizado por enzimas

Reactivo(s)

PROCESO
BIOCATALIZADO

3 Producto(s)

N

Seleccion de la
ENZIMA

Etapas para el
escalado industrial

Purificacionde
la ENZIMA

| Ingenieria genética

Caracterizacionde
laENZIMA

T Infarmacion estructural

Enzimas mutadas

con propiedades mejoradas
» mayor actividad
¥ mayor estabilidad
# mayor selectividad
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de producir mayor cantidad de enzima, ha hecho que
cada vez sea mayor el nimero de enzimas disponibles
para su aplicacién en una gran variedad de campos. La
purificacion de las enzimas microbianas suele ser fa-
cil, sobre todo si son extracelulares; en contraste con
la extraccién de enzimas de origen animal o vegetal
que resulta mas compleja, ya que requiere de etapas
previas que incluyen el aislamiento de los tejidos, asi
como su homogeneizacién. A diferencia de las plantas
y los animales, la produccidn de las enzimas microbia-
nas requiere poca superficie, su rendimiento es prede-
cible y no presenta oscilaciones, y su disponibilidad es
continuada. Finalmente, los microorganismos tienen
velocidades de crecimiento y de produccién de enzi-
mas muy altas, por lo que los procesos fermentativos
son los mdas empleados en la produccion de enzimas
microbianas de uso biotecnoldgico. Dichos procesos
pueden ser fermentaciones en superficie (o método
“koji”, muy empleado en paises orientales), o cultivos
sumergidos en biorreactores de hasta 100.000 litros
de capacidad (mas comun en paises occidentales),
empleando medios de crecimiento baratos y eficaces.
El escenario mas sencillo y, por tanto mas econdmico
para una empresa, es la produccién de una enzima
microbiana extracelular a partir del medio de cultivo
libre de células. Sin embargo, existen muchas enzimas
intracelulares que requieren la ruptura celular, lo que
complica el proceso de purificacion (mayor nimero
de proteinas a separar, aumento de la viscosidad del
medio por liberacion de los acidos nucleicos, etc.). En
muchas aplicaciones industriales, las preparaciones
enzimaticas suelen estar parcialmente purificadas.
No obstante, las enzimas utilizadas en pruebas diag-
nosticas o enzimas de uso terapéutico, deben tener
el maximo grado de pureza (100% puras a homoge-
neidad, y sin trazas de acidos nucleicos ni compues-
tos pirégenos). En cualquier caso, se debe recurrir a
los métodos de purificacion convencionales como la
cromatografia de proteinas, pero a escala industrial.
Asimismo, durante los procesos industriales de purifi-
cacion de enzimas, se suelen utilizar sistemas en con-
tinuo: de abrasidn para romper células (v.g. Dynomill),
de centrifugacion para conseguir la separacién de
sobrenadantes y sedimentos (centrifugas de cestillo,
de taza, cilindricas, tubulares), de ultrafiltracion para
enriquecer o concentrar, o de diafiltracién para dia-
lizar. Finalmente, la enzima purificada se puede ven-
der como producto final en diferentes formatos: (1)
liofilizadas, en el caso de enzimas de uso diagndstico
0 enzimas terapéuticas, (2) disueltas en presencia de
sulfato amodnico que actia como estabilizante; o (3)
mezcladas con diferentes aditivos (sales, azucares, ce-
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ras) en el caso de enzimas comercializadas en grandes
cantidades, con la fin de facilitar el transporte y evitar
reacciones alérgicas durante su manipulacion.

3. INMOVILIZACION DE ENZIMAS

Las enzimas presentan una serie de ventajas frente
a los catalizadores inorgdnicos tradicionales: (1) una
elevada especificidad, estereoselectividad y regioes-
pecificidad; y (2) una gran actividad a temperatura am-
biente y presidon atmosférica. A pesar de estas claras
ventajas, el empleo de estos biocatalizadores no se ha
generalizado en la industria, debido principalmente a:
(1) su limitada estabilidad ya que son proteinas que se
pueden desnaturalizar, y perder totalmente su activi-
dad; y (2) la dificultad que entrafia su separacién de los
sustratos y productos en el medio de reaccidn, lo que
impide su reutilizacion. La inmovilizacion de enzimas
ha logrado superar estos inconvenientes, y ha permi-
tido que muchos procesos industriales biocatalizados
sean rentables econdmicamente en la actualidad. En
general, los métodos de inmovilizacion se suelen cla-
sificar en dos grandes categorias: la retencion fisica
y la union quimica. El atrapamiento de enzimas y la
inclusion en membranas son los principales métodos
de inmovilizacion por retencion fisica, mientras que la
unién de enzimas a soportes y el reticulado son los
métodos por unidén quimica mas destacados. En resu-
men, el atrapamiento consiste en la retencién fisica
de la enzima en las cavidades interiores de una matriz
solida porosa, que puede ser un polimero sintético
(v.g. geles de poliacrilamida, resinas de poliuretano,
etc.) o natural (alginato, quitosano, agarosa, etc.). La
microencapsulacion es un método de retencidn fisica
en el que las enzimas estan rodeadas de membranas
semipermeables, permitiendo exclusivamente el paso
de moléculas de sustrato y producto, pero no de en-
zima. Dentro de los métodos por union quimica, la
unién de enzimas a soportes es el mas utilizado y del
que se dispone de mayor informacién. Se pueden uti-
lizar una gran variedad de materiales (inorgénicos y
organicos) como soportes de inmovilizacion, los cua-
les difieren en tamafio, densidad, porosidad y forma,
aunque generalmente se comercializan en forma de
cilindro, hojas, fibras, y mas corrientemente en forma
de esferas. El soporte elegido debe tener resistencia
mecanica adecuada a las condiciones de operacién, y
ser facilmente separable del medio liquido para que
pueda ser reutilizado. Las enzimas se pueden unir a
estos soportes mediante unidn no covalente o union
covalente. Por un lado, la unién no covalente de una
enzima a un determinado soporte se puede estable-
cer mediante: (1) interacciones especificas (idnicas,
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hidrofébicas, quelacion), y (2) interacciones no espe-
cificas. Por otro lado, la unidn covalente a soportes
sucede tras el ataque nucleofilico de determinados
aminodcidos expuestos hacia el exterior de la super-
ficie de la enzima (principalmente lisina, a través de
Su grupo €-amino) sobre grupos quimicos reactivos de
un soporte previamente funcionalizado (por ejemplo,
soportes comerciales epoxidados como Eupergit®,
Sepabeads®, Relizyme®, etc.). Finalmente, el entre-
cruzamiento (también denominado reticulado) es una
técnica de inmovilizacion donde la enzima es el propio
soporte. Para ello, se emplean reactivos bifunciona-
les que originan uniones intermoleculares entre las
moléculas de enzima. El agente reticulante mas em-
pleado es el glutaraldehido, el cual reacciona con las
lisinas situadas en la superficie de distintas moléculas
de enzima, originando enlaces covalentes (bases de
Schiff) intermoleculares irreversibles. Aunque se han
desarrollado y aplicado muchas técnicas de inmovili-
zacidén a numerosas enzimas, se reconoce gque no exis-
te un método universal valido. No obstante, gracias a
toda la informacién disponible, se podria seleccionar
la técnica mas adecuada para inmovilizar una enzima
destinada a una aplicacion industrial concreta.

4. ENZIMAS EN MEDIOS NO CONVENCIONALES

Aunque en principio pueda resultar sorprendente,
las enzimas son capaces de retener su actividad cata-
litica en sistemas que contienen disolventes organicos
(“Biocatalisis en medios no convencionales”). Este he-
cho no deberia resultar extrafio si tenemos en cuenta
gue muchas enzimas trabajan en ambientes hidrofo-
bicos en la Naturaleza (en emulsiones, o en presencia
0 unidas a una membrana). Las reacciones enzimati-
cas en sistemas con disolventes organicos presentan
una serie de ventajas en comparacién con las reac-
ciones catalizadas normalmente en medios acuosos.
Por una parte, el disolvente organico permite incre-
mentar la solubilidad de aquellos sustratos que son
hidrofébicos. Adicionalmente, la recuperaciéon de los
productos de la reaccion en aquellos disolventes de
bajo punto de ebullicidn es mas sencilla. Por otro
lado, no hay posibilidad de que exista contaminacién
bacteriana. Finalmente, las hidrolasas presentan ca-
pacidad sintética en estos medios no convencionales
(es decir, catalizan la reaccidn inversa a la hidrdlisis),
preservando su especificidad de sustrato, lo que re-
sulta muy interesante a la hora de utilizar estos bio-
catalizadores en Sintesis Organica. En el caso de las
enzimas empleadas en disolventes orgdanicos anhi-
dros, los biocatalizadores solo son activos si una “capa
esencial” de agua recubre la estructura proteica, man-
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teniendo su integridad. Aquellos disolventes que son
polares (y, por tanto, miscibles con el agua) poseen
mayor capacidad para sustraer ese agua esencial de
la enzima y producen su desactivacion. Por el con-
trario, los disolventes apolares no alteran la capa de
agua esencial de la enzima, y esta permanece activa.
Para conocer la polaridad del disolvente se recurre a
su logP, siendo P el coeficiente de particién del disol-
vente en un sistema compuesto por n-octanol y agua.
En general, la actividad enzimatica es baja en disol-
ventes cuyo logP<2, y alta si el logP>4. Si la enzima
fuera poco estable en un medio no convencional, se
podria recurrir a estrategias de estabilizacion como la
inmovilizacién covalente a soportes o el reticulado, la
modificacidon quimica con cadenas de polietilénglicol,
o la ingenieria de proteinas mediante mutagénesis
o evolucion dirigida. Recientemente, los liquidos i6-
nicos (por ejemplo, el BMIM-BF,) han surgido como
disolventes interesantes para llevar a cabo reacciones
biocatalizadas, presentando ventajas de tipo medio-
ambiental, en comparacién con los disolventes orga-
nicos convencionales.

5. NUEVOS BIOCATALIZADORES MEDIANTE MUTAGE-
NESIS Y EVOLUCION DIRIGIDA DE ENZIMAS

Muchas enzimas aisladas a partir de fuentes natu-
rales, pueden ser interesantes para un determinado
proceso biotecnoldgico, pero sus propiedades nor-
malmente no suelen ser las dptimas a nivel industrial.
Ademas de los métodos de inmovilizacidon descritos,
existen otras técnicas que permiten aumentar la es-
tabilidad de las enzimas, ademas de incrementar su
actividad o incluso su especificidad de sustrato. Estas
alternativas se basan en (1) la mutagénesis racional
de residuos concretos del centro activo u otras zonas
de la estructura de la enzima; y (2) la evolucion diri-
gida de enzimas. En el primer caso, se sabe que hay
determinadas modificaciones que generan una rigi-
dez conformacional (por ejemplo, la sustitucidon de un
aminodcido por prolina, la sustitucién de glicina por
otro aminoacido, la introduccién de cisteinas que ge-
neren puentes disulfuro intramoleculares), y cuyo re-
sultado es un aumento en la estabilidad de la enzima
y/o eficacia catalitica o cambios en la especificidad de
sustrato. Un ejemplo es Lipolase®, primera lipasa dis-
ponible comercialmente para su uso en detergentes.
Inicialmente se obtenia a partir de la fermentacion del
hongo Thermomyces lanuginosus, pero los niveles de
produccién eran muy bajos. Mediante técnicas de in-
genieria genética se consiguid clonar y producir esta
enzima en Aspergillus oryzae, que es como se produce
industrialmente en la actualidad. Ademas, mediante
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mutagénesis dirigida se ha conseguido obtener mu-
tantes con nuevas propiedades, como Lipolase Ultra®
de Novozymes, capaz de llevar a cabo la reaccion a
temperaturas inferiores a 202C. Para ello el Asp®® se
cambid por una leucina. Con este cambio se reduce
la fuerza de repulsidn electrostatica entre la enzima y
el soporte sélido donde se encuentra el sustrato, por
ejemplo la fibra textil, haciendo que el centro activo
sea mas hidrofébico, lo que aumenta la afinidad de
la enzima por el sustrato lipidico presente en el teji-
do. En el segundo caso, la evolucion dirigida in vitro
intenta emular la evolucién darwiniana en el tubo de
ensayo, generando una diversidad enorme de enzi-
mas mutantes, las cuales posteriormente deben ser
analizadas con ayuda de métodos de cribado de alto
rendimiento (high-throughput screening) con el fin de
seleccionar aquellas enzimas con propiedades me-
joradas. Un ejemplo es la obtencion de la subtilisina
S41 de la cepa psicrofilica Bacillus TA41 con elevada
eficacia catalitica a bajas temperaturas para su uso en
detergentes.

6. APLICACIONES DE LAS ENZIMAS EN LA INDUSTRIA
ALIMENTARIA

En la industria alimentaria, las enzimas (tanto li-
bres como inmovilizadas) se utilizan para recuperar
subproductos, facilitar la fabricacion, mejorar el aro-
ma, y/o estabilizar la calidad de los alimentos. Las
enzimas industriales mas utilizadas son carbohidra-
sas, proteasas y lipasas, aunque también se emplean
oxidorreductasas e isomerasas. La mayoria de estas
enzimas son de origen microbiano, y solo unas po-
cas proceden de animales o vegetales superiores. Por
ejemplo, la obtencidn industrial de glucosa se produ-
ce fundamentalmente mediante hidrélisis enzimatica
del almidén de maiz, aunque en determinados paises
se recurre a otras fuentes vegetales como el trigo, la
tapioca, o el arroz. Para la fabricacién de jarabes ri-
cos en glucosa, se utilizan enzimas inmovilizadas de
Bacillus y/o Aspergillus en dos etapas: (1) a-amilasas
capaces de hidrolizar los enlaces glicosidicos a-(1,4)
de la amilosa del almidén para dar lugar a dextrinas
y maltosa, en un proceso denominado licuefaccion;
y (2) glucoamilasas que consiguen la hidrdlisis total
del almiddn en glucosa si se emplean en combinacion
con enzimas que son capaces de hidrolizar los enla-
ces a-(1,6) de las ramificaciones de la amilopectina,
en un proceso denominado sacarificacion. Los jara-
bes ricos en glucosa se emplean en la preparacion de
bebidas refrescantes y caramelos, en panaderia y en
destilerias, mientras que los jarabes ricos en fructosa
se utilizan en bebidas refrescantes, conservas, salsas,
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yogures y frutas enlatadas, debido a su mayor poder
edulcorante. En la fabricacién de estos jarabes ricos
en fructosa, se recurre a una glucosa isomerasa inmo-
vilizada, enzima que cataliza la conversion de la glu-
cosa en fructosa, y que ha sido aislada de bacterias
(Bacillus) o actinomicetos (Actinoplanes y Streptomy-
ces). En paises donde se cultiva caiia de azucar, la sa-
carosa se puede convertir en glucosa y fructosa utili-
zando la enzima invertasa, generalmente procedente
de la levadura Saccharomyces cerevisiae. El produc-
to obtenido de la hidrdlisis enzimatica de la sacaro-
sa se denomina “azlcar invertido”, y es mas estable
que los jarabes de glucosa ya que no suele cristalizar.
Se utiliza en pasteleria para mantener la humedad,
y también evitar la aparicién de paladar arenoso en
las mermeladas. Otra aplicacion de la Biocatalisis en
la industria alimentaria es la preparacién de leche sin
lactosa, un producto de consumo cada vez mas habi-
tual en los supermercados. La intolerancia a la lactosa
es una enfermedad hereditaria, muy prevalente en
paises como la India o Egipto (76% de la poblacion),
que cursa con episodios diarreicos y otros trastornos
intestinales tras la ingesta de leche y otros derivados
lacteos. En la industria, la eliminacidon de este azucar
se puede lograr mediante el tratamiento de la leche
con B-galactosidasa (procedente generalmente de
levaduras del género Kluyveromyces) inmovilizada.
Dicho proceso es interesante en la preparacion de he-
lados, ya que la lactosa tiende a cristalizar a tempera-
turas bajas. Las pectinas y la celulosa son polimeros
que se liberan durante el prensado de verduras y fru-
tas en la fabricacidon de zumos, siendo responsables
de su turbidez y viscosidad. En la industria alimenta-
ria, los procesos de clarificacién de zumos incluyen el
empleo de enzimas fungicas como pectinesterasas,
pectinliasas, hemicelulasas y celulasas, que permiten
la obtencion de zumos menos viscosos, mas concen-
trados y estables. Los métodos tradicionales de ela-
boracién del pan se han basado en la presencia de
enzimas enddgenas en la masa que se obtiene a partir
de la mezcla de la harina con el agua. Hoy en dia, las
harinas se suplementan con a-amilasas, proteasas y
lipasas, enzimas que mejoran el proceso de fabrica-
cion del pan, su sabor, textura de la masa y calidad de
la corteza. Otro ejemplo es la quimosina o renina del
cuajo de ternera, uno de los pocos ejemplos de enzi-
mas de origen animal con aplicacién industrial. Se em-
plea en la fabricacién del queso para cuajar la leche,
al ser capaz de hidrolizar de forma especifica el enlace
peptidico entre Phe!® y Met'% de la caseina k. Como
alternativa al cuajo de ternera, existen enzimas micro-
bianas con la misma especificidad de sustrato como
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las mucorpepsinas de Mucor pusillus o Mucor miehei,
y la endotiapepsina de Endothia parasitica. También
se pueden afadir lipasas microbianas que hidrolizan
los triglicéridos para liberar acidos grasos que pueden
convertirse en las distintas cetonas responsables del
sabory aroma caracteristicos de la leche de proceden-
cia. Como ejemplo de enzima de origen vegetal, cabe
destacar la papaina procedente de las hojas y del fru-
to sin madurar de la papaya (Carica papaya), utilizada
en laindustria alimentaria para ablandar la carne. Esta
enzima es particularmente Util al ser estable al calor,
por lo que su accién continda durante las primeras
etapas del cocinado. Finalmente, hay un grupo amplio
de enzimas que se utilizan para mejorar las caracte-
risticas organolépticas de ciertos alimentos y bebidas
después de su procesado. Por ejemplo, las lacasas se
emplean para oxidar los polifenoles en el mosto o en
el té (responsables de su sabor y color posterior); las
tanasas permiten eliminar el elevado contenido en
taninos (responsables de la aparicidn de precipitados)
en zumos, cervezas, vino y otras bebidas; y la narangi-

Figura 2. Semisintesis del paclitaxel (Taxol®) mediante

nasa permite hidrolizar aquellos compuestos amargos
de algunos citricos como el pomelo, sin que se pierda
el color natural de la fruta. Los electrodos enzimdti-
cos o biosensores fabricados con enzimas inmoviliza-
das también son muy utiles en el control de calidad
de muchos alimentos, y su utilidad se ha extendido
a otras areas como el control medioambiental (para
medir concentracion de metales toxicos, pesticidas,
herbicidas) o en el diagnéstico de enfermedades.

7. APLICACIONES DE LAS ENZIMAS EN LA INDUSTRIA
QUIMICA Y FARMACEUTICA

La utilizacién de biocatalizadores en la industria qui-
mica y farmacéutica es cada vez mas frecuente, debido
a las ventajas que presentan las enzimas frente a los
catalizadores inorganicos, comentadas anteriormente.
La utilizacidn de enzimas en estas industrias esta enfo-
cada principalmente a: (1) la obtencién de precursores
de farmacos (APIs) y semisintesis de farmacos; y (2) la
resolucidon enzimatica de mezclas racémicas.
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En el primer caso, las empresas farmacéuticas sue-
len acudir a métodos de semisintesis de farmacos de
origen natural, en su mayor parte moléculas complejas
con un gran numero de centros quirales, debido a la
escasez de la fuente natural del farmaco o la comple-
jidad del proceso de Sintesis Organica. Un ejemplo es
la sintesis del paclitaxel (Taxol®), agente antimitético
empleado para el tratamiento de cancer de pulmon,
ovario, mama y formas avanzadas del sarcoma de Ka-
posi, y aprobado por la FAD en 1998. El paclitaxel tiene
su origen en el “tejo del Pacifico” (Taxus brevifolia), y
su purificacion a partir de la fuente vegetal es compli-
cada y con rendimiento final es muy bajo. De hecho,
es necesario procesar 9 toneladas de corteza obteni-
da de 3.000 tejos para conseguir solamente 1 kg de
paclitaxel. No es de extraiiar que se hayan establecido
métodos de semisintesis de este compuesto a partir
de otras fuentes vegetales de taxenos. La semisintesis
del paclitaxel se basa en la unién de dos precursores,
el 10-DAB vy la cadena C-13, que se obtienen a través
de reacciones biocatalizadas por enzimas (Figura 2).
Otro ejemplo de Biocatalisis en la industria de antibio-
ticos, seria la utilizacidon de enzimas para la obtencion
del acido 6-aminopenicilanico (6-APA) y acido 7-amino
cefalosporanico (7-ACA), precursores de antibidticos
B-lactamicos semisintéticos con propiedades mejora-
das (Figura 3). Otra aplicacién de las enzimas en Sin-
tesis Organica y Farmacéutica es la resolucion de mez-
clas racémicas con el fin de obtener de los isémeros o
enantiomeros puros, dificiles de separar por los mé-
todos quimicos clasicos. La preparacion de isdmeros
puros es de vital importancia en el caso de aquellas
moléculas de farmacos que contengan algin carbono
asimétrico, ya que actualmente es obligatorio realizar
los ensayos clinicos pertinentes con ambos isémeros
y con la mezcla racémica, de acuerdo a las directrices
de organismos internacionales como la Food and Drug
Administration (FDA) o la Agencia Europea del Medica-
mento (EMEA) antes de aprobar su comercializacion.
En general, solamente uno de los isdmeros (“eutd-
mero”) es el que interacciona con su diana terapéu-
tica (centro activo de una enzima, un receptor) para
producir el efecto farmacolégico, mientras que el otro
isomero (“distdbmero”) es inactivo o apenas presenta
actividad en el mejor de los casos, ya que incluso pue-
de ser toxico. De hecho, el tristemente conocido caso
de la talidomida es un ejemplo de farmaco cuyo disto-
mero tiene efecto teratogénico. Este farmaco fue co-
mercializado entre los afios 1958 y 1963 como sedante
y calmante de las nauseas durante los tres primeros
meses de embarazo, y provocé miles de nacimientos
de bebés afectados de focomelia, una anomalia congé-
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nita caracterizada por la carencia o excesiva cortedad
de las extremidades. En resumen, la Biocatalisis se ha
establecido como un recurso adicional en la sintesis de
farmacos, sino también de otros productos quimicos
como herbicidas, insecticidas, edulcorantes, etc. Los
biocatalizadores mas empleados en la industria qui-
mica y farmacéutica abarcan diferentes clases de enzi-
mas como las hidrolasas (lipasas, acilasas, proteasas),
las liasas (aldolasas), o las oxidorreductasas (oxidasas,
oxigenasas, deshidrogenasas).

La mayoria de estas enzimas se suelen emplear
como biocatalizadores inmovilizados, tanto en medios
acuosos tamponados como en medios no convencio-
nales, permitiendo su estabilizacién en las condiciones
de reaccidn y su reciclado.

8. OTRAS APLICACIONES INDUSTRIALES DE LAS ENZIMAS

Las enzimas también tienen aplicaciéon en la in-
dustria textil, peletera, papelera, y de fabricacién de
biocombustibles y bioplasticos. Por ejemplo, el efec-
to “lavado a la piedra” de prendas vaqueras se puede
conseguir mediante métodos mecanicos abrasivos, o
por accion de diferentes celulasas microbianas. Las
celulasas contribuyen a suavizar tejidos de algodon,
y pueden estar en la composicién de algunos deter-
gentes. En este sentido, practicamente todos los de-
tergentes comunes contienen lipasas o proteasas que
contribuyen a la eliminacién de manchas de grasa y/o
restos de comida (o sangre).

Asimismo, los procesos de blanqueamiento de los
vaqueros en la industria textil, y del papel en la indus-
tria papelera se logran mediante la utilizacion de las
lacasas, un grupo de enzimas que catalizan la oxida-
cion de compuestos fendlicos, reaccion que también
tiene su utilidad en descontaminacién ambiental. El
tratamiento de las pieles en la industria peletera in-
cluye procesos de depilacién enzimatica con protea-
sas, y eliminacion de grasa que facilita el tefiido ho-
mogéneo de la piel. Respecto a los biocombustibles,
el “bioetanol” procede de la fermentacion de la glu-
cosa obtenida previamente por hidrdlisis enzimatica
del almiddn (normalmente de maiz, aunque presente
en otras fuentes vegetales), proceso biocatalizado por
distintas enzimas como las amilasas, las glucoami-
lasas y las pululanasas. En cambio, el “biodiesel” se
obtiene mediante transesterificacidn con metanol de
los triglicéridos procedentes de distintos aceites vege-
tales, reaccién que puede ser catalizada por distintas
lipasas microbianas. Los productos de esta reaccion
son el glicerol, y los ésteres metilicos de los acidos
grasos que constituyen el “biodiesel” (Figura 4). Con
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Figura 3. Enzimas en la produccién industrial de antibidticos B-lactdmicos semisintéticos
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respecto a los bioplasticos, las denominadas polihi-
droxialcanoato sintasas y despolimerasas se perfilan
como nuevos biocatalizadores para la obtencion y
degradacién de polihidroxialcanoatos (PHA), biopoli-
meros con propiedades similares a los plasticos de-
rivados del petréleo y cuya hidrdlisis enzimatica pro-
porciona intermediarios quirales para la sintesis de
compuestos de alto valor afiadido como vitaminas,
antibidticos, antihipertensivos, etc.

9. FUTURO DE LA BIOCATALISIS

El auge indiscutible de la Biocatalisis se debe a los
grandes avances cientificos que se han sucedido en
los ultimos afios en diferentes dreas como la Bioqui-
mica, la Ingenieria Genética y la Microbiologia. Con
la tecnologia del DNA recombinante se ha logrado
la expresidon de enzimas en grandes cantidades, lo
que ha favorecido una disminucidén de su precio. Por
otra parte, las técnicas de mutagénesis y evolucién
dirigida han permitido la obtencién de nuevos bioca-
talizadores que presentan un aumento de actividad,
estabilidad y/o especificidad respecto a sus respec-
tivas enzimas nativas. Por otro lado, las numerosas
técnicas de inmovilizacion de enzimas han logrado
facilitar la posterior reutilizacion de los biocataliza-
dores, asi como mejorar su estabilidad a distintos
valores de pH y temperatura, lo que ha abaratado
los costes de muchos procesos biocatalizados. Asi-
mismo, la biocatdlisis en medios no convencionales
ha posibilitado la realizacidn de reacciones enzimati-
cas con muchos sustratos poco solubles o insolubles
en agua y, de esta manera, se ha ampliado el campo
de aplicacidn de las enzimas en la sintesis de muchos
compuestos organicos como alternativa a la sintesis
quimica tradicional. Se puede decir que el futuro de
la Biocatalisis es prometedor, y que seremos testigos
de un numero cada vez mayor de aplicaciones de las
enzimas en Biotecnologia.

10. LA BIOCATALISIS EN ESPANA

En Espafia existe un niumero apreciable de grupos
de investigacion, tanto en el Consejo Superior de In-
vestigaciones Cientificas (CSIC) como en la Univer-
sidad, que se dedican al estudio y aplicacion de las
enzimas en Biotecnologia. El primer grupo espafiol
de Biocatalisis es el fundado por el Dr. Antonio Ba-
llesteros en el afio 1969 en el Instituto de Quimica
Fisica Rocasolano (IQFR-CSIC), que posteriormente
se traslado al Instituto de Catalisis y Petroleoqui-
mica (ICP-CSIC). En la actualidad, el ICP-CSIC consta
de varios grupos cuyas lineas de investigacion estan
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relacionadas con este campo, entre los que desta-
can el grupo de Biocatdlisis Aplicada liderado por el
Dr. Francisco Plou; el grupo de Evolucion Dirigida de
Enzimas cuyo investigador principal es el Dr. Miguel
Alcalde; el grupo de Ingenieria Enzimdtica dirigido
por el Dr. José Manuel Guisan, pionero en el campo
de inmovilizacion de enzimas; y el grupo de Optimi-
zacion de Biocatalizadores y Procesos Enzimdticos,
recientemente creado por el Dr. Roberto Fernandez
Lafuente. Con el fin de evitar ser demasiado exhaus-
tivo, se han omitido otros grupos mas reducidos
en el ICP-CSIC, no por ello menos importantes. En
otros centros del CSIC, se encuentran otros grupos
relevantes en el campo de la Biocatalisis, entre los
cuales destacan el del Dr. Eduardo Garcia-Junceda
en el Instituto de Quimica Orgdnica General (I0QG-
CSIC), el del Dr. Pere Clapés en el Instituto de Qui-
mica Avanzada de Catalufia (IQAC-CSIC) y los grupos
del Dr. Angel Martinez y M2 Jesus Martinez del CIB-
CSIC. En el afio 1989, el Dr. José Vicente Sinisterra
establecié su grupo de Biotransformaciones en el
Departamento de Quimica Organica y Farmacéutica
de la Facultad de Farmacia de la Universidad Com-
plutense de Madrid, cediendo el testigo de su ac-
tividad investigadora al Dr. Andrés Alcantara y a la
Dra. Maria José Herndiz. Dentro de la Universidad
espafiola existen muchos otros grupos que han en-
contrado en las aplicaciones biotecnoldgicas de las
enzimas el fundamento de sus lineas de investiga-
cion. Es el caso de los grupos liderados por el Dr.
Pedro Lozano (Universidad de Murcia) especializado
en Biocatalisis en medios no convencionales; el Dr.
Francisco Valero (Universidad Autonoma de Barce-
lona), el Dr. Vicente Gotor (Universidad de Oviedo),
el Dr. Juan Luis Serra (Universidad del Pais Vasco),
el Dr. Jesus Sanz (Universidad Miguel Hernandez de
Elche), la Dra. Maria Fernandez-Lobato y el Dr. José
Berenguer (Universidad Autonoma de Madrid).

Por ultimo, los autores querrian destacar breve-
mente la trayectoria del Grupo de Biotecnologia En-
zimatica del Departamento de Bioquimica y Biologia
Molecular | de la Facultad de Ciencias Bioldgicas de
la Universidad Complutense de Madrid, del que for-
man parte. Dicho grupo comenzo su andadura en el
ano 1983 con el estudio del complejo enzimatico ce-
lulasa aislado del hongo Trichoderma reesei, con la
finalidad de optimizar su produccién y abordar su ca-
racterizacion. Mas tarde el grupo orientd sus esfuer-
zos hacia el estudio de las enzimas implicadas en la
fabricacién de antibidticos B-lactamicos semisintéti-
cos (la penicilina acilasa de Streptomyces lavendulae,
y las D-aminoacido oxidasas de Rhodotorula gracilis
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y Trigonopsis variabilis) y antifungicos semisintéti-
cos (acuelacina A acilasa de Actinoplanes utahensis).
Mas recientemente, el grupo, se dedica al estudio de
otras enzimas microbianas de interés biotecnoldgico
como son: (1) las 2-desoxirribosil transferasas (NDTs)
de distintos microorganismos, tanto mesofilos (Lac-
tobacillus reuteri) como psicrofilos (Desulfotalea ps-
ychrophila y Bacillus psychrosaccharolyticus), utiles
en la sintesis de andlogos de nucledsidos de interés
terapéutico; y (2) las poli-hidroxialcanoato despoli-
merasas de Streptomyces (S. exfoliatusy S. ascomyci-
nicus) involucradas en la degradacién de bioplasticos
y produccidn de acidos (R)-3-hidroxialcanoicos. En la
actualidad, el grupo emplea practicamente todas las
metodologias de la Biotecnologia Enzimatica: pro-
duccion de las enzimas mediante procesos fermen-
tativos, su purificacidén y caracterizacién (funcional y
estructural), incremento de su produccién fermen-

tativa mediante cepas recombinantes obtenidas tras
la clonacion del gen correspondiente, modificacion
de aminoacidos del centro activo mediante mutagé-
nesis dirigida, optimizacion de biocatalizadores me-
diante evolucién dirigida, estudio de la funcionalidad
enzimatica en medios no convencionales, inmovili-
zacion mediante distintas estrategias, etc. Cabe des-
tacar, que el grupo de Biotecnologia Enzimatica de
la UCM ha sido ademas pionero en la ensefianza de
la Biotecnologia en la Universidad espafiola. En el
ano 1972, se impartié por vez primera la asignatura
“Bioquimica Industrial”, y en afios sucesivos y hasta
la actualidad, se ha venido desarrollando la docen-
cia de las asignaturas de “Procesos Biotecnoldgicos”,
“Bioquimica Industrial” y “Biotecnologia Clinica y
Farmacéutica” asi como de “Enzimologia” en las titu-
laciones de Licenciatura y Grado de Biologia, Quimi-
ca, Bioquimica e Ingenieria Quimica.
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