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En principio, entendemos por Biotransformacidén toda reaccidn
guimica definida, o secuencia de éllas, en la gque un reactivo
6 sustrato se convierte en un producto por accidn de un reac
tivo especifico que es un catalizador bioldgico 6 enzima, 6

un conjunto de éllas. Aunque el empleo artesanal de los micro
organismos por la humanidad se remonta a varios milenios, no
fue hasta el siglo pasado que se estudiaron los primeros ejem
plos de transformaciones bioldgicas definidas en cuanto a reac
tivo (s) y producto (s). Posteriormente hubo gue esperar has
ta la mitad de este siglo para que, gracias a la importancia
de las biotransformaciones en el desarrollo de la industria -
de los esteroides, aquéllos tuvieran una repercusidn notable

a nivel industrial. En esta conferencia gquisieramos resaltar
el caracter multidisciplinar de la biotecnologia, en general,
y el empirismo que rige las biotransformaciones industriales.
Ante las pasiones que despilertan los temas biotecnoldégicos en
la actualidad, ofrecemos una postura cautelosa. Las posibili-
dades de las biotransformaciones en la industria farmaceltica
son miltiples, especialmente en sintesis y estudios metabdoli-
cos, pero el caracter multidisciplinar indicado exige unos re

cursos notables tanto en I+D como en fabricaciodn.
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'La produccidén de productos farmacéuticos constituYe la principal
aplicacidn de la Biotecnologia, si exceptuamos los tratamientos
de residuos, y representa un mercado considerable. Podemos decir
que, para un mercado total mundial de aprox. 60.000 millones US $
entre un 10-15% corresponde a productos obtenidos mediante proce
sos biotecnoldgicos. Bajo otro punto de vista observamos que la ma
yoria de empresas con actividades biotecnoldogicas (60% sobre un to

tal de 600) estan involucradas en el sector farmacéuticol.

Desde el descubrimiento e industrializacién de la produccidn de la
penicilina, en 1941-42, se ha abierto una nueva via para la obten-
cién de drogas: la explotacidén de las capacidades sintéticas de los
seres vivos. Estas permiten obtener: antibidbticos, vitaminas, este-
roides, alcaloides, aminoadcidos, enzimas, factores sanguineos, hor-

monas, vacunas y anticuerpos monoclonales.

En esta conferencia describiremos las actividades de Cepsa y otros
grupos en este sector. Mas concretamente el empleo de las Biotrans
formaciones para la obtencidn de productos o intermedios farmacéu-

ticos.

Probablemente este objetivo necesite una aclaracidén. En primer lugar
puede sorprender que una compafiia como Cepsa, con clara vocacibn re
finera, esté involucrada en este sector. Existen maltiples razones
para ello: econdmicas, estratégicas y histdéricas. Ante todo hace
falta tener una situacidn econdmica saneada para poder desarrollar
actividades biotecnoldgicas que, como veremos, requieren inversiones
importantes. Ademis Cepsa tiene como misidn diversificar sus activi-
dades hacia otros campos, p. ej. la obtencién de intermedios y mate
rias primas para la industria farmacéutica. Esta voluntad se ha plas
mado en la adquisicidén de Esteroides, S.A. y Cesquisa. Finalmente,
al igual que otras empresas petroliferas, Cepsa adquirid un know-how
biotecnoldgico en los afios 70, al intentar desarrollar un proyecto
de proteinas unicelulares (SCP).
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En segundo lugar, conviene definir lo que entendemos por Biotrans-
formaciones. Solo asi podremos delimitar, con cierta precisién,
nuestro alcance. En principio, entendemos por Biotransformacidn
toda reaccidn quimica definida, o secuencia de éllas, en la que 'un
sustrato quimicamente homogéneo es modificado por medio de siste-

mas enzimaticos.

El uso de enzimas para la sintesis de moléculas con alto grado de
estereocespecificidad ha adquirido un interés creciente?=9, A par-
tir de diversas bases de datos hemos podido recoger mas de 2000 re
ferencias durante los Gltimos cinco afos. Aungque la mayoria de re-
ferencias industriales corresponden a procesos simples, p.ej. hidrd
lisis e isomerizaciones, se observa una intensa actividad para desa
rrollar sistemas complejos, que requieran la regeneracidén de cofac-

tores.

El principal atractivo de las Biotransformaciones reside en su ele-
vada especificidad, que permite elevar los rendimientos de los pro
cesos al disminuir el nimero de subproductos. Esta especificidad
abarca el tipo de reaccidn catalizada, regioselectividad y, lo que
es mads importante, enantioselectividad. Ademads los enzimas pueden
ser flexibles en cuanto a los sustratos o condiciones de reaccidn,
p.ej. la galactosa oxidasa de Dactylium dendroides puede oxidar di-
versos alcoholes aromaticos y alifdticos a sus correspondientes al-
dehidosl0. Dicha versatilidad es, especialmente, interesante desde
un punto de vista industrial, a tenor del coste que supone el desa
rrollo de una Biotransformacidn. Pero, asimismo, puede ser de gran
utilidad en otros sectores donde se carezca de medios para obtener
enzimas propios pero se puedan usar enzimas comerciales sobre sus-
tratos no naturales. El empleo de sistemas enzimidticos sobre dichos
sustratos, asi como su utilizacién como alternativa a procesos gqui-
micos inviables, deberian ser las areas de mayor impacto de las Big

transformaciones.

Sin embargo el desarrollo futurc de las Biotransformaciones se en-
frenta con diversos problemas. Las condiciones suaves de las reac-
ciones enzimaticas, a veces, son més perjudiciales que beneficio-

sas. Se trata de procesos de baja intensidad con las correspondien

tes consecuencias técnicas y econdmicas. A nivel de I+D las .inver-
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siones son costosas. El desarrollo de los programas es largo y, cQ
mo luego veremos, se requieren grupos multidisciplinares para al-
canzar resultados satisfactorios. En cuanto a la fase productiva,
existen importantes diferencias en el desglose analitico de costes
de un proceso quimico y otro biotecnoldégico. En un proceso quimico
los costes fijos son muy importantes pero los variables son poco
sensibles a la escala. Contrariamente, en un proceso biotecnoldgi=-
co los costes fijos son bajos pero los variables son muy sensibles
al volumen. Consecuentemente parece aconsejable que la Biotecnolo-
gia se ocupe de productos de alto valor afiadido y bajo tonelaje. —
No podemos olvidar que, normalmente, los procesos biotecnoldgicos
compiten con procesos quimicos, que se benefician de una economia

de escala y un desarrollo notables.

El citado uso selectivo de las reacciones enzimaticas dentro de eg
quemas de sintesis guimicos adquirid importancia en los afnos 50 pa
ra la obtencién de esteroides. En Cepsa, durante los Gltimos 10
afios, hemos desarrollado la mayoria de las biotransformaciones es-
teroidales empleadas industrialmente: lloa- y 118-hidroxilacidn,
16a~hidroxilacidn, 3B-OH oxidacidn, Alr2-geshidrogenacidn y degra-
dacién de la cadena lateralll-l4, se trata de procesos altamente
atractivos, tanto desde un punto de vista econdmico como cientifi-
co. Por una parte, los esteroides constituyen un mercado maduro pe
ro con un volumen considerable (1800 MM US $). Por otra, se trata
de biotransformaciones complejas, con sistemas multienzimaticos muy
l1adbiles gue precisan de sistemas de regeneracidn de cofactores ¥y
condicionan el empleo de células enteras en el proceso. Por todo
lo expuesto podria parecer un caso ideal para el empleo de células
inmovilizadasl3. sin embargo no conocemos ninglin caso de utiliza-
cién a escala industrial. La baja solubilidad de los esteroides en
medio acuoso y la labilidad de los sistemas enzimaticos en medios
organicos ha impedido el uso de los reactores con células inmovili

zadas.

Ante esta problemadtica, la mayoria de biotransformaciones esteroi-
dales se realizan segln un esquema standard. El sustrato convenien
temente preparado se afiade sobre un cultivo, normalmente en fase

estacionaria, para su conversion. Cuando se completa la transforma
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cidén, se extrae el cultivo y se purifica el producto. En este pro
ceso existen una serie de factores criticos para conseguir explo-
tar industrialmente una biotransformacidn. La caracteristica méas
notable de estos factores es su diversidad, lo que exige el sopor
te de distintas disciplinas. En esta conferencia nos ocuparemos
unicamente de tres etapas: preparacidn del sustrato, cultivo del

microorganismo y extraccidn del caldo.

La preparacidén del sustrato incluye toda aguella serie de opera-
ciones necesarias para conseguir que su forma fisica sea la que
permita obtener una mayor productividad o velocidad de reaccidn,
unido a elevadas conversiones. Ademas, a veces, pueden precisarse
reacciones quimicas especificas que, al introducir modificaciones
estructurales en el sustrato, mejoren la selectividad de la reac-

cidn deseada. Veamos algunos ejemplos ilustrativos.

Normalmente, tal como se indicd, el sustrato es escasamente solu-
ble en medios acuosos a temperatura ambiente (<< 1 g/1l},. lo que
implica que la concentracidén del mismo en las proximidades del en
zima es baja. Por otra parte, a menudo, no se emplean sustratos na
turales sino anadlogos, lo gque da lugar a altas Ky Yr en consecuen
cia, conversiones poco eficientes. La literatura recoge numerosos
intentos realizados para compensar estos problemas: adicidn de di
solventes orgénicosl®, uso de micelas reversasl’?, "pseudocrista-
lofermentacién“ls, uso de células inmovilizadas en matrices hidro
fébicasl9, coinmovilizacidn del sustrato y el enzimazo, etc. En
cualquier caso se trata de facilitar el contacto enzima-sustrato.
En nuestro caso hemos escogido diversos métodos fisicoquimicos por
su simplicidad y bajo coste. La micronizacidén del sustrato (TRIAC)
permite obtener la Sustancia de Reichstein S, intermedio para la
produccidn de hidrocortisona y prednisolona, con elevado rendimien
to y velocidad de reaccidn. Dicho pretratamiento fisicoquimico del
sustrato reduce su tamafio de particula hasta aprox. 5u; otros mé-
todos, como la liofilizacidn, son menos eficaces y su efecto menos
pronunciado. Este efecto positivo del tamafio de particula se pone

también de manifiesto en la oxidacidn de la 17a-OH-pregnenolona.
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Para la produccidn de hidrocortisona es precisa la introduccidn de
un grupo 1lB-hidroxilo en el esqueleto esteroidal. Normalmente se
emplea el hongo Curvularia lunata que tiene el inconveniente de pro
ducir, al mismo tiempo, hidroxilaciones indeseables en 70 y l4oa.
Gist Brocades descubrid que estas reacciones secundarias se evitan
empleando un l7-acetato de la Sustancia S en el que el éster prote
ge estericamente del ataqgue no deseado por la cara « del sustrato

sin perjudicar la 118-hidroxilacién?l,

Resumiendo, la preparacién del sustrato requiere de conocimientos
de fisico-quimica y de guimica orgénica para remediar los proble-
mas que plantean la baja solubilidad de los esteroides en medio

acuoso y la escasa selectividad de algunas biotransformaciones.

El cultivo del microorganismo plantea, a su vez, varios interro -
gantes: hay que decidir qué microorganismo se utiliza y, posterior
mente, en qué condiciones se cultiva. Normalmente se recurre a las
colecciones oficiales para resolver los problemas gque se plantean.
Asi, por ejemplo, Flavobacterium dehydrogenans, una bacteria estu-
diada por Schering Plough y Gist Brocades para la hidrdlisis de és-
teres de alcoholes primarios y secundarios, es especialmente apro-
piada para la obtencidn de prednilideno y triamcinolona. La hidro-
lisis alcalina de los precursores, 118,21-diacetatos, presenta di-
versos problemas: baja solubilidad del esteroide, baja conversidn

y selectividad, etc. En cambio, la hidrdlisis microbioldgica tiene
un rendimiento superior al 98% para concentraciones superiores a
10 g/1l. En otros casos, seqin las caracteristicas del problema plan
teado puede llegar a plantearse un "screening" de microorganismos
para seleccionar aquél que posea la actividad deseada. Asi, en nues
tro grupo hemos desarrollado un cultivo mixto, compuesto por Arthro
bacter sp. y Bacillus sphaericus, para conseguir la dienizacidn del
" anillo A. Esta deshidrogenacidén es necesaria para compensar la in-
deseable actividad mineralocorticoide que acompaila a las propieda-
des glucocorticoideas y antiinflamatoria de los fluorocorticoides.
Dado el interés de esa reaccidn se han propuesto numerosas alterna-
tivas quimicas: bromacidn-deshidrobromacidén en las posiciones g Y
o' de la cetona en C—322, DDQ23 y derivados del selenio?4, sin em~
bargo, ninguna de &llas permite lograr los mismos rendimientos gque

el cultivo mixto.
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Anteriormente hemos mencionado que la mayoria de los cultivos se uti
lizan en su fase estacionaria. Sin embargo, cuando se optimizan las
condiciones de una biotransformacidn podemos observar notables excep
ciones. En cualquier cultivo se pretende maximizar la expresidn de
la actividad enzimatica deseada. La mayoria de estos procesos redox
requieren, segun se indicd, sistemas multienzimadticos muy labiles,
lo que limita su productividad. Consecuentemente, para optimizar su
explotacidn hace falta un estudio detallado de las condiciones de -
cultivo. Asi Gedeon Richter observd que la velocidad especifica de
sintesis de la Als2-DHasa de Arthrobacter simplex es maxima a las do
ce horas de cultivo, cuando el mismo se halla en fase exponencialZ?5,
Este hallazgo tiene especial relevancia en la obtencidén de prednide
rivados ya que estos productos cocristalizan con sus sustratos im-
pidiendo una conversidn total. En estas circunstancias es recomenda-
ble emplear una relacidn concentracidn de enzima a concentracidn de
sustrato méxima. En otros casos la composicidén del medio de cultivo
puede ser critica para la selectividad de la biotransformacidn. Asi
la oxidacién del acetato de pregnenolona con Flavobacterium dehydro
genans es selectiva si se emplea extracto de levadura como fuente

de nitrbégeno, pero da lugar a una mezcla de sustancias polares si se

usa harina de soja.

Por consiguiente, la optimizacidon del cultivo del microorganismo re
querira de una serie de estudios independientes, que se incian con
la seleccidn o "screening" de la cepa adecuada y terminan con el ana

lisis de su fisiologia.

Por Gltimo, un factor limitante para el desarrollo de las Biotrans-
formaciones y, de la Biotecnoclogia, en general, es la purificaciodn

y recuperacién de productos (P&R) & "downstream processing". Si com
paramos las mezclas de reaccidn tipicas de una biotransformacidn y
de una reaccidn gquimica detectamos importantes diferencias. En una
biotransformacidn el producto se halla menos concentrado, el disol-
vente es agua, los productos son laébiles y, normalmente, van acompa
fhados de multiples compuestos resultantes del cultivo. Por todo ello
resulta imposible aplicar los sistemas de P&R standards de la indus-
tria quimica. En nuestro caso nos han resultado especialmente utiles
los extractores de columna con platos vibratorios tipo Karr<6., Estos
sistemas se caracterizan por su elevada eficacia, bajo consumo de

disolvente, inversién moderada y mantenimiento minimo. Asi por ejem-
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plo el P.VIII se extrae con un rendimiento superior al 98% con una
relacién MIBK/caldo de 1/1 (v/v). Pero a pesar de estos buenos re-
sultados puntuales hace falta una mayor atencién a los temas de
P&R. Desde un punto de vista econdmico es una fase critica, que pue
de representar hasta el 60% de la inversidn total de una planta in
dustrial. Ademéas, desde un punto de vista técnico hace falta que los
bioingenieros desarrollen nuevos sistemas multipropdsito pero, a

la vez, eficaces.

Aunque los esteroides constituyen el ejemplo cléasico de utilizacidn
de las biotransformaciones y, probablemente, el Gnico tipo de pro-
ductos en los gue su empleo resulta imprescindible, su aplicacidn
para la obtencidén de otros productos farmacéuticos es cada dia mas
importante. Aunque la experiencia de Cepsa es muy limitada en otros
sectores, la literatura nos ofrece numerosos ejemplos.

Dentro de los antibidticos existe un interés creciente por los f-lac
tamicos semisintéticos. Estos productos se obtienen, respectivamen
te, a partir del 6-APA y del 7-ACA, y distintos restos acilo. De es
ta forma se incrementa su estabilidad frente las f-lactamasas, se
amplia su espectro de actividad y se posibilita la administracidn
oral?7, Dado que la produccidn de cefalospirana C es mucho menor y
que diversas cefalosporinas semisintéticas se pueden obtener por rea
grupamiento del anillo tiazolidinico de la estructura penicilinica,
la penicilina G ha pasado a ser un intermedio estratégico. Esta se
hidroliza industrialmente a 6-APA mediante células o enzimas inmo-
vilizados28:29, Estas amidasas han sido utilizadas con fines sin-
téticos para obtener B-lactamas semisintéticas. Sin embargo el prin
cipal uso industrial de las amidasas con esos fines ha sido la trang
formacidén de insulina porcina en humana por parte de Novo30, La trip
sina cataliza la reaccidén de transpeptidacion entre la insulina por-

cina y el éster metilico de la treonina.

Las biotransformaciones se han empleado intensamente para la produc
cidén de aminocacidos. Tanto la hidrdlisis enantioselectiva de mezclas
racémicas N-aciladas de aminodcidos3l como la adicidén de amoniaco a
fumarato para obtener L-aspartato32 son biotransformaciones cléasicas.
Recientemente se ha empleado otros enzimas, amidasas y las hidantoi-

nasas para la resclucidn de racematos. Asi psM33 ha desarrollado un
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proceso enzimatico basado en la hidrdlisis esterecespecifica de ami
das de aminoacidos racémicos mediante el uso de una L-aminopeptida-
sa de Pseudomonas putida. Por su parte, Degussa y el Instituto de
Biotecnologia de Jlilich34 ha puesto a punto un procedimiento para

la produccidén en continuo de L-Phe a partir del acido acetamidocind
mico (ACA}. En la primera reaccidn se hidroliza el ACA empleando -
una acilasa de Brevibacterium sp. La imina resultante es inestable

v se descompone a fenilpiruvato. Este intermedio proquiral se trans-
forma en L-Phe usando un sistema multienzimatico. El cofactor nece-
sario, NAD/NADH, se regenera hasta 200000 veces empleando el enzi-
ma formiato deshidrogenasa. Este caso constituye la primera biotrans
formacidn industrial en la que se regenera un cofactor. A parte de
la novedad tecnoldgica que suponen estas biotransformaciones merece
destacarse el hecho de haberse desarrollado en Europa. Este hecho su
pone una importante novedad, si tenemos en cuenta el papel predomi-

nante jugado por Japdn en este campo.

Si consideramos el mercado de las vitaminas, la vitamina C constitu
ye el principal producto con unas ventas mundiales de 40.000 Tm vy
un valor de 400 MM US $. Su produccidn a partir de glucosa es un pro
ceso cléasico que contempla la oxidacidn microbioldgica del sorbitol
a sorbosa. Esta biotransformacidn se efectlia con elevado rendimiento
y concentraciones de sustrato. En los afios 70 ya se propusieron va-
rias biotransformaciones35/36 para acortar el esquema clédsico37, pe-
ro ninguna de éllas fué utilizada industrialmente. Sin embargo, re-
cientemente, se ha puesto en marcha un nuevo proceso en China gque em
plea un cultivo mixto38. Este cultivo se compone de un Gluconobacter
y un Bacillus, y permite transformar la L-sorbosa a acido 2-ceto-L-
-guldnico con un rendimiento superior al %0% y usando una concentra
cidén de 10 g sustrato/l. Aungue no se trate de una Biotransformacidn,
segln la definicidn inicial, merece citarse el proceso desarrollado
por Genentech y Genencor usando la tecnologia del ADN recombinante39.
El gen que codifica la produccidn del enzima que reduce el grupo
5-ceto ha sido aislado a partir de un Corynebacterium y clonado en
una levadura. Dicho huésped, Erwinia herbicola, produce, en una so-
la etapa, el &cido 2,5~diceto-D-glucdnico a partir de glucosa. Otro
ejemplo de la utilidad de las biotransformaciones lo encontramos en

la obtencidn del acido D-pantoténico. La sintesis de esta vitamina
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requiere la obtencidén de la correspondiente y-lactona como interme
dioc. Se han descrito varios microorganismos que permiten obtener
ese intermedio quiral: Byssochlamys fulva40, Rhodotorula sp., Can-
dida sp., Aspergillus sp.41, etc. De nuevo se trata de una conver
sién factible a elevadas concentraciones de sustrato (30 g/l) y

con buen rendimiento (>90%).

Resumiendo, hemos intentado demostrar con diversos ejemplos el ca-
ridcter multidisciplinar de las biotransformaciones y sus amplias
posibilidades. Una vez mds diriamos que el futuro de las Biotrans-—
formaciones, al menos a nivel industrial, depende tanto de la des-
treza con que elijamos los objetivos como de nuestra capacidad pa-
ra apoyarnos en otras tecnologias. Si esta cooperacidn se produce
vislumbramos una utilizacidn creciente de las Biotransformaciones,
especialmente, a base de emplear condiciones de reaccidén no conven
cionales42-46,
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