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AMIGABLES CON 
EL MEDIO 
AMBIENTE

ENZIMAS COMO 
BIOCATALIZADORES

SELECTIVIDAD
EFICIENCIA

RANGO DE 
SUSTRATOS

ACTIVAS EN 
CONDICIONES SUAVES 

DE REACCIÓN

Biocatálisis aplicada

Algunas fuentes de biocatalizadores 

Biocatálisis aplicada

• Diversos proveedores comercializan enzimas 
• Distintos formatos
• Bibliotecas
• Genes sintéticos adquiridos comercialmente

Fuentes comerciales

• Estrategia metagenómicaMuestras del medio 
ambiente

• Selección de enzimas que participan en ruta 
biosintética conocida, ej. de metabolitos 
secundarios o productos naturales

Adaptación de 
enzimas conocidas

• Bases de datos públicas (mining)
• Clonado en vector para su expresión en 

huésped adecuado

Búsqueda de 
secuencias de interés, 
clonado y expresión
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Biocatálisis aplicada

The fourth wave of biocatalysis is approaching. Bornscheuer, U. T. Phil. Trans. R. Soc. A  2018, 376, 20170063.
Combinations of enzymes in cascade reactions or via metabolic engineering.

Adaptada de: Bornscheuer, U. T., Huisman, G. W., Kazlauskas, R. J., Lutz, S., Moore, J. C.,  Robins, K. (2012). Nature, 485(7397), 185-194.

Componentes celulares aplicados 
en transformaciones químicas. 
Desafío: estabilidad del 
biocatalizador.

1980s-1990s: Primeras tecnologías 
para la ingeniería de proteínas. 
Desafío: optimización de enzimas 
para la conversión de sustratos no-
naturales.

Mediados-Fines de los 90s: 
Evolución dirigida de proteínas. 
Desafío: rediseño de enzimas 
para procesos industriales.

Biocatálisis aplicada

Estrategias 
para generar 
una biblioteca

Transformación 
Expresión

Screening 
masivo para 
seleccionar 

enzimas 
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Aislamiento y 
caracterización 

de clones 
activos

Biblioteca

Proteínas

Enzimas 
seleccionadas 
Clones activos

Secuencia de interésMejores variantes
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Una limitación para poder aplicar una 
estrategia de evolución dirigida es 
disponer de un ensayo high-throughput
para llevar a cabo el screening.

Herramientas bioinformáticas nos 
permiten descubrir qué modificaciones 
introducir y así guiar o facilitar el 
desarrollo experimental.

Remodelar el sitio activo de la enzima, 
optimizar el ensamblado de la enzima, 
estabilidad, velocidad de reacción, 
modificar la especificidad de sustrato, 
selectividad.

Bell, E. L. et al. Nature Reviews Methods Primers 2021, 1(1), 1-21.

Biocatálisis aplicada

Biocatálisis aplicada

Estructura proteica

Mutagénesis sitio-dirigida

Clonado de los genes mutados

Transformación

Expresión y purificación

Mutagénesis al azar

Biblioteca de genes mutados

Transformación

Biblioteca

Expresión

Selección

Diseño racional Evolución dirigida

ENZIMAS MUTANTES

Caracterización enzimática Caracterización del producto

VARIANTES MEJORADAS

Genes seleccionados 
DNA Shuffling
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- Medidas espectrofotométricas: UV-Vis, 
fluorescencia
- Cromatografía: LC, GC
- Quimioluminiscencia
- Calorimetría
- Volumetría

Biocatálisis aplicada

B
io

ca
ta

liz
a

d
o

r
Actividad

Estabilidad

Selectividad

- Estructural, tipo, origen
- Condiciones de uso y almacenamiento: 
temperatura, pH, agitación, presencia de 
aditivos, inhibidores, cofactores, sustratos, 
solventes orgánicos
- Inmovilización: soportes, reciclado

- Estereoselectividad (estereoisómeros, 
configuración espacial, resolución cinética)
- Regioselectividad (isómeros 
constitucionales)
- Quimioselectividad (un grupo funcional 
entre otros) 

Biocatálisis aplicada

Han C. et al. (2017) Org. Lett. 19 (18), 4806-4809. 

France, S. P., Lewis, R. D., Martinez, C. A. (2023). JACS Au, 3(3), 715-735.

Ipatasertib (IPAT) es un inhibidor
selectivo de la protein quinasa B (AKT) 
con pronóstico promisorio para 
tratamiento de tumores sólidos.

Genentech, Inc., La Roche-AG

Síntesis enzimática asimétrica de un intermediario en la 
ruta hacia Ipatasertib
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Análogo

Elaboración biocatalítica de Sitagliptin 

Savile, C. K. et al. Science 2010, 329(5989), 305-309.

Prositagliptin

Transaminasa (R)-selectiva ATA-117

Biocatálisis aplicada

Análogo

SSM de bolsillo grande 
del SA de ATA-117

S223 → P223: Actividad: 11x

SSM y CL, bibliotecas enfocadas

Mutante con 4 
mutaciones que 
presentaba actividad 
sobre el sustrato de 
interés. Prositagliptin

Modelado: V69,
F122, T283, A284

Savile, C. K. et al. Science 2010, 329(5989), 305-309.

Biocatálisis aplicada
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27 mutaciones acumuladas.

Actividad incrementada 4 
órdenes de magnitud.

La mejor variante convirtió
200 g/l prositagliptin a 
sitagliptin con >99.95 % 
e.e. en favor del 
enantiómero deseado.

Proceso biocatalítico 
10-13 % > rendimiento, 
53 % > productividad, 
19 % > reducción de desechos 
que el proceso químico. 

Savile, C. K. et al. Science 2010, 329(5989), 305-309.

Biocatálisis aplicada

Biocatálisis aplicada

Bong, Y. K. et al. (2018). J. Org. Chem. 83, 7453−7458.
France, S. P., Lewis, R. D., Martinez, C. A. (2023). JACS Au, 3(3), 715-735.

Esomeprazole es un inhibidor de la bomba de protones que se usa para el 
tratamiento de los síntomas de la enfermedad de reflujo gastroesofágico.

Síntesis enzimática de Esomeprazole
Codexis
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Biocatálisis aplicada

Adaptado de Messiha, H. L. et al. (2018). Biochemistry, 57(13), 1997-2008.

Síntesis quimioenzimática de Polydihydrocarvide

Polydihydrocarvide
(+)-trans-
Dihydrocarvone Dihydrocarvide

a polymer used 
as thermoplastic 
elastomer

Mutant CHMOPhi1: 
F249A F280A F435A

Estabilidad

Condiciones suaves de 
reacción

Ventajas de la biocatálisis en células enteras

Rango de sustratos

Posibilidad de 
reciclado

No requiere 
lisis celular

Cofactores 
naturales

No requiere 
purificación de 

proteínas

Manipulación 
sencilla

Biocatálisis aplicada

BIOCATALIZADORES
Whole-cell

EficienciaSelectividad

Amigable con el 
medioambiente

Posibilidad de acoplar 
varias reacciones in vivo
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Lin, B., Tao, Y. (2017) Microb. Cell Fact. 16, 106.

Biocatálisis aplicada

Biocatálisis aplicada

Lipase CAL-A: 
acyltransferase 
activity

Schmidt S. et al. Angew. Chem. Int. Ed. 2015, 54, 2784 –2787

Cyclohexanone
monooxygenase
(CHMO) from
Acinetobacter

calcoaceticus

(whole cell)

Alcohol 
dehydrogenase 
(ADH) from 
Lactobacillus 

kefir DSM 20587
(whole cell)

Poly-e-caprolactone es un polímero de e-caprolactona con numerosas 
aplicaciones por su alta biodegradabilidad.

Oligomer of e-caprolactonee-caprolactoneCyclohexanoneCyclohexanol

- Cofactor recycling
- Mass transfer
- Expression levels
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Biocatálisis aplicada

6-hydroxyhexanoic acide-caprolactoneCyclohexanoneCyclohexanol

Intermediario 
valioso en la 
industria de los 
polímeros

Kohl, A., Srinivasamurthy, V., Böttcher, D., Kabisch, J., Bornscheuer, U. T. (2018). Enzyme

Microb. Technol., 108, 53-58.
Srinivasamurthy, V. S., Böttcher, D., Bornscheuer, U. T., Z. Naturforsch. C 2019, 74, 71-76.

CHMO-QM 
(C376L/M400I/
T415C/A463C): 
increased
thermal and 
long-term
stability

Alcohol 
dehydrogenase 
(ADH) from 
Lactobacillus kefir

Lipase 
CAL-B
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