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Una de les tendéncies en el camp de la quimica sostenible, la green chemistry, és la d'emprar biocatalitzadors en comptes de

metalls pesants en la catalisi de diferents reaccions quimiques. En aquest treball es descriuen les propietats de les lipases com

a biocatalitzadors, les seves propietats i limitacions, aixi com estratégies per superar-les.

One of the main trends in the green chemistry field is to use biocatalysts instead of organometalic catalysts in order to
catalyse different chemical reactions. In this work, lipases are described as ideal biocatalysts and their properties, limitations

and strategies to overcome them are reviewed.
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sindubtable que la quimica té molts de-
tractors, perd per molt que se la intenti
menysprear, podem afirmar, sense cap
dubte, que la vida moderna i qualsevol dels
aspectes que la caracteritzen serien impos-
sibles sense els coneixements que propor-
ciona la quimica com a ciencia i I'aplicacié
que d'ells fa la industria per a la preparacio de productes ba-
sics per poder tenir una qualitat de vida que es correspongui
amb les necessitats de cada época. Al principi dels anys no-
ranta, I'Agencia de Proteccio del Medi Ambient dels Estats
Units (EPA), conscient de I'augment continu de nous proces-
s0s quimics, va comencar a elaborar unes directrius sobre la
produccio quimica amb unes metodologies més netes, amb la
qual cosa va néixer un nou camp, la green chemistry, que pos-
teriorment ha anat evolucionant cap a allo que els paisos de
I'Europa continental hem definit com a quimica sostenible.

En els ultims anys es va observant la preocupacié de les nacions
per evitar la generacio de contaminacid i de residus utilitzant
alternatives netes per a la preparacié de productes necessaris
per millorar la nostra qualitat de vida. Actualment, una defini-
cio acceptada de quimica sostenible és |'orientacié de la quimi-
ca, com a conjunt de coneixements teorics i aplicats, que té
com a objectiu especific la prevencid de la contaminacié am-
biental i dels riscos causats per les substancies quimiques,
mitjancant la introduccio o la potenciacié de processos nets i
segurs de produccid i de productes quimics menys toxics i con-
taminants, sense menysprear la seva aportacio al benestar i al
progrés tecnologic. Els objectius que s'intenten aconseguir a
través d'aquestes alternatives son la reduccié de la generacid i
de I'Us de substancies contaminants en el procés quimic; no
utilitzar, quan sigui possible, substancies perilloses en el procés
quimic; obtenir productes finals sense restes de substancies no-
cives, i un factor d'una gran importancia: la reduccio de la uti-
litzacié de matéries primeres no renovables.

Per aix0 algunes de les linies de recerca en sintesi organica
més actuals persegueixen la utilitzacio de: a) noves tipologies
de dissolvents, com liquids idnics o fluids, en condicions su-
percritiques en comptes dels dissolvents organics convencio-
nals; b) biocatalitzadors en lloc de metalls pesants; ¢) condi-
cions de reaccio més suaus de pressio i temperatura; d) el
reciclatge del catalitzador, i €) I'Us de noves alternatives com
I'electroquimica, les microones, la sonicacio o d'altres. Aques-
tes millores aporten el desenvolupament de nous processos
quimics de baix risc ambiental que consumeixen poca energia
i que disminueixen els residus.

Les biotransformacions son aquells processos en els quals s'utilit-
zen enzims aillats o microorganismes com a catalitzadors per
convertir un substrat en producte. Aquests biocatalitzadors s'han
agrupat tradicionalment en sis diferents grups depenent de les
reaccions que son capacos de catalitzar: oxidoreductases, hidro-
lases, liases, transferases, isomerases i lligases, d'entre els quals
son les oxidoreductases i les hidrolases, especialment lipases, les
que presenten una major versatilitat per a la produccid industrial
d'interessants precursors o compostos d'alt valor afegit.

Les lipases, que formen part del grup de les hidrolases, son els
enzims més utilitzats pel quimic organic per preparar produc-
tes d'alt valor afegit. Aquests biocatalitzadors son molt versa-
tils perque:

1) S6n proteines amb una gran activitat catalitica, que aug-
menten en diversos ordres les velocitats de reaccions de pro-
cessos duts a terme sense catalitzador.

2) Son catalitzadors especifics de processos quimioselectius,
regioselectius i estereoselectius.

3) Actuen en condicions suaus de reaccio tant de temperatura
com de pH.

4) Tenen una amplia tolerancia de substrats i de processos
que poden catalitzar.



5) Son biodegradables, per la qual cosa presenten una baixa
toxicitat per al medi ambient.

6) Son en molts casos reciclables, especialment si es fan servir
enzims immobilitzats en dissolvents organics.

Si bé la seva funcid natural és la de catalitzar la digestio hi-
drolitica dels lipids, el seu Us en sintesi organica esta plena-
ment estes des que, I'any 1985, Zaks i Klibanov van demostrar
la seva activitat en dissolvents organics. Aquest fet ha permés
obtenir excel-lents selectivitats en diferents processos enzi-
matics, pero les lipases més utilitzades sén la de Candida an-
tartica tipus B (CAL-B) i la de Pseudomonas cepacia (PSL),
principalment a causa del fet que accepten una gran varietat
de substrats diferents a I'aigua, com alcohols, amines o tiols, a
més de la seva disponibilitat comercial a baix cost i la seva
elevada activitat tant en dissolvents organics com aquosos.

Les reaccions més importants catalitzades per lipases en dis-
solvents organics es basen en la formacio inicial d'un complex
acil-enzim a partir del biocatalitzador i un grup éster (figura 1).
D'aquesta manera s'inicia la catalisi, que destaca sobre el
conjunt de les reaccions, les de transesterificacio per reaccid
amb un alcohol. L'any 1988 van ser descobertes les reaccions
d'amonolisi, que permeten la modificacio o la resolucio6 enzi-
matica d'amides i d'ésters; posteriorment, I'any 1993, es va
desenvolupar dins el grup de recerca de bioorganica de la
Universitat d'Oviedo el primer exemple d'una reacci6 d'amo-
nolisi enzimatica catalitzada per lipases emprant com a nu-
cleofil I'amoniac. Menys conegudes, perd no per aixdo menys
importants, son les reaccions amb hidrazines i peroxids.

A més, avui dia, el descobriment de noves activitats enzimati-
ques d'aquests biocatalitzadors ha donat lloc al concepte de
promiscuitat catalitica d'un enzim, basat en I'habilitat que té
el centre actiu d'aquest biocatalitzador per dur a terme més
d'una transformacioé quimica; els exemples de reaccions aldo-
liques o d'addicio tipus Michael, per exemple, son molt re-
cents.

Podem agrupar les biotransformacions estereoselectives cata-
litzades per les lipases en tres grans grups:

1) Resolucions cinétiques basades en la transformacio d'un
dels enantiomers de la barreja racémica en un nou compost,
de manera que és possible separar facilment els dos enantio-
mers que componen la barreja racémica. Aixd comporta una
limitacio practica, i €s que quan tan sols es necessita pur
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FiGura 1. Reaccions tipiques catalitzades per lipases.

enantiomeéricament un dels dos enantiomers, la meitat del
material de partida es perd, o el que és el mateix, solament es
pot arribar a conversions de com a maxim el 50 %.

2) Per superar aquesta limitacid, existeixen estratégies que
permeten transformar completament els dos enantiomers de
la barreja en un Unic estereoisomer, la qual cosa permet obte-
nir idealment un rendiment del 100 %. El més comunament
acceptat son les resolucions cinétiques dinamiques on actuen
conjuntament amb la lipasa, un complex organometal-lic, ge-
neralment de ruteni o de pal-ladi, que permet la racemitzacio
de I'enantiomer, que reacciona més lent en el procés enzimatic.

3) Finalment, existeix una altra alternativa: les desimetritza-
cions enzimatiques enantioselectives, que permeten aconse-
guir en aquesta mena de processos rendiments del 100 % i
que son aplicables a compostos proquirals o0 a formes meso.

Tant les resolucions cinetiques de barreges racémiques com
les resolucions dinamiques, aixi com els processos de desime-
tritzacio enantioselectius, s'han aplicat amb éxit a reaccions
de transesterificacid i a hidrolisis, la qual cosa ha permés la
preparacio d'un gran nimero de compostos oxigenats quirals.
No obstant aix0, encara que s'hagin resolt i que es realitzin,
amb una major o menor eficacia, sintesis d'amines enantio-
meéricament pures mitjancant processos de resolucio cinetica,
els exemples existents de resolucions cinétiques dinamiques i
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FIGURA 2.  Sintesi quimioenzimatica de la (S)-Rivastigmina.

de desimetritzacié enzimatica enantioselectiva en la prepara-
ci6 de compostos quirals nitrogenats son escassos.

Analitzant els processos de transesterificacio o d'amondlisi
enzimatica (que, tal com ja s'ha mencionat, son els més em-
prats en |'actualitat per part del quimic organic), cal destacar
que, per tal que els processos de resolucié enzimatica d'alco-
hols i d'amines es realitzin amb éxit, és necessari que aques-
tes reaccions siguin irreversibles, per la qual cosa és fonamen-
tal I'eleccié d'un bon donador d'acil. Aixi, per exemple, en el
cas dels alcohols, s'acostumen a utilitzar ésters de vinil, per-
que en reaccionar desprenen acetaldehid, que fa irreversible
el procés. En el cas de les amines i a causa del seu poder nu-
cleofil, no és necessari emprar ésters activats i per aixo els és-
ters d'alquil, com I'acetat d'etil o el metoxiacetat d'etil, son
els més emprats, i s'utilitzen generalment carbonats com el
carbonat de diallil per a les resolucions d'amines secundaries.

El grau d'eficacia d'un procés de resolucio enzimatic ve donat
per un parametre adimensional com és I'enantioselectivitat,
una relacio en la qual un enantiomer reacciona més rapid que
I'altre, el qual ve donat per la mesura de tres variables: els ex-
cessos enantiomerics de substrat i de producte i la conversid
de la reaccio, parametres d'una biotransformacio que poden
ser calculats mitjancant técniques com la ressonancia mag-
nética nuclear, la cromatografia de gasos o la cromatografia
liquida d'alta eficacia. La selectivitat d'una lipasa és conse-
qliencia de la distribucio dels aminoacids al voltant del centre
actiu de I'enzima i és possible predir la selectivitat fent us de
la denominada regla empirica de Kazlauskas, la qual es basa
en un model en el qual s'assumeix que el centre actiu de la li-
pasa consta de dos forats: un de dimensio mitjana on se si-
tuara el substituent menys voluminos i un altre de dimensio
gran on se situara el substituent de més gran volum. Assumint
que el substituent més voluminds té prioritat sobre el mitja a
I'hora d'assignar I'estereoquimica, reaccionara preferentment

I'enantiomer de configuracid R tant en les reaccions de trans-
esterificacio com en les d'hidrolisi. Aquesta s'ha aplicat amb
éxit a un gran nombre de lipases i la seva aplicacio €s molt es-
tesa en el camp de la biocatalisi.

Cal destacar I'avantatge que presenten les lipases en poder
actuar estereoselectivament sobre una barreja racémica; aixo
representa una interessant alternativa per al sector farmacéu-
tic, on, tal com és ben conegut, sén molt diferents i fins i tot
en alguns casos contraposades les propietats dels enantio-
mers d'un farmac (talidomida, cloramfenicol, propanolol, ve-
rapamil, etambutol, etc.). En aquest context hem realitzat re-
centment la sintesi estereoselectiva de compostos
farmaceutics opticament actius, com la Dapoxetina i la Rivas-
tigmina.

La Rivastigmina és un medicament utilitzat en el tractament
de la deméncia en persones amb la malaltia d'Alzheimer (un
trastorn cerebral que lentament destrueix la memoria, la ca-
pacitat per pensar, aprendre, comunicar-se i realitzar les acti-
vitats diaries); I'activitat d'aquesta droga resideix en I'enan-
tiomer de configuracid S. Una estratégia retrosintética
senzilla ens permet observar, després de diferents desconne-
xions, que la 3-metoxi-acetofenona és un substrat de partida
ideal per a la preparacié d'aquest compost, pel fet de ser co-
mercial a baix cost economic i de no necessitar de moltes eta-
pes quimiques per aconseguir el producte final. Per aix0 es va
realitzar la preparacio de precursors raceémics adequats com el
3-metoxi-feniletanol o la 3-metoxi-feniletanamina, els quals
poden ser subjectes a reaccions de resolucié enzimatica cata-
litzades per lipases en dissolvents organics [1].

Les reaccions de resoluci6 cinetica enzimatica es van realitzar
emprant un éster activat com l'acetat de vinil, el tert-butil-
metil éter (TBME) com a dissolvent i a 30° C en un agitador
orbital variant el biocatalitzador emprat i la proporcio del ma-
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teix respecte al producte de partida. Tant la CAL-B com la PSL

van catalitzar amb una gran eficiéncia |'acetilacid estereose-
lectiva de I'isomer Ri es va obtenir, en el cas de la CAL-B,
després de quatre hores, tant I'alcohol com el producte purs

enantioméricament i amb uns excel-lents rendiments aillant-los

per cromatografia de columna amb gel de silice. Una vegada
obtingut satisfactoriament el (R)-acetat, es va decidir estu-

diar aspectes relacionats amb els costos del procés, com ara el
reciclatge i la reutilitzacié de I'enzim, i es van observar valors

d'activitats molt similars després de com a minim cinc cicles
de reaccio.

Mitjancant una aproximacio similar perd una mica més com-
plexa, varem decidir estudiar la preparacié de la Dapoxetina

opticament enriquida [2]. Aquest farmac s'utilitza actualment

en el tractament de malalties tan diferents com |'ansietat, la

Preparacio de la (S)-Dapoxetina mitjangant metodologies quimioenzimatiques.

bulimia, I'anoréxia i I'ejaculacio precog, en tant que I'isomer S
és molt més actiu que el R. En aquest cas, I'estratégia retro-
sintética que ens varem plantejar consistia a partir d'un
g-aminoalcohol que podria ser obtingut a partir de benzalde-
hid. Aquest aminoalcohol presenta un doble avantatge, que és
que es pot resoldre bé pel grup amino- a través d'una reaccio
d'amonolisi o bé pel grup alcohol mitjancant un procés de
transesterificacio.

Per tal d'aconsequir un bon rendiment en aquest procés, es va
utilitzar un precursor en el qual s'ha protegit quimicament el
grup alcohol amb el clorur de tert-butildimetilsilil i s'ha
realitzat la resolucio enzimatica a través del grup amino-;
d'aquesta manera, s'ha aconseguit evitar la possible migracio
del grup acilo- entre les restes amino- i alcohol. Els millors
resultats es van obtenir emprant la CAL-A com a biocatalitza-
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FiGura 4. Sintesi de liquids enantioméricament purs derivats de I'imidazol.
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dor, el TBME com a dissolvent i cinc equivalents de metoxia-
cetat d'etil a 30° C i 250 rpm. Després de vint-i-set hores, és
possible d'obtenir I'amida de configuracio Samb un 93 %
d'excés enantiomeric, precursor adequat per a la formacié de
la (S)-Dapoxetina.

Finalment, creiem que una aportacié d'interés en el camp de
la biocatalisi per part del nostre grup ha estat la preparacio de
liquids ionics quirals [3, 4], els quals son una alternativa als
dissolvents organics convencionals fonamentalment per mo-
tius economics i ecologics; a més, la preséncia d'un grup imi-
dazol a la molécula els proporciona unes interessants propie-
tats en organocatalisi.

S'ha realitzat la seva sintesi quimica i la resolucié enzimatica
utilitzant acetat de vinil com a agent acilant i THF o tert-bu-
tilmetil éter (TBME) com a dissolvent; amb I'objectiu de trobar
les millors condicions de reaccid, s'han variat diferents para-
metres, com ara el tipus de biocatalitzador i la temperatura.
Tant la CAL-B com la PSL varen catalitzar d'una manera com-
pletament enantioselectiva la reaccio de transesterificacio de
I'alcohol, pero la cinética més rapida va ser per a la PSL.

Una vegada realitzada la resolucio enzimatica dels derivats de
I'imidazol, es va fer la sintesi de diferents liquids ionics enan-
tioméricament purs utilitzant diferents halogenurs d'alquil i
d'aril. A més de les propietats fisiques dels liquids ionics, es
poden també modular modificant tant el seu cati6 com (i més
especialment) el seu anid; aixi, d'aquesta manera, es va realit-
zar la reaccid de metatesi que permet intercanviar els haloge-
nurs per anions hexafluorofosfat o tetrafluoroborats aillant-
los amb uns excel-lents rendiments després de senzills
processos de rentat.

Com a conclusi6 final, podem afirmar que la biocatalisi és una
metodologia important en el camp de la quimica sostenible.
Aixi, emprant lipases com a biocatalitzadors, és possible acon-
seguir processos molt menys contaminants, obtenir productes
sense la barreja d'altres productes nocius, realitzar la reaccié en
condicions suaus de pressio i temperatura, es pot recuperar el
biocatalitzador i reciclar-lo per a un nou procés i es poden ob-
tenir altres avantatges. No obstant aixo, I'activitat, I'estabilitat
o, sobretot, I'enantioselectivitat que mostren les lipases no son
sempre satisfactories, rad per la qual aquestes propietats s'han
optimitzat tradicionalment ajustant la temperatura i/o el pH
del medi, utilitzant additius, mitjancant I'us de liquids ionics en
comptes de dissolvents convencionals o bé emprant molts di-
versos suports polimérics per a la immobilitzacio de I'enzim. En
els ultims anys, s'han desenvolupat diferents técniques per a la
modificacid de les estructures enzimatiques amb |'objectiu de
dissenyar nous biocatalitzadors amb millors propietats.
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