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Resumen

Desde el descubrimiento de la penicilina, se han venido produciendo numerosos antibi6ticos para el
tratamiento de distintas enfermedades infecciosas, y gracias a ello se ha modificado favorablemente el
panorama de la morbilidad y mortalidad ya que estas afecciones ocupan el primer lugar entre las causas de
muerte.

En estos Gltimos afios, el uso de las enzimas en las industrias farmacéuticas se ha incrementado por la
excelente selectividad (regio- quimio- y estereoselectividad) que presentan los biocatalizadores y la buena
sostenibilidad que nos proporciona su empleo, permitiéndonos obtener productos semisintéticos dificilmente
alcanzables por los métodos quimicos clasicos.

El presente articulo se divide en 3 partes. En primer lugar, se describen los mecanismos de accion de las
principales familias de farmacos con actividad antibacteriana. En segundo lugar, se indican varias de las
ventajas que posee el uso de la biocatalisis para la sintesis de compuestos con fines terapéuticos. Por Gltimo,
se detalla la semisintesis de los B-lactamicos, describiendo como se obtienen los productos intermediarios
como 6-APA, 7-ADCA y 7-ACA y comparando su obtencién a través de reacciones quimicas o por vias
enzimaticas, utilizando como principal biocatalizador la penicilin G acilasa.

Abstract

Since the discovery of penicillium, it has been producing so many antibiotics for the treatment of different
infectious diseases, and thanks to that, it let change outlook of morbidity and mortality for better, where this
illness occupy the first place among the causes of death.

In the last years, the use of enzymes in the pharmaceutical industry has increased because of the excellent
chemoselectivity (regio and stereoselectivity) of biocatalyst, and the good sustainability that provide us its
employment, allowing us to get semisynthetic products hardly achievable by classics chemical methods.

In this article, it divides in three parts. First of all, it describes the mechanism of action of the principles
groups of drugs with antibacterial activity. In second place, it explains and formulates several advantages
that the employment of biocatalyst has for the synthesis of compounds for therapeutic aims. Finally, it
details the semisynthesis of B-lactams, describing how to obtain the intermediates products like 6-APA, 7-
ADCA and 7-ACA, and comparing their obtaining through chemicals reactions or enzymatically, using the
principal biocatalyst penicillin G acylase.
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| - INTRODUCCION

El uso de los agentes antimicrobianos para el tratamiento de las enfermedades infecciosas ha
constituido un acontecimiento sin precedentes, porque la curacion y control de las infecciones
ha permitido modificar favorablemente el panorama de la morbilidad y mortalidad, en el que
estas afecciones ocupan el primer lugar entre las causas de muerte’.

Técnicamente los antibidticos son compuestos producidos por células capaces de inhibir (en
bajas concentraciones) el crecimiento de los microorganismos. En la practica, el término
antibidtico se utiliza para designar a todas los farmacos utilizados en el tratamiento de
infecciones bacterianas. Si bien inicialmente fueron aislados de tejidos de plantas superiores y
animales, este término por lo general se utiliza para designar sustancias inhibitorias de origen
microbiano®.

En la préactica, los antibidticos se pueden distinguir segun el efecto que ejerzan sobre la
bacteria, que son:

a) Bacteriostatico: aquél farmaco que inhibe el crecimiento de los microorganismos
dentro de un individuo, pero no los elimina y reanudan su crecimiento una vez que se
suspende el tratamiento.

b) Bactericida: aquellos que poseen la propiedad de destruir los microorganismos, siendo
su accion irreversible’.

Esta clasificacion es bastante inexacta, ya que estos términos varian en funcién del tipo de
germen y de la concentracion del antibiético, como el cloranfenicol, que se comporta como
bacteriostatico frente a E. Coli y como bactericida frente a ciertas cepas de S. pneumoniae, N.

meningitidis y H. influenzae®.

I - OBJETIVOS

e Conocer las ventajas que nos brindan el uso de la sintesis quimioenzimatica, asi como
los tipos de enzimas existentes para dichos procesos.
e Estudiar la sintesis quimioenzimatica para la obtencion de antibidticos B-lactamicos,

en comparacion con la utilizacion del sistema convencional de la sintesis quimica.

I11 - TIPOS DE ANTIBIOTICOS
La clasificacion que mas se utiliza se basa principalmente en el mecanismo de accién de los

antibidticos, como viene detallado en la Figura 1. Dentro de esta clasificacion, destacamos:
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Figura 1. Clasificacion de los antibi6ticos segun su mecanismo de accién

A) Antibioticos que inhiben la sintesis de la pared celular:

La pared celular de las bacterias, sirve para mantener su integridad cuando infectan al
hombre, protegiéndoles de factores externos como cambios de pH, de temperatura o de
presion osmotica. Las células animales no poseen dicha pared celular, 1o que se convierte en
una diana perfecta para la bisqueda de agentes antibacterianos®. La estructura de la pared
celular esta formada por un copolimero denominado peptidoglucano que a su vez estd
formado por una secuencia alternante de N-acetil-glucosamina y &cido N-acetil-muradmico, en
donde éste Ultimo va enlazado con un pentapéptido, cuyos aminoacidos terminales son D-Ala-
D-Ala. Esta clase de antibioticos actla en distintas etapas de la sintesis de la pared celular y

las dos principales clases son los p-lactamicos y los glucopeptidos”.

Los antibidticos B-lactdmicos son un amplio grupo de antibacterianos que tienen en
comun un anillo PB-lactamico, que es fundamental para su actividad terapéutica, y
generalmente poseen otro anillo fusionado a este, como se puede observar en la Figura 2, que
a su vez varia en funcion de la familia. Todos los antibidticos B-lactamicos actian en el
ultimo paso de la sintesis del peptidoglucano, e inhiben las reacciones de transpeptidacion,
teniendo como diana las proteinas fijadoras de penicilinas (PBP), al tener una similitud
estructural con la conformacién adoptada por el fragmento D-Ala-D-Ala’.

Un primer grupo de B-lactdmicos son las penicilinas, compuestos derivados del acido
6-aminopenicilanico y en funcion de la cadena lateral que tenga unida a su grupo amino

existen varios derivados (Figura 2a).
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Otro grupo importante son las cefalosporinas que son una familia de antibidticos
procedentes del hongo Cephalosporium. Derivan del acido 7-aminocefalosporanico, teniendo
en su estructura un anillo B-lactamico que también es fundamental para su actividad (Figura
2b). Existen hasta 5 generaciones en funcién de su espectro de accién®. Nuestro trabajo se
centrard principalmente en la sintesis quimioenzimatica de los antibioticos p-lactdmicos.
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Figura 2. Estructura quimica de Penicilina (a) y Cefalosporina (b)

Un tercer grupo son los carbapenemes que estan formados por un anillo B-lactamico
unido a un anillo insaturado de cinco miembros donde el atomo de azufre se sustituye por uno

de carbono®.

Los glucopéptidos son una clase de antibioticos que contienen un heptapéptido como

estructura central, y entre los mas utilizado se encuentra la VVancomicina®.

B) Antibioticos que actdan sobre la membrana plasmatica o en la membrana externa de
las Gramnegativas, alterando su permeabilidad

La mayoria son derivados lipopeptidicos procedentes de la fermentacion de ciertos
hongos y de bacterias. Tienen la capacidad de insertarse en las membranas lipidicas,
afectando a los canales de iones, alterando asi el equilibrio iénico del medio interno celular’.
Son también Ilamados iondforos.

La valinomicina es especifica para los iones potasio, al poseer una estructura ciclica,
actuando como un canal ionico. De forma similar actian las polimixinas, que en su estado
policationico desplazan los puentes de calcio y magnesio, aumentando asi la permeabilidad de
la membrana externa. El més utilizado es la Polimixina B*. Otros antibiéticos més recientes
son los lipopéeptidos ciclicos, como la Daptomicina, que son lipopéptidos anidnicos
procedentes de Streptomyces roseoporus’.

C) Antibioticos que inhiben la sintesis proteica

Se sabe que el ribosoma bacteriano es méas pequefio que el de los mamiferos, y éstos

estan formados por dos subunidades llamados 30S (la subunidad pequefia) y 50S (la
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subunidad grande). Existen distintos tipos de antibidticos que van a actuar en distintos
puntos del ribosoma.

En primer lugar, se pueden mencionar a los aminoglucosidos, que contienen en su
estructura un anillo de ciclohexano y aminoazucares. Se unen a la subunidad 30S, a un lugar
proximo al sitio catalitico del centro de decodificacion, haciendo que los anticodones del
ARNLt no se unan con las parejas apropiadas de los codones del ARNm®. De forma similar,
actuan las tetraciclinas, pero en este caso impide la incorporacion del ARNt. Estan formados
por cuatro anillos a la que se unen diversas cadenas laterales®.

Por otro lado, existen antibidticos que se unen a la subunidad 50S del ribosoma, como
por ejemplo el cloranfenicol que impide la fijacion del aminoacil ARNt, inhibiendo asi el
movimiento del ribosoma sobre el ARNm®. Contiene una fraccién de nitrobenceno, y es un
derivado del acido dicloroacético. Otro antibidtico dentro de este grupo son los macrolidos,
que llevan en su estructura quimica anillos de lactona de 12 a 22 dtomos de carbono unidos
por enlaces glucosidicos con uno o mas azlicares® e inhiben la transpeptidacion y la
translocacion al blogquear el desprendimiento del peptidil-ARNt. También las lincosaminas
actian de forma similar a los macrolidos, inhibiendo la peptidiltransferasa. Ademas existen en
este grupo unos antibidticos naturales que son las estreptograminas_que tienen una estructura
peptidica ciclica®. Y por otro lado, existe una nueva familia de antibiéticos sintéticos que son
las oxazolidinonas, que se utilizan contra bacterias resistentes. Se unen a la subunidad 50S
antes de haberse unido a la subunidad 30S, impidiendo el proceso de traduccién. ElI més

utilizado es el Linezolido’.

D) Antibidticos que inhiben la sintesis de los acidos nucleicos

Actlan inhibiendo la DNA polimerasa y la DNA helicasa o la RNA polimerasa,
bloqueando asi los procesos de replicacidn o transcripcidn, respectivamente.

En este grupo, nos encontramos con las quinolonas, que son farmacos sintéticos cuyo
nacleo central es el anillo 4-oxo-1,4-dihidroquinoleina. Inhiben la actividad de las
topoisomerasas bacterianas tras unirse al ADN. Los mas utilizados son las quinolonas
fluoradas como Norfloxacino®. Otra familia de antibi6ticos semisintéticos son las
rifamicinas, que se fijan a la subunidad B de la ARN polimerasa, bloqueando la elongacion
del ARNm™. Y por altimo estan los nitroimidazoles, compuestos heterociclicos sintéticos
gue generan productos intermedios reactivos como aniones superoxidos, provocando dafio

celular en macromoléculas como el ADN y proteinas’.
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E) Inhibicion del metabolismo celular, antimetabolitos

Estos antibioticos son analogos estructurales a los metabolitos intermedios naturales, y
por ello compiten con estos agentes en los distintos procesos metabolicos.

Por un lado, tenemos unos analogos estructurales del acido p-aminobenzoico (PABA),
las sulfonamidas, que compiten con la union a la enzima dihidropteroato-sintetasa, el primer
paso para la sintesis de los folatos, necesaria para la sintesis de los precursores de los acidos
nucleicos®. Y trimetoprim es un agente quimioterapico sintético que se une a la dihidrofolato

reductasa, impidiendo asf la sintesis de acido félico®.

IV — EMPLEO DE ENZIMAS EN LA SINTESIS DE COMPUESTOS CON INTERES
TERAPEUTICO

Biocatalisis

La biocatalisis se puede definir como la utilizacion de enzimas como biocatalizadores para
obtener un producto a nivel industrial. Actualmente existe un gran interés en las industrias
farmacéuticas por el empleo de dichos biocatalizadores en uno o varios pasos de la sintesis de
un farmaco, ya que al tener una alta especificidad, no es necesaria la utilizacién de grupos
protectores como ocurre con la sintesis quimica convencional, disminuyendo asi las
reacciones y aumentando el rendimiento del proceso y por otro lado se reduce la produccion
de residuos contaminantes. En este apartado, desarrollamos con mas detalle las ventajas que

nos brinda el empleo de la biocatalisis™.

Existen dos maneras de trabajar con enzimas como biocatalizadores: utilizando enzimas
aisladas o células enteras. EI empleo de una u otra dependerad del tipo de reaccién que
qgueramos llevar a cabo y si la enzima precisa de un cofactor para llevar a cabo la reaccion.

— Enzimas aisladas: se utilizan fundamentalmente cuando la enzima no requiere
cofactores™. En estos casos se logra también una mayor productividad debido a la
mayor tolerancia a la concentracion de sustrato que en un medio celular®.

— C¢élulas enteras: cuando la enzima si que requiere el uso de uno o varios cofactores
se utilizan células enteras donde se puede aprovechar la maquinaria enzimatica celular

para la recuperacion del cofactor .

Los tipos de enzimas mas importantes que se pueden emplear para la biocatalisis a nivel
industrial son:

- Hidrolasas: son las enzimas mas ampliamente utilizadas. Catalizan la ruptura

hidrolitica de enlaces principalmente del tipo C-O, C-N, C-C y en algunos casos P-0O,

constituyendo aproximadamente un 80% de todas las enzimas utilizadas en los
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procesos industriales™. Dentro de este grupo de enzimas, a su vez existen varios tipos,
de los cuales los més utilizados son:

o Lipasas: son enzimas que catalizan reacciones de hidrolisis de grasas. Ademas,
en sistemas no acuosos pueden catalizar las reacciones de esterificacion y
transesterificacion, que estan siendo ampliamente utilizadas para la sintesis de
compuestos con actividad terapéutica’®.

o Proteasas: son enzimas que hidrolizan las cadenas polipeptidicas de las
proteinas. Son también enzimas hidroliticas importantes y muy estudiadas, no
solo por su interés en los procesos metabolicos celulares, sino también a nivel
industrial*’.

o Penicilin G acilasas: enzima que hidroliza penicilinas y cefalosporinas
naturales y por otro lado, sintetiza otros derivados p-lactamicos. Al final de
este apartado, describimos con detalle las condiciones de utilizacion de esta
enzima.

Oxidoreductasas: es una enzima que cataliza la oxidacion o reduccion del sustrato

utilizando para ello un cofactor.

El empleo de todas estas enzimas aporta una serie de ventajas inherentes a su utilizacion:

1)

2)

3)

4)

5)

Las enzimas son eficientes catalizadores: normalmente la velocidad de reaccion de los
procesos mediados por enzimas est4 incrementada 108-10" veces (incluso en algunos
casos 10*" veces) en comparacién con las reacciones no catalizadas por enzimas. Por
ello, las concentraciones empleadas en las biocatalizaciones suelen ser cantidades
pequefas.

Las reacciones enzimaticas son altamente compatibles con el medio ambiente: las
enzimas, a diferencia de los metales pesados, son agentes benignos para el medio
ambiente, ya que son biodegradables.

Se puede trabajar en condiciones suaves: las enzimas acttan en un rango de pH entre 5-
8, a una temperatura entre 20 — 40°C (preferiblemente a 30°). De esta manera se puede
minimizar los efectos indeseados tipicos de las reacciones tradicionales como la
descomposicion, isomerizacion, racemizacion y la reestructuracion de los productos®.
Se puede conseguir una alta selectividad: quimio, regio y y enantioselectividad. Esta es
una de las caracteristicas mas deseables de las enzimas, ya que al ser catalizadores
quirales, pueden reconocer cualquier tipo de quiralidad presente en el sustrato una vez
que se forma el complejo sustrato-enzima*2.

Las enzimas pueden realizar reacciones multienzimaticas en un mismo medio: puesto

que las enzimas funcionan generalmente en las mismas o en unas condiciones
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6)

similares, varias reacciones biocataliticas pueden llevarse a cabo a través de una
reaccion en cascada, todo ello en el interior de un mismo matraz. Por lo tanto, las
reacciones secuenciales son viables mediante el uso de sistemas multienzimaticos, con
el fin de simplificar los procesos cataliticos, especialmente si se puede omitir el
aislamiento de algn intermediario inestable. Por otro lado, en una reaccion con un
equilibrio desfavorable, puede ser desplazado hacia el producto deseado, conectando
todos esos pasos enzimaticos consecutivos.

Las enzimas poseen una gran versatilidad: no estan restringidas Unicamente a su
actividad fisiologica en el interior de las células, sino que también se pueden utilizar
con una gran variedad de sustratos no naturales, y no es necesario trabajar en medios

acuosos, también puede realizar su actividad en medios orgénicos™.

Quimica Verde

Por otro lado, en varios estudios se ha demostrado que la biocatalisis se puede marcar dentro

de lo que se denomina "quimica verde" o "sostenible". Es un campo de estudio que emergi6 a

inicios de 1990, el cual pretende implementar procesos ecoldgicos dentro de la industria

qguimica. Se define como "el disefio de productos y procesos quimicos que reducen o eliminan

la generacion de residuos y sustancias toxicas". La quimica verde esta basada en 12 principios

que en general pretenden dar un disefio ambientalmente benigno de productos y procesos

19,20

En la Figura 3, se puede observar un esquema de estos 12 principios que rigen la quimica

verde.

5- Utilizar 6- Disefio con 7- Utilizar 8- Evit
disolventes y eficiencia materias primas d = dar
condiciones energética renovables Sl
seguras quimicos
4- Disefiar
compuestos mas 9- Utilizar
seguros catalizadores
3- Sintesis 10- Disefiar
guimica menos productos
peligrosa facilmente
degradables
2- Maximizar 11- Analisis en
1 - i . tiempo real para
la economia 1 Pre\_/(,enlr la 12- Prevenir pevitar P
atémica creacion de e B tar
residuos contaminacion

Figura 3. Los 12 principios que rigen la quimica verde
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Penicilin G acilasa

Penicilin G acilasa (PGA) es una de las enzimas mas importantes en la biocatalisis, tanto por
su uso a nivel industrial como por la cantidad de estudios académicos que se han llevado a
cabo®. Es una proteina heterodimérica que consiste en una pequefia subunidad a y otra
subunidad grande B y estd formada a partir del procesamiento de un simple precursor
polipeptidico. La PGA pertenece a la familia de hidrolasas con un residuo nucleofilico en la
region N-terminal y estos residuos cataliticos pueden ser serina, cisteina o treonina.
Inicialmente la enzima reconocera la zona donde se encuentran los residuos hidrofobicos del
sustrato (fenil-, piridil-, tetrazolil-, CN-, etc)™. La actividad principal de la enzima PGA por
excelencia es la hidrdlisis de las penicilinas y cefalosporinas naturales (penicilina G y
cefalosporina G) para obtener los sintones (Acido 6-aminopenicilanico, 6-APA; Acido 7-
amino-3-desacetoxicefalosporanico, 7-ADCA) necesarios para llevar a cabo la sintesis de
nuevos antibidticos empleando esta misma enzima?.

En general las Penicilin G acilasas se pueden aislar a partir de una gran variedad de
microorganismos, principalmente en bacterias pertenecientes a las familias Achromobacter,
Alcaligenes, Arthrobacter, Bacillus, etc®®. Su funcién natural en las bacterias no esta muy
definida, se ha sugerido que podria participar en la hidrolisis de compuestos fenilacetilados

para generar 4cido fenilacético, el cual serfa utilizado como fuente de carbono?’.

Esta enzima se pueden emplear de forma libre o inmovilizada, siendo més ventajosa ésta
ultima. La inmovilizacion es una técnica que fija una enzima en un material insoluble en un
sistema de reaccion, permitiendo su reutilizacion y obteniendo asi una productividad mayor a
menor coste®*. Este tipo de derivados inmovilizados han sido utilizados para la obtencién de
distintos antibidticos B-lactamicos, mejorando asi la productividad del proceso, como por

ejemplo la produccion de 6-APA, cuya productividad es de 600Kg por cada Kg de enzima®®.

Una de las estrategias que se han utilizado para la inmovilizacion de este tipo de enzimas ha
sido su cristalizacion sobre un material soporte seguido de un posterior entrecruzamiento con
glutaraldehido (Cross-linked enzyme Crystals o CLECs). Con esta estrategia las enzimas
presentan una alta tolerancia a las soluciones organicas y ha sido utilizada tanto para la
hidrélisis como para la sintesis de los antibidticos B-lactdmicos®. Otra estrategia de
inmovilizacion de la penicilin G acilasa obtenida de E. coli, que surgi6 mas tarde, es el
agregado enzimatico entrecruzado (Cross-linked enzyme aggregates o CLEAS) que se obtiene
por adhesion fisica con un posterior entrecruzamiento con glutaraldehido. Se ha visto que con
este tipo de inmovilizacion, se obtiene una productividad mas eficiente en la sintesis
enzimatica de ampicilina en medio acuoso siendo controlada cinéticamente, tanto en

disolventes polares como apolares®.
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V — SINTESIS QUIMIOENZIMATICA DE COMPUESTOS ANTIINFECCIOSOS

Los antibioticos p-lactamicos, especialmente las penicilinas y las cefalosporinas, representan
una gran parte dentro del mercado biotecnoldgico, constituyendo hasta un 65% de todos los
antibioticos producidos a nivel industrial. Ademas, la consumicién anual de la enzima PGA se
estima que comprende en un intervalo entre 10-30 millones de toneladas. Las industrias que
producen antibidticos B-lactdmicos empezaron a introducir la biocatalisis con PGA en las
ultimas dos décadas, reemplazando los multiples pasos que habia que realizar en la forma
convencional obteniendo asi productos mucho méas econémicos, con una eficiencia del 80-
90%".

Existen dos diferentes estrategias para realizar una sintesis enzimética de antibioticos
B-lactamicos: por una reaccion termodindmica a través de una condensacion directa, 0 una
sintesis controlada cinéticamente, siendo catalizada por la enzima PGA, y activada por un
grupo donador (ester o amida)®.

1) Sintesis controlada termodindmicamente: cuando se usa la PGA en esta sintesis, el
grupo carboxilo y el grupo amino del anillo B-lactdmico del sinton, deben ser neutros,
para que puedan reaccionar con la enzima. En este caso, el rendimiento esta
determinado por el equilibrio termodinamico, y por lo tanto, es independiente de las
propiedades enzimaticas. Sin embargo, siguiendo esta estrategia, se debe utilizar
derivados enziméticos muy estables, ya que la reaccion se llevard a cabo en
condiciones muy drasticas, que pueden deteriorar las propiedades de la enzima.
Ademas, la pérdida de la actividad enzimatica en presencia de cosolventes organicos,
supone otro gran inconveniente en esta sintesis®’.

2) Sintesis controlada cinéticamente: un precursor con un grupo acido activado (como
ester o amida) reacciona con el nucleo B-lactdmico del sinton a través de una reaccion
catalizada por PGA obteniéndose como producto el antibiético deseado, tras la adicion
de alcohol 0 amonio. En este caso, si que depende de las propiedades enzimaticas y el
rendimiento de este tipo de sintesis depende del equilibrio de tres diferentes procesos

cinéticos que son catalizados por la misma
- - O . O
enzima, que son representados en la figura 4. )k Sintesis
EEE—
La sintesis de compuestos -lactamicos R OMe Penicilin R NHR'
2) La hidrolisis de donadores acilo G acilasa (3)
Hidrolisis Hidrolisis
3) La hidrdlisis de antibioticos sintetizados de ester o) de amidas
Evidentemente, los resultados obtenidos dependen de
R OH

las propiedades cataliticas de la enzima empleada. Sin
Figura 4. Sintesis controlada

embargo, las condiciones experimentales para este e
cinéticamente por PGA
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enfoque han hecho que esta Ultima estrategia sea la mas popular, ya que es posible el uso de

derivados enzimaticos no estabilizados o incluso enzimas solubles?®.

En este apartado, analizamos los procesos industriales con los que se lleva a cabo la sintesis
de distintos productos intermediarios como 6-APA, 7-ADCA y 7-ACA, y como se pueden

obtener los distintos derivados penicilanicos y cefalosporanicos a partir de estos intermedios.

1) Obtencién de 6-APA y 7-ADCA
Para empezar, hay que realizar una hidrolisis partiendo de penicilinas naturales como la
Penicilina VV o Penicilina G utilizando la enzima PGA donde se elimina su radical arilo,

obteniendo asi un compuesto intermedio que es 6-APA, como se representa en la Figura 5.

HN HaN

\ S \ S,
CH ST . CHj;
3 Penicillin G acilasa , 4
[e] oy, —> N ’I/’///C H
N CH, /'— 3 o
/ / +H,0
~ o) 2
°© Z00H COOH )
Penicilina G 6-APA Acido fenilacético

OH

Figura 5. Sintesis enzimatica de 6-APA

Para la obtencion de 6-APA la compafia Unifar (Turkia) ha puesto a punto una estrategia
biocatalitica donde utiliza la PGA de E. coli inmovilizada en un polimero funcionalizado por
grupos epoxidos, el Eupergit C. El proceso enzimatico se lleva a cabo a un pH de 8 a una
temperatura entre 30-35°C, y como productos de reaccion se obtiene el acido fenilacético que
puede ser eliminado por extraccion y 6-APA que se purifica por cristalizacion®, como se

representa en la Figura 6.

N, s pH
! \>/ REACTOR +------
[o} 2%

oo gea)

Penicilina G

Extraccion Cristalizacion
I Conversion = 98%
}
| Rendimiento = 86%

: Selectividad ~ 99% |

HoN,
S
OH CH;
N e,
[¢] %
(o)
OOH

Acido fenilacético 6-APA

oV

Figura 6. Proceso de una sintesis enzimatica de 6-APA, realizado en Unifar
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La enzima inmovilizada se puede recuperar mediante la utilizacion de un filtro de tamafio
molecular especifico. La actividad residual del biocatélizador después de 800 ciclos
disminuye hasta un 50% respecto a la actividad inicial. El tiempo de reaccion es de 1 hora y
media (promedio de 800 ciclos, aungue inicialmente es de 1 hora). Este proceso se consiguio
por primera vez en 1973. La produccion se lleva a cabo durante 300 dias por afio con una

produccion media de 12,8 lotes por dia.

Otra compafiia a tener en cuenta para la obtencion de 6-APA es Asahi Kasei Chemicals
Corporation (Japon), que en este caso se obtiene la PGA de Bacillus megatarium,
inmovilizada con soporte solido de fibras de poliacrilonitrilo (PAN). La produccion, como se
puede observar en la Figura 7, se lleva a cabo en un reactor en recirculacion con un pH de 8,4
entre 30-36°C en medio acuoso, formado por 18 columnas paralelas donde se encuentra la
enzima inmovilizada. Cada columna tiene un volumen de 30 L y en ellas se trabaja a una
velocidad de flujo de 6000L/h. Cada ciclo dura 3 horas y el tiempo de vida media de cada
columna es de 360 ciclos. La purificacion de 6-APA se realiza por precipitacion isoeléctrica, a

un pH de 4,2 con la subsiguiente filtracion y lavado con metanol.

H
N S,
o
ZooH
/ [ / I / Penicilina G
PGA PGA PGA PGA PGA
1
8 REACTOR
1) Precipitacion
isoeléctrica
T x w T ’Y 2) Filtracion
3) Lavado
HaN
e ol e > 7 i | S CHs
| Rendimiento = 86%
1 : N K
Pureza>98%
L i ! o ///COOH
6-APA

Figura 7. Proceso de una sintesis enzimatica de 6-APA, realizado por Asahi Kasei Co.

También cabe mencionar a la compafia Dr. Vig Medicaments (India), que utiliza para obtener
el intermedio 6-APA la PGA de E. coli o de Arthrobacter viscosus inmovilizada en un soporte
solido y con unas condiciones de reaccion a pH=8 a 37°C en medio acuoso. Este proceso se
lleva a cabo en un reactor de tanque agitado de 2000L de capacidad, y esta equipado con un
tamiz en la parte inferior, para retener esa enzima inmovilizada. Utilizan también este mismo
proceso para la obtencion del intermediario 7-ADCA, pero en este caso, en vez de partir con

Penicilina G, se parte de Cefalosporina G, como se representa en la Figura 8%.
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NH s
REACTOR Tamiz de filtro
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o 1 e

COOH

Cefalosporina G
CH,Cl,
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OH . i
Centrifugacion
o

1 Conversion = 99% Acido fenilacético HoN

. | N

| Rendimiento = 93% "

:-Sclccti\'idad 9405 | N A
————————— -l

o

7-ADCA  ©ooH

Figura 8. Proceso de una sintesis enzimatica de 7-ADCA,

realizado en Dr. Vig Medicaments

2) Obtencion de 7-ACA

Para el caso de la obtencion del producto intermedio 7-ACA por sintesis enzimatica,
anteriormente se creia que era un proceso imposible de realizar, hasta que en 1973 una
empresa japonesa llamada Toyo Jozo, con la colaboracion de Asahi Kasei Chemicals,
lograron desarrollar de forma exitosa la produccion de 7-ACA en dos pasos enzimaticos, a
partir de la Cefalosporina C. El proceso quimico, requiere una alta purificacion de la
cefalosporina C como materia bruta, sin contar con el gran nimero de reacciones que se
deben llevar a cabo en unas condiciones de -40 a -60°C, siendo un proceso largo. Ademas, se
deben utilizar reactivos contaminantes como PCls, NCl3 y piridina, lo que pueden causar
problemas medioambientales Para llevar a cabo el proceso, la compafiia Sandoz AG
(Alemania) llevé a cabo un primer paso de desaminacion oxidativa a partir de la
Cefalosporina C. Esta compafiia realiza dicho proceso desde 1996, utilizando como primera
enzima D-aminoacido oxidasa procedente de Trijonopsis variabilisis, en unas condiciones de
pH de 7,3 a una temperatura de 25°C. El volumen del reactor puede llegar a 10000 L, vy el
tiempo de reaccion es de 1,5 horas. Posteriormente tiene lugar una descarboxilacion en
presencia de H,O, obteniendo como producto glutaril 7-ACA como se puede observar en la

Figura 9.
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NH,
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MNH s D-aminoécido
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o o}

COOH
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Cefalosporina C Acido alfa-oxoadipil-7amino cefalosporanico
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-CO,
HO MNH s
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o
COOH %

Glutaril 7-ACA

Figura 9. Sintesis enzimética de Glutaril 7-ACA

Después, se realiza el 2° paso, que se trata de una reaccion de hidrélisis de la amida de glutaril
7-ACA, utilizando para ello la enzima glutaril amidasa. Como productos de reaccion se
obtiene 7-ACA vy &cido glutarico. Este proceso se lleva a cabo en Sanofi Aventis (Francia)
desde 1996. La glutaril amidasa se obtiene de E.coli y se inmoviliza en un soporte de
particulas solidas para poder reutilizarse, en unas condiciones de pH 8,3 a una temperatura de
30°C (Figura 10). El volumen del reactor puede llegar a 10000 L, y el tiempo de reaccion es
de 1,5 horas.

COOH
Glutaril 7-ACA 7. ACA O Acido glutarico

M );( Glutarll amidasa

Figura 10. Sintesis enzimética de 7-ACA

Esta segunda etapa también lo ha puesto a punto de forma distinta la compafiia Toyo Jozo y
Asahi Kasei Co. (Figura 11). La glutaril amidasa se obtiene a partir de las Pseudomonas, y es
inmovilizada por adsorcidén en una resina de intercambio iénico de estireno poroso con un
posterior entrecruzamiento con 1% de glutaraldehido.

El acido glutarico liberado es un inhibidor de la glutaril amidasa y adicionalmente disminuye
el pH. Por ello el pH debe estar controlado por un titulador automatico (autotitrator). El
proceso, como se representa en la Figura 15, se realiza a un pH entre 7,5y 8,5 y comienza a
una temperatura de 15°C. Para compensar la desactivacion de la enzima durante el proceso, se
aumenta gradualmente la temperatura hasta 25°C. Después de 70 ciclos, la enzima es
reemplazada. El sistema de reaccion se mantiene con una velocidad de flujo de 10000L/h y

tiene una duracion de 4 horas por ciclo, consiguiendo un rendimiento del 95%%
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Figura 11. Proceso de una sintesis enzimética de 7-ACA, realizado por Toyo Jozo y Asahi
Kasei Co.

Con la sintesis enzimatica de 7-ACA conseguimos obtener varias ventajas respecto a la via
quimica:

1) Se reduce el nimero de pasos o reacciones.

2) Se evita tanto el uso de metales (ZnCl,) como de hidruros clorados.

3) Menos problemas de inflamabilidad.

4) Laemision de gases se reduce de 7,5 a 1 Kg.

5) Los liquidos residuales también se reducen de 29 toneladas a 300 kg.

6) EIl Zn residual recuperado como Zn(NH4)PO, disminuye de 1,8 toneladas a 0.

7) Los costes de proteccion medioambiental se reducen en un 90% por cada tonelada de

7-ACA.

Pero a pesar de resolver los problemas respecto a la seguridad medioambiental, la sintesis
enzimética de 7-ACA sigue siendo un proceso muy costoso y ademas no se obtiene una
produccion industrial tan efectiva. Mas tarde, se consiguié disminuir las 2 reacciones
enzimaticas para la sintesis de 7-ACA en una sola reaccién a través de una mutagénesis que
se realiza sobre la enzima Penicilin G acilasa procedente de las Pseudomonas, para modificar
la especificidad del sustrato. Esto se considerd un gran logro en la productividad a nivel
industrial del producto intermedio 7-ACA, pero todavia esta lejos de aplicarse dicho proceso,

ya que no es rentable econémicamente®.

3) Sintesis de antibidticos B-lactamicos a partir de 6-APA y 7-ADCA
Para la obtencion tanto de los derivados penicilanicos como cefalosporanicos, la compafia

DSM (Paises Bajos) disefid unos procesos para la sintesis de Cefalexina, Ampicilina y
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Amoxicilina. En primer lugar, describiremos el proceso para sintetizar enziméaticamente el
antibiotico B-lactdmico Cefalexina.

En la Figura 12, se puede observar la sintesis de Cefalexina, que fue la primera sintesis
lograda con éxito, partiendo del intermedio 7-ADCA y haciéndolo reaccionar con D-
Fenilglicinamida, empleando como biocatalizador la penicilin G acilasa obtenida de E. coli,
inmovilizada con células enteras o enzimas aisladas. También se puede obtener la enzima a

partir de las cepas Klyveromyces citrophila y Bacillus megaterium.

Penicilin G acilasa v H s
R
m );% fo) N A
O
Hoo O

D-Fenilglicinamida 7-ADCA Cefalexina

Figura 12. Sintesis enzimética de Cefalexina

El proceso se lleva a cabo con una extraccion en continuo del producto, para aumentar el
rendimiento del proceso, como se puede observar en la Figura 13. La enzima se inmoviliza

por unién covalente a un material soporte (gelatina).

s - Como consecuencia, el
NH; -
N catalizador ~ se  vuelve
o} R R R RS 1

7.ADCA coo  D-Fenilglicinamida : insoluble 'y se puede

recuperar facilmente

s e E utilizando un tamiz especial
: ’reparacion de la i i

i enzima inmovilizada = .
i con un diametro tamiz

Reactor con

Reciclado | COlocado al  fondo  del
A

definido i+ | especial | reactor, que es impermeable

a la enzima inmovilizada. La

H PGA no acepta aminoacidos
©/'\’(> j% Hamesion Benzaldeliids i cargados, por lo que no se

Cefalexina " puede usar la D-fenilglicina

Figura 13. Proceso de una sintesis enzimatica de directamente, ya que al pH en

Cefalexina, realizado por DSM el cual el grupo carboxilo esta
protonado también lo estard el grupo amino. Por ello es necesario emplear derivados con
grupos amida o ester. Para conseguir una alta cantidad de produccién y un alto rendimiento,
debe afadirse un exceso de concentracion de D-fenilglicinamida. La parte que no ha
reaccionado puede ser separada y reciclada para utilizarse de nuevo. Para ello se afade

benzaldehido que con D-fenilglicinamida forma una base de Schiff muy poco soluble que
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puede ser filtrada y posteriormente separada de la enzima. Una estrategia para estabilizar la
cefalexina obtenida es afadir un agente (B-naftol) que forma un complejo que se cristaliza,
Ilegando a alcanzar un rendimiento mayor del 90%.

Se puede realizar el mismo proceso para obtener derivados penicilanicos como la Ampicilina.
Pero en comparacion con la cefalexina, al tener la ampicilina una mayor solubilidad, hay que
cambiar la estrategia de separacion para no perder tanto producto. (Figura 14).

| TS T T
Nieniigiioinamii ; Rendimiento> 90% |
) . o, |
:_Selectl\'ldad >95%

i Preparacion de la

Reactor con

i enzima inmovilizada —>
!

i con un diametro tamiz

j Control

| defini ial A ,
Lﬂ?%{l}{qfw________,___‘___, s Medio ‘el:’H
. acido ReEAIORAEE ~~~~~~~"
i ‘J( (precipitacion del
__________________________ producto)
NH, .
H H
N &
o B .,
= Extraccion
Ampicilina J Tom
o

Figura 14. Proceso de una sintesis enzimatica de Ampicilina, realizado por DSM

Un inconveniente es que los derivados del acido penicilanico son mas sensibles a la
degradacidn respecto a los derivados del &cido cefalosporanico en casi todos los valores de
pH, y por ello la conversion de 6-APA ha de ser completa y el producto debe ser recuperado
lo mas rapido posible por cristalizacion. La ampicilina precipitada y los cristales de D-
fenilglicinamida son disueltos en un medio con un pH acido. La ampicilina pura se precipita
mediante el ajuste del pH a su punto isoeléctrico y posteriormente se procede a su extraccion.
La biocatalisis puede ser retenida en un reactor con un tamiz con un tamafio de poro

especifico, de forma similar al método de obtencién de cefalexina.

De una manera similar se puede obtener la amoxicilina, pero en este caso se parte de D-
hidroxifenilglicinamida (D-HPGA) como se representa en la Figura 15. La ventaja en este
caso es la baja solubilidad del producto en las condiciones de reaccion, de modo que no se
produce la hidrolisis del producto, ya que antes se precipita. Gracias a esta particularidad, el
exceso de D-HPGA a través de un sistema semicontinuo puede ser enviado de nuevo al

reactor con tamiz?°.
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Figura 15. Proceso de una sintesis enzimatica de Amoxicilina, realizado por DSM

- CONCLUSION

Con todos los ejemplos mostrados en el presente trabajo, queda demostrado la gran utilidad
de los biocatalizadores para la obtencion de antibidticos p-lactamicos, en comparacién con la
sintesis quimica tradicional, no solo por las ventajas medioambientales que nos aporta la
sintesis enzimatica, sino también por la alta productividad que se obtiene utilizando dichos
procesos. Como hemos descrito, puede llevarse a cabo la preparacion de los 3 sintones
importantes en los anillos B-lactamicos (6-APA, 7-ADCA, 7-ACA) y la posterior sintesis de
los principales antibioticos B-lactdmicos (Cefalexina, Ampicilina, Amoxicilina) mediante

estrategias biocataliticas.
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