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Introduccion

El campo de la tecnologia de enzimas y la biocata-
lisis se ha convertido en el foco principal de la sintesis
organica «verde» de productos quimicos debido a la
mayor demanda de produccion quimica sostenible y
respetuosa con el medio ambiente. Las enzimas son
catalizadores sobresalientes debido a su alta especifi-
cidad, lo que puede traducirse en una generacion de
productos con poca cantidad de moléculas secunda-
rias derivadas de dicha sintesis.

La industria se ha basado en gran medida en los
catalizadores quimicos tradicionales, como metales de
transicion o adiciéon de disolventes orgénicos o acidos;
ya que son mas baratos, mas robustos y se pueden
evaluar rapidamente. Sin embargo, cuando se desea
una alta pureza, condiciones de reaccién moderadas
y operaciones respetuosas con el medio ambiente, es
preferible la aplicacién de enzimas a los catalizadores
quimicos convencionales, particularmente en el caso
de la sintesis de farmacos donde dicha pureza es un
objetivo clave. La eleccién de las enzimas para la
catalisis se debe a su especificidad, ya que estas son
capaces de distinguir incluso entre dos isémeros cu-
yos atomos estan dispuestos espacialmente de manera
distinta (estereoisomeria) [,

Fl uso de las reacciones enzimaticas con fines in-
dustriales se ha servido tradicionalmente de células
vivas (sintesis in vivo). Sin embargo, el uso de la
sintesis in vivo al tratarse de vias multienzimaticas
se vuelve un desafio que, a menudo, produce un bajo
rendimiento debido a la complejidad metabélica del
huésped, donde los sustratos y productos pueden des-
viarse hace otras rutas metabdlicas celulares, o bien
actuar como téxicos para la propia célula, provocan-
do una reduccién del rendimiento en la producciéon
del compuesto deseado.

Como consecuencia, se han intentado ensamblar,
cada vez mas, vias multienziméticas sin células, per-
mitiendo generar una construccion de varias enzimas
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procedentes de distintas rutas metabdlicas para pro-
ducir una serie de moléculas concretas, sin necesidad
de modificaciones genéticas del organismo huésped
y soslayando la posible interferencia de procesos re-
gulatorios intracelulares. En consecuencia, este en-
foque proporciona una gran flexibilidad y control
para optimizar y depurar el sistema de produccion
de compuestos de interés industrial?.

Biologia sintética y biocatalisis sin
células

La biocatalisis sin células se ha convertido en
un procedimiento adecuado recientemente, con am-
plias posibilidades cuando se vincula al campo de
la biologia sintética. La expresion «libre de células»
requiere de la traduccion in vitro del ARN mensajero
codificante de las enzimas deseadas, usando todos los
componentes celulares y moleculares necesarios para
ello. Esta opcién acarrea consigo problemas como son
un alto coste de los reactivos, bajos rendimientos de
las reacciones y reduccién de la actividad enzimética
como consecuencia de un plegamiento inadecuado,
debido a la maquinaria intracelular responsable de
la conformacion nativa de las enzimas, situacion en
la que estas son biolégicamente activas!'].

Por lo tanto, la alternativa para conseguir las
enzimas necesarias para el ensamblaje de rutas mul-
tienzimaticas serfa la purificacion a partir de células
u otras fuentes que las contengan, mediante, por
ejemplo, procesos cromatograficos.

La biocatalisis libre de células es un socio atrac-
tivo para la biologia sintética, ya que muchas de las
restricciones ejercidas por las células se eliminan, lo
que significa que, en teoria, pueden crearse multitud
de rutas enzimaticas in silico, por lo que el concep-
to de ingenieria metabdlica libre se hace atin maés
patente.
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Figura 1. Mecanismo de obtencién de rutas enzimaticas. Ima-

gen de elaboracién propia.

Estrategias de diseno de la ruta

Las distintas rutas multienzimaticas libres de en-
zimas pueden generarse siguiendo principalmente dos
puntos de partida: ensamblaje a partir de ciertas rutas
metabdlicas presentes en la naturaleza o bien tomar

enzimas de distintas rutas para crear una nueva 2.

Rutas sintéticas derivadas de rutas metabdli-
cas naturales. Son versiones modificadas o combi-
naciones de rutas metabdlicas preexistentes, que en
ocasiones son capaces de producir cantidades simi-
lares o superiores que las rutas naturales, pero con
un consumo reducido, lo que implica una via més
econémica de biocatalisis.

Rutas sintéticas de novo. Se disenan rutas de
novo cuando las rutas naturales o derivadas de la
naturaleza todavia no permiten la sintesis del com-
puesto deseado de una manera eficiente. Se trata de
un enfoque in silico limitado por la disponibilidad de
enzimas, sus propiedades cinéticas y las reacciones
que catalizan.

Retrosintesis biocatalitica. Se utiliza para el di-
sefio de rutas de enzimas de novo de forma efectiva.
Sugiere una via para la interconversién de un pro-
ducto objetivo en los materiales de inicio disponibles
en funcién de las reacciones catalizadas por enzimas
v la termodindmica. Es un enfoque in silico usando
modelos de restriccién.

Sustratos renovables

Los sustratos méas comunes utilizados en la bioca-
télisis con multiples enzimas son los suministrados
por la refinerfa (glucosa) o los costosos procesos de
fermentacién, por ejemplo, ldctica (glucosa-6-fosfato).

El uso de residuos renovables representa una fuen-
te de sustratos mas atractiva. Las fuentes potenciales
incluyen desechos agricolas, industriales y munici-
pales, ya que sus componentes principales incluyen
biopolimeros como la celulosa, hemicelulosa, lignina
y almidén, todos los cuales se han identificado como
sustratos potencialmente ttiles, por ejemplo, para la
produccién de biocombustibles!?.

La disponibilidad y el precio de la biomasa como
sustrato es crucial para la viabilidad econémica y
la sostenibilidad de una produccién (bio) quimica a
gran escala.

Factores de la biocatalisis

A la hora de estructurar una futura ruta mul-
tienziméatica hay que tener en cuenta una serie de
elementos claves para ensamblar eficientemente dicha
ruta metabdlica. De entre estas pueden destacarse:

Enzimas. Pueden ser de una amplia gama de fuen-
tes naturales. Se combinan de forma éptima las enzi-
mas para conseguir una alta eficiencia. En las rutas
libres de células, las enzimas deben tener una afinidad
(Kas) baja para que los productos puedan desligar-
se eficientemente una vez finalizada la reaccién, y
deben tener una constante catalitica alta (keqt) que
da cuenta de lo procesiva que es dicha enzima. Es-
ta relacion keqt/Kpr da cuenta de la eficiencia de la
enzima. Otras caracteristicas deseadas son una alta
estabilidad y condiciones similares de temperatura y
pH entre enzimas de la misma ruta.

Regeneraciéon de cofactores para una biocata-
lisis rentable. Los cofactores son moléculas nece-
sarias por ciertas enzimas para realizar su funcién ca-
talitica. Como ejemplo, las enzimas que realizan reac-
ciones de oxidacién-reduccién precisan de NAD(P)*
o NAD(P)H, por lo que es desecable que en la mis-
ma ruta en la que se consuman, posteriormente se
recuperen. Por lo tanto, la integracion de vias de rege-
neracién del cofactor en el proceso biocatalitico para
minimizar la dependencia y los costos del cofactor es
algo importante.

Coinmovilizacién de las vias multienzimaticas.
Las enzimas inmovilizadas suelen ser més estables en
condiciones fisicas y quimicas extremas, se pueden
eliminar facilmente de la mezcla de la reaccién, lo
que permite su reciclaje, purificacién simplificada vy,
por tanto, menores costos. Se dividen las enzimas
en compartimentos separados para prevenir la for-
macion de reacciones secundarias indeseables. Puede
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ser mediante atrapamiento fisico (mediante esterifi-
cacién con polimeros como el alginato, por ejemplo)
o por afinidad (uniéndose a otras moléculas, como
anticuerpos).

Modelado cinético in silico para mejorar el
rendimiento de las vias. Se trata de una mo-
delizacién de la ruta usando distintas enzimas de
diversa procedencia, por lo que puede ayudar a ajus-
tar la enzima inicial, el sustrato y cargas de cofactor
y determinacién de otros pardmetros 6ptimos.

Anilisis de metabolitos de alto rendimiento
para la optimizacion del sistema. Los principa-
les fallos pueden ser la acumulaciéon de intermediarios
de reaccién que causen inhibicién enzimatica y la
formacion de subproductos inesperados a través de
la accién enzimatica promiscua. Existen estrategias
para monitorizar los flujos en la biocatélisis multien-
zimatica.

En conclusién, estos son tiempos emocionantes
para la biocatélisis con miltiples enzimas libres de
células y el progreso se esta realizando a un ritmo con-
siderable, ya sea para la produccién de biocombusti-
bles, farmacos!!l o para reemplazar pasos individuales
en la sintesis orgdnica cldsical?.

El diseno de rutas de enzimas maés sofisticadas
es una tarea desafiante, pero crucial para el éxito de
la biocatélisis en entornos académicos e industriales.
Se prevé que el progreso en la retrosintesis biocatali-
tica y el diseno de rutas computacionales acelerara
el desarrollo de vias novedosas y ampliard atin mas
el repertorio de rutas de sintesis impulsadas por en-
zimas, con el objetivo final de reemplazar rutas no
econdmicas o0 generar nuevas rutas aun no viables.

Los logros futuros en el disefio de rutas, el descu-
brimiento de enzimas, la ingenieria y la inmovilizacién
beneficiardn sustancialmente la aplicacién de bioca-
talisis multienzimatica en la fabricacién industrial y
ampliardn la cartera de procesos de biomanufactura
renovables y sostenibles.
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