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2

DESCRIPCIÓN

Oxidación y aminación de alcoholes primarios

La presente invención se refiere a un procedimiento para la oxidación de alcoholes, que comprende los pasos

a) puesta a disposición de un alcohol primario de la fórmula

HO-(CH2)x-R
1,5

siendo seleccionado R1 a partir del grupo que comprende -OH, -SH, -NH2 y -COOR2, siendo x al menos 3, y 
siendo seleccionado R2 a partir del grupo que comprende H, alquilo y arilo,

b) oxidación del alcohol primario mediante puesta en contacto con una alcohol deshidrogenasa dependiente 
de NAD(P)+, y10

c) puesta en contacto del producto de oxidación del paso a) con una transaminasa,

tratándose en el caso de la alcohol deshidrogenasa dependiente de NAD(P)+, y/o de la transaminasa, de un enzima 
recombinante o aislado, y al empleo de tal catalizador de célula completa para la oxidación de un alcohol primario.

Las poliamidas son una clase de polímeros que están caracterizados por grupos amida recurrentes. A diferencia de 
las proteínas análogas desde el punto de vista químico, el concepto „poliamidas“ se refiere habitualmente a 15
materiales sintéticos termoplásticos, disponibles en el comercio. Las poliamidas se derivan de aminas primarias o de 
aminas secundarias, que se obtienen convencionalmente en el craqueo de hidrocarburos. No obstante, también se 
pueden emplear derivados, más exactamente ácidos aminocarboxílicos, lactamas y diaminas, para la obtención de 
polímeros. Además son de interés alcanos gaseosos de cadena corta como eductos, que se pueden obtener 
partiendo de materias primas regenerativas con procedimientos biotecnológicos.20

Muchas poliamidas muy demandadas comercialmente se obtienen partiendo de lactamas. Por ejemplo, se puede 
obtener “poliamida 6“ mediante polimerización de ε-Caprolactam, y "poliamida 12" mediante polimerización de 
laurinlactama. Muchos productos interesantes comercialmente comprenden copolímeros de lactama, por ejemplo 
copolímeros de ε-caprolactama y laurinlactama.

La obtención químico-técnica convencional de aminas no es eficiente, dependiente del abastecimiento de materias 25
primas fósiles, y en este caso se producen grandes cantidades de productos secundarios no deseados, en algunos 
pasos de síntesis hasta un 80 %. Un ejemplo de tal proceso constituye la obtención de laurinlactama, que se obtiene 
convencionalmente mediante trimerización de butadieno. El producto de trimerización ciclododecatrieno se 
hidrogena, y el ciclododecano resultante de ello se oxida para dar ciclodecanona, que se hace reaccionar a 
continuación con hidroxilamina para dar ciclododecanoxina, que se transforma finalmente en laurinlactama a través 30
de una transposición de Beckmann.

Teniendo presentes estos inconvenientes se desarrollaron procedimientos para obtener aminas bajo empleo de 
biocatalizadores, partiendo de materias primas regenerativas. El documento PCT/EP 2008/067447 describe un 
sistema biológico para la obtención de productos análogos químicamente, más exactamente ácidos ω-
aminocarboxílicos, bajo empleo de una célula que presenta una serie de actividades enzimáticas apropiadas, y que 35
es apta para transformar ácidos carboxílicos en los correspondientes ácidos ω-aminocarboxílicos. No obstante, un 
inconveniente conocido del sistema de oxidasa AlkBGT de Pseudomonas putida GPO1 empleado en este caso 
consiste en que no es apto para producir una oxidación selectiva de alcanos alifáticos para dar alcoholes primarios. 
Más bien se forma una pluralidad de productos de oxidación; en especial aumenta la proporción de productos más 
altamente oxidados, como el correspondiente aldehído, la correspondiente cetona o el correspondiente ácido 40
carboxílico, con tiempo de reacción creciente (C. Grant, J. M. Woodley and F. Baganz (2011), Enzyme and Microbial 
Technology 48, 480-486), lo que reduce correspondientemente el rendimiento en la amina deseada.

En este contexto, la tarea que motiva la invención consiste en poner a disposición un procedimiento mejorado para 
la oxidación de alcoholes bajo empleo de biocatalizadores. Otra tarea consiste en mejorar el procedimiento en el 
sentido de que se aumente el rendimiento y/o se reduzca la concentración de productos secundarios. Finalmente 45
existe demanda de un procedimiento que  permita la obtención de poliamidas o eductos para su obtención a base de 
materias primas regenerativas.
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Ésta y otras tareas se solucionan mediante el objeto de la presente solicitud, y en especial también mediante el 
objeto de las reivindicaciones independientes adjuntas, resultando formas de realización de las reivindicaciones 
subordinadas.

Según la invención, en un primer aspecto, el problema se soluciona mediante un procedimiento para la oxidación de 
alcoholes, que comprende los pasos5

a) puesta a disposición de un alcohol primario de la fórmula

HO-(CH2)x-R
1,

siendo seleccionado R1 a partir del grupo que comprende -OH, -SH, -NH2 y -COOR2, siendo x al menos 3, y 
siendo seleccionado R2 a partir del grupo que comprende H, alquilo y arilo,10

b) oxidación del alcohol primario mediante puesta en contacto con una alcohol deshidrogenasa dependiente 
de NAD(P)+, y

c) puesta en contacto del producto de oxidación del paso a) con una transaminasa,

tratándose en el caso de la NAD(P)+-alcohol deshidrogenasa y/o de la transaminasa, de un enzima recombinante o 
aislado.15

En una primera forma de realización del primer aspecto, el paso a) se efectúa mediante hidroxilación de un alcano 
de la fórmula

H-(CH2)x-R
1

mediante una monooxigenasa, que es preferentemente recombinante o está aislada.20

En una segunda forma de realización del primer aspecto, que constituye también una forma de realización de la 
primera forma de realización, en el caso de la alcohol deshidrogenasa dependiente de NAD(P)+ se trata de una 
alcohol deshidrogenasa dependiente de NAD(P)+ con al menos un átomo de cinc como cofactor.

En una tercera forma de realización del tercer aspecto, que constituye una forma de realización de la segunda forma 
de realización, en el caso de la alcohol deshidrogenasa se trata de la alcohol deshidrogenasa de Bacillus 25
stearothermophilus (código de banco de datos P42328), o de una variante de la misma.

En una cuarta forma de realización del primer aspecto, que constituye una forma de realización de la primera a la 
tercera forma de realización, la monooxigenasa se selecciona a partir del grupo que comprende AlkBGT de
Pseudomonas putida, Cytochrom P450 de Candida tropicalis o de Cicer arietinum.

En una quinta forma de realización del primer aspecto, que constituye también una forma de realización de la 30
primera a la cuarta forma de realización, la transaminasa se selecciona a partir del grupo de transaminasas y sus 
variantes, que están caracterizadas por que presentan un aminoácido seleccionado a partir del grupo que 
comprende isoleucina, valina, fenilalanina, metionina y leucina en la posición de la secuencia de aminoácidos que 
corresponde a Val224 de la transaminasa de Chromobacterium violaceum ATCC 12472 (código de banco de datos
NP_901695), y un aminoácido diferente a treonina, y preferentemente un aminoácido del grupo que comprende 35
serina, cisteína, glicina y alanina en la posición de la secuencia de aminoácidos que corresponde a Gly230 de la 
transaminasa de Chromobacterium violaceum ATCC 12472 (código de banco de datos NP_901695).

En una sexta forma de realización del primer aspecto, que constituye también una forma de realización de la primera 
a la quinta forma de realización, el paso b) y/o paso c) se lleva a cabo en presencia de una alanindeshidrogenasa 
aislada o recombinante, y una fuente de nitrógeno inorgánica.40

En una séptima forma de realización del primer aspecto, que también constituye una forma de realización de la 
primera a la séptima forma de realización, al menos un enzima del grupo que comprende alcohol deshidrogenasa 
dependiente de NAD(P)

+
, transaminasa, monooxigenasa y alanindeshidrogenasa, es recombinante y se pone a 

disposición en forma de un catalizador de célula completa, que presenta el correspondiente enzima.
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En una octava forma de realización del primer aspecto, que constituye una forma de realización de la séptima forma 
de realización, todos los enzimas se ponen a disposición en forma de un o más de un catalizador de célula 
completa, presentando preferentemente un catalizador de célula completa todos los enzimas necesarios.

En una novena forma de realización del primer aspecto, que también constituye una forma de realización de la 
primera a la octava forma de realización, en el paso b), preferentemente en el paso b) y c), está presente un 5
codisolvente orgánico, que presenta un logP de más de -1,38, preferentemente 0 a 1,2.

En una décima forma de realización del primer aspecto, que constituye una forma de realización de la novena forma 
de realización, el codisolvente se selecciona a partir del grupo que comprende ácidos grasos insaturados, 
preferentemente ácido oleico.

En una undécima forma de realización del cuarto aspecto, que constituye una forma de realización preferente de la 10
novena forma de realización, en el caso del codisolvente se trata de un compuesto de la fórmula R

3
- O - (CH2)x - O -

R4, seleccionándose R3 y R4 respectivamente, y de modo independiente entre sí, a partir del grupo que comprende 
metilo, etilo, propilo y butilo, y siendo x 1 a 4, siendo R3 y R4 metilo en cada caso, de modo independiente entre sí, y 
siendo x 2.

En una duodécima forma de realización del primer aspecto, que constituye una forma de realización preferente de la 15
novena forma de realización, el codisolvente se selecciona a partir del grupo que comprende dialquiléteres, y es 
preferentemente dimetiléter. En un segundo aspecto, la tarea se soluciona según la invención mediante el empleo 
del catalizador de célula completa que presenta una alcohol deshidrogenasa dependiente de NAD(P)+, 
preferentemente con al menos un átomo de cinc como cofactor, una transaminasa, opcionalmente una 
monooxigenasa, y opcionalmente una alanindeshidrogenasa, tratándose, en el caso de los enzimas, de enzimas 20
recombinantes, para la oxidación y aminación de un alcohol primario de la fórmula HO - (CH2)x - R1, seleccionándose
R1 a partir del grupo que comprende -OH, -SH, -NH2 y -COOR2, siendo x al menos 3, y seleccionándose R2 a partir 
del grupo que comprende H, alquilo y arilo.

En una primera forma de realización del segundo aspecto, que constituye una forma de realización de la primera 
forma de realización, el empleo comprende además la presencia de un codisolvente orgánico, que presenta un logP 25
de más de -1,38, preferentemente 0 a 1,2, y es preferentemente dimetiléter.

En una segunda forma de realización del segundo aspecto, que constituye una forma de realización de la segunda 
forma de realización, el codisolvente es seleccionado a partir del grupo que comprende ácidos grasos insaturados, y 
es preferentemente ácido oleico.

Otras formas de realización del segundo aspecto comprenden todas las formas de realización del primer aspecto de 30
la presente invención.

Los inventores de la presente invención han descubierto sorprendentemente que existe un grupo de alcohol 
deshidrogenasas que se pueden emplear para efectuar una oxidación de alcoholes primarios bajo formación de 
cantidades reducidas de productos secundarios.

Además, los inventores han descubierto sorprendentemente que existe una cascada de actividades enzimáticas con 35
las que se pueden aminar alcoholes sin formación de productos secundarios digna de mención, bajo empleo de 
biocatalizadores, no debiéndose añadir ni evacuar equivalentes de reducción.

Además, los inventores han descubierto sorprendentemente un procedimiento con el que se pueden obtener 
poliamidas de manera inesperada bajo empleo de un catalizador de célula completa, y partiendo de materias primas 
regenerativas.40

Además, los inventores de la presente invención han descubierto sorprendentemente que la aminación de alcoholes 
primarios tras oxidación previa se puede llevar a cabo de modo especialmente ventajoso con un grupo de 
transaminasas caracterizado por propiedades secuenciales determinadas.

Los inventores de la presente invención han descubierto sorprendentemente que, en un sistema para la oxidación y 
aminación de alcoholes primarios, que comprende una alcohol deshidrogenasa, una transaminasa y una 45
alanindeshidrogenasa, es ventajoso el empleo de una alcohol deshidrogenasa diferente a una de tipo AlkJ, en 
especial el empleo de una alcohol deshidrogenasa dependiente de NAD(P)+, respecto al rendimiento del 
procedimiento, en especial en el caso de puesta en práctica bajo empleo de un catalizador de célula completa.
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El procedimiento según la invención se puede aplicar a un gran número de alcoholes relevantes industrialmente. En 
una forma de realización preferente, en este caso se trata de un ácido ω-hidroxicarboxílico o de un éster del mismo, 
preferentemente éster metílico, que se oxida y se amina para dar un ácido ω-aminocarboxílico. En otra forma de 
realización, se trata de un diol, que se oxida y se amina para dar una diamina. En otra forma de realización 
preferente, en el caso del alcohol primario se trata de una hidroxialquilamina. La longitud de la cadena de carbono es 5
variable en este caso, y x asciende al menos a 3. La cadena de carbono presenta preferentemente más de tres 
átomos de carbono, es decir, x = 4, 5, 6, 7, 8, 9, 10, 11, 12, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19, 20 o más. Los compuestos 
ejemplares comprenden ácido ω-hidroxiláurico, ω-hidroxilaurato de metilo, y alcanodioles, en especial 1,8-octanodiol 
y 1,10-decanodiol.

En una forma de realización especialmente preferente, R1 se selecciona a partir del grupo que comprende -OH y        10
-COOR

2
, x es al menos 11, y R

2
se selecciona a partir del grupo que comprende H, metilo, etilo y propilo. En una de 

las más preferentes formas de realización, en el caso del alcohol primario se trata de un éster metílico de ácido ω-
hidroxigraso.

Según la invención, en el paso b) del procedimiento se emplean alcohol deshidrogenasas dependientes de NAD(P)+

para la oxidación del alcohol primario. En este caso, como en el caso de todos los polipéptidos con actividad 15
enzimática empleados según la invención, se puede tratar de células que comprenden polipéptidos con actividad 
enzimática o sus productos de lisis, o preparaciones de polipéptidos en todas las etapas de purificación, del producto 
de lisis crudo al polipéptido puro. Por el especialista en el sector son conocidos numerosos procedimientos con los 
que se pueden sobreexprimir y purificar, o bien aislar, polipéptidos con actividad enzimática en células apropiadas. 
De este modo, para la expresión de los polipéptidos se pueden emplear todos los sistemas de expresión disponibles 20
para el especialista. Para la purificación entran en consideración procedimientos cromatográficos, a modo de 
ejemplo la purificación por cromatografía de afinidad de una proteína recombinante provista de Tag, bajo empleo de 
un ligando inmovilizado, a modo de ejemplo un ion níquel en el caso del Tag de histidina, de glutatión inmovilizado 
en el caso de una glutatión-S-transferasa fusionada en la proteína objetivo, o de maltosa inmovilizada en el caso de 
un Tag que comprende proteína enlazante de maltosa.25

Los polipéptidos con actividad enzimática purificados se pueden emplear enforma soluble o inmovilizados. Por el 
especialista son conocidos procedimientos apropiados con los que se pueden inmovilizar polipéptidos en fases 
sólidas orgánicas o inorgánicas mediante enlace covalente o no covalente, a modo de ejemplo mediante química de 
copulación de sulfohidrilo (por ejemplo kits de la firma Pierce).

En una forma de realización preferente, en el caso de la célula empleada como catalizador de célula completa, o en 30
el caso de la célula empleada como sistema de expresión, se trata de una célula procariota, preferentemente 
bacteriana. En otra forma de realización preferente se trata de una célula de mamífero. En otra forma de realización 
preferente se trata de una célula eucariota inferior, preferentemente una célula de levadura. Las células procariotas 
ejemplares comprenden Escherichia, especialmente Escherichia coli, y cepas de la especie Pseudomonas y
Corynebacterium. Las células eucariotas inferiores ejemplares comprenden las especies Saccharomyces, Candida, 35
Pichia, Yarrowia, Schizosaccharomyces, especialmente las cepas Candida tropicalis, Schizosaccharomyces pombe, 
Pichia pastoris, Yarrowia lipolytica y Saccharomyces cerivisiae.

En una forma de realización especialmente preferente, en el caso de la alcohol deshidrogenasa se trata de una 
alcohol deshidrogenasa que contiene cinc, dependiente de NAD(P)+, es decir, el enzima con actividad catalítica 
comprende al menos un átomo de cinc como cofactor, que está unido al polipéptido mediante enlace covalente a 40
través de un motivo secuencial característico que comprende restos cisteína. En una forma de realización 
especialmente preferente, en el caso de la alcohol deshidrogenasa se trata de la alcohol deshidrogenasa de Bacillus 
stearothermophilus (código de banco de datos P42328), o una variante de la misma.

La enseñanza de la presente invención se puede realizar no solo bajo empleo de las secuencias exactas de 
aminoácidos o ácidos nucleicos de las macromoléculas biológicas aquí descritas, sino también bajo empleo de 45
variantes de tales macromoléculas, que se pueden obtener mediante deleción, adición o substitución de un o más de 
un aminoácido o ácidos nucleicos. En una forma de realización preferente, el concepto "variante" de una secuencia 
de ácidos nucleicos o secuencia de aminoácidos, empleado a continuación como sinónimo y término intercambiable 
con el concepto "homólogo", como se usa en este caso, significa otra secuencia de ácidos nucleicos o aminoácidos 
que, respecto a la correspondiente secuencia de ácidos nucleicos o aminoácidos de tipo salvaje original, presenta 50
una homología, en este caso empleada como sinónimo de identidad, de un 70, 75, 80, 85, 90, 92, 94, 96, 98, 99 % o
un porcentaje superior, estando sometidos a deleción o substituidos preferentemente aminoácidos diferentes a los 
que forman el centro catalíticamente activo, o aminoácidos esenciales para la estructura o el pliegue, o estando 
estos últimos substituidos únicamente de modo convencional, a modo de ejemplo un glutamato en lugar de un 
aspartato, o una leucina en lugar de una valina. El estado de la técnica describe algoritmos que se pueden emplear 55
para calcular la medida de homología de dos secuencias, por ejemplo Arthur Lesk (2008), Introduction to 
bioinformatics, 3ª edición. En otra forma más preferente de realización de la presente invención, la variante de una 
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secuencia de aminoácidos o ácidos nucleicos, de modo preferente adicionalmente a la homología secuencial citada 
anteriormente, presenta esencialmente la misma actividad enzimática que la molécula de tipo salvaje, o bien la 
molécula original. Por ejemplo, una variante de un polipéptido con actividad enzimática como proteasa presenta la 
misma, o esencialmente la misma actividad proteolítica que el enzima polipeptídico, es decir, la capacidad de 
catalizar la hidrólisis de un enlace peptídico. En una forma de realización especial, el concepto  "esencialmente la 5
misma actividad enzimática" significa una actividad respecto a los substratos del polipéptido de tipo salvaje, que se 
sitúa claramente por encima de la actividad básica y/o se diferencia en menos de 3, preferentemente 2, de modo 
aún más preferente un orden de magnitud de los valores KM- y/o kcat, que presenta el polipéptido de tipo salvaje 
respecto a los mismos substratos. En otra forma de realización preferente, el concepto "variante" de una secuencia 
de ácidos nucleicos o aminoácidos comprende al menos una parte activa/o fragmento activo de la secuencia de 10
ácidos nucleicos, o bien aminoácidos. En otra forma de realización preferente, el concepto "parte activa", como se 
emplea en este caso, significa una secuencia de aminoácidos o una secuencia de ácidos nucleicos, que presenta 
una longitud menor que la longitud completa de la secuencia de aminoácidos, o bien codifica para una longitud de 
secuencia de aminoácidos menor que la longitud completa, presentando la secuencia de aminoácidos, o la 
secuencia de aminoácidos codificada con longitud menor que la secuencia de aminoácidos de tipo salvaje, 15
esencialmente la misma actividad enzimática que el polipéptido de tipo salvaje, o una variante del mismo, a modo de 
ejemplo como alcohol deshidrogenasa, monooxigenasa o transaminasa. En una forma de realización especial, el 
concepto "variante" de un ácido nucleico comprende un ácido nucleico cuya hebra complementaria, preferentemente 
bajo condiciones estrictas, se une al ácido nucleico de tipo salvaje. La severidad de la reacción de hibridación es 
fácilmente determinable por el especialista, y depende en general de la longitud de la sonda, de las temperaturas en 20
el lavado y de la concentración de sales. En general, sondas más largas requieren temperaturas más elevadas para 
la hibridación, mientras que muestras más cortas tienen suficiente con bajas temperaturas. Que tenga lugar una 
hibridación depende generalmente de la capacidad del ADN desnaturalizado para anelar hebras complementarias, 
que están presentes en su entorno, y precisamente por debajo de la temperatura de fusión. La severidad de la 
reacción de hibridación y las correspondientes condiciones se describen detalladamente en Ausubel et al. 1995. En 25
una forma de realización preferente, el concepto "variante" de un ácido nucleico, como se emplea en este caso, 
comprende cualquier secuencia de ácidos nucleicos que codifica para la misma secuencia de aminoácidos que el 
ácido nucleico original, o una variante de esta secuencia de aminoácidos, en el ámbito de la degeneración del 
código genético.

Las alcohol deshidrogenasas constituyen una clase de enzimas muy considerada desde hace décadas en 30
bioquímica en relación con procesos de fermentación técnicos de cervecería, y altamente relevante desde el punto 
de vista biotecnológico, que comprende diversos grupos de isoformas. De este modo, existen alcohol 
deshidrogenasas unidas a membrana, dependientes de flavina, de Pseudomonas putida GPO1 tipo AlkJ, que 
emplean flavo cofactores en lugar de NAD(P)+. Otro grupo comprende alcohol deshidrogenasas que contienen 
hierro, sensibles frente a oxígeno, que se encuentran en bacterias y en levaduras en forma inactiva. Otro grupo 35
comprende alcohol deshidrogenasas dependientes de NAD(P)+, entre éstas alcohol deshidrogenadas que contienen 
cinc, en las que el centro activo presenta un átomo de cinc coordinado con cisteína, que foja el substrato alcohólico. 
En una forma de realización preferente, bajo el concepto "alcohol deshidrogenasa", como se emplea en este caso, 
se entiende un enzima que oxida un aldehído, o bien una cetona, para dar el correspondiente alcohol primario, o 
bien secundario. En el procedimiento según la invención, en el caso de la alcohol deshidrogenasa se trata de una 40
alcohol deshidrogenasa dependiente de NAD(P)+, es decir, una alcohol deshidrogenasa que emplea NAD(P)+ como 
cofactor para la oxidación del alcohol, o bien NAD(P)H para la reducción del correspondiente aldehído, o bien de la 
correspondiente cetona. En la forma de realización más preferente, en el caso de la alcohol deshidrogenasa se trata 
de una alcohol deshidrogenasa dependiente de NAD(P)+, que contiene cinc. En una forma de realización preferente, 
el concepto "alcohol deshidrogenasa dependiente de NAD(P)+", como se emplea en este caso, designa una alcohol 45
deshidrogenasa que es dependiente de NAD+ y/o NADP+.

Según la invención, en el paso c) se emplea una transaminasa. En una forma de realización preferente, bajo el 
concepto "transaminasa", como se emplea en este caso, se entiende un enzima que cataliza la transferencia de 
grupos α-amino de un ácido donador, preferentemente un aminoácido, a una molécula aceptora, preferentemente un 
ácido α-cetocarboxílico. En una forma de realización preferente, la transaminasa se selecciona a partir del grupo de 50
transaminasas y sus variantes, que están caracterizadas por que, en la posición de la secuencia de aminoácidos 
que corresponde a Val224 de la transaminasa de Chromobacterium violaceum ATCC 12472 (código de banco de 
datos NP_901695), presentan un aminoácido seleccionado a partir del grupo que comprende isoleucina, valina, 
fenilalanina, metionina y leucina, y, en la posición de la secuencia de aminoácidos que corresponde a Gly230 de la 
transaminasa de Chromobacterium violaceum ATCC 12472 (código de banco de datos NP_901695), presenta un 55
aminoácido diferente a treonina, y preferentemente un aminoácido del grupo que comprende serina, cisteína, glicina 
y alanina. En una forma de realización especialmente preferente, la transaminasa se selecciona a partir del grupo 
que comprende  ω-transaminasa de Chromobacterium violaceum DSM30191, transaminasa de Pseudomonas putida
W619, de Pseudomonas aeruginosa PA01, Streptomyces coelicolor A3(2) y Streptomyces avermitilis MA 4680.
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En una forma de realización preferente, el concepto "posición que corresponde a la posición X de la secuencia de 
aminoácidos de la transaminasa de Chromobacterium violaceum ATCC 12472", como se emplea en este caso, 
significa que la correspondiente posición en una alineación de la molécula investigada parece homóloga a la 
posición X de la secuencia de aminoácidos de la transaminasa de Chromobacterium violaceum ATCC 12472. El 
especialista conoce numerosos paquetes software y algoritmos con los que se puede elaborar una alineación de 5
secuencias de aminoácidos. Procedimientos con paquete software ejemplares comprenden el paquete ClustalW 
(Larkin et al., 2007; Goujon et al. 2010), pouesto a disposición por EMBL, o se presentan y se describen en Arthur M. 
Lesk (2008), Introduction to Bioinformatics, 3ª edición.

En el caso de los enzimas empleados según la invención se trata preferentemente de enzimas recombinantes. En 
una forma de realización preferente, bajo el concepto "recombinante", como se emplea en este caso, se entiende 10
que la correspondiente molécula de ácido nucleico no se presenta en la naturaleza y/o se obtuvo bajo empleo de 
métodos de técnica genética. En una forma de realización preferente se habla de una proteína recombinante si el 
correspondiente polipéptido está codificado por un ácido nucleico recombinante. En una forma de realización 
preferente, se entiende por una célula recombinante, como se emplea en este caso, una célula que presenta al 
menos un ácido nucleico recombinante o un polipéptido recombinante. Por el especialista son conocidos 15
procedimientos apropiados para la obtención de moléculas o células recombinantes, a modo de ejemplo los 
descritos en Sambrook et al., 1989.

La enseñanza según la invención se puede realizar tanto bajo empleo de enzimas aislados, como también bajo 
empleo de catalizadores de célula completa. En una forma de realización preferente, bajo el concepto "catalizador 
de célula completa", como se emplea en este caso, se entiende una célula intacta, viable y metabólicamente activa, 20
que pone a disposición una actividad enzimática deseada. El catalizador de célula completa puede transportar el 
substrato a metabolizar, en el caso de la presente invención el alcohol, o el producto de oxidación formado a partir 
del mismo, bien al interior de la célula donde se metaboliza por enzimas citosólicos, o puede presentar el enzima de 
interés en su superficie, donde está directamente expuesto frente a substratos en el medio. Por el especialista son 
conocidos numerosos sistemas para la obtención de catalizadores de célula completa, a modo de ejemplo por el 25
documento  DE 60216245.

Para una serie de aplicación se recomienda el empleo de enzimas aislados. En una forma de realización preferente, 
el concepto "aislado", como se emplea en este caso, significa que el enzima se presenta en forma más pura y/o más 
concentrada que en su fuente natural. En una forma de realización preferente, el enzima se considera aislado si es 
un enzima polipeptídico y constituye más de un 60, 70, 80, 90 o preferentemente un 95 % de la fracción de proteína 30
másica de la correspondiente preparación. Por el especialista son conocidos numerosos procedimientos para la 
medida de la masa de una proteína en una disolución, a modo de ejemplo la estimación visual por medio del grosor 
de correspondientes bandas proteicas en geles de SDS-poliacrilamida, espectroscopía NMR o procedimientos 
basados en espectrometría de masas.

Las reacciones catalizadas por vía enzimática del procedimiento según la invención se realizan típicamente en un 35
disolvente o en una mezcla de disolventes con proporción de agua elevada, preferentemente en presencia de un 
sistema tampón apropiado para el ajuste de un valor de pH compatible con la actividad enzimática. No obstante, en 
el caso de eductos hidrófobos, en especial en el caso de alcoholes con una cadena de carbono que comprende más 
de tres átomos de carbono, es ventajosa la presencia adicional de un codisolvente orgánico, que puede mediar el 
contacto del enzima con el substrato. El codisolvente, o más de un codisolventes, se presenta en una proporción 40
total en la mezcla de disolventes de, o menos de un 95, 90, 85, 80, 75, 70, 65, 60, 55, 50 45, 40, 35, 30, 25, 20, 15, 
10 o un 5 por ciento en volumen.

La hidrofobicidad del codisolvente juega un papel importante en este caso. Ésta se puede representar mediante el 
logP, el logaritmo decádico de coeficientes de distribución de n-octanol-agua. Un codisolvente apropiado presenta 
un logP de más de -1,38, de modo más preferente de -1 a +2, de modo aún más preferente de 0 a 1,5.45

El coeficiente de distribución n-octanol-agua Kow o P es un coeficiente de distribución adimensional, que indica la 
proporción de las concentraciones de una substancia en un sistema bifásico constituido por 1-octanol y agua (véase 
J. Sangster, Octanol-Water Partition Coefficients: Fundamentals and Physical Chemistry, Vol. 2 of Wiley Series in 
Solution Chemistry, John Wiley & Sons, Chichester, 1997). Más extactamente, el K

ow
o P designa la proporción de la 

concentración de substancia en la fase rica en octanol respecto a su concentración en la fase rica en agua.50

El valor K
ow

es una medida modelo para la proporción entre lipofilia (solubilidad en grasas) e hidrofilia (solubilidad en 
agua) de una substancia. Existe la expectativa de poder estimar también los coeficientes de distribución de esta 
substancia en otros sistemas con una fase acuosa con ayuda del coeficiente de distribución de una substancia en el 
sistema octanol-agua. Kow es mayor que uno si una substancia es más soluble en disolventes similares a grasas, 
como n-octanol, menor que uno si es más soluble en agua. Correspondientemente, Log P es positivo para 55
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substancias lipófilas y negativo para substancias hidrófilas. Ya que no se puede medir el KOW para todos los 
productos químicos, existen los más diversos métodos para la predicción, por ejemplo mediante relaciones 
cuantitativas estructura-actividad (QSAR), o mediante relaciones de energía libre lineales (LFER), a modo de 
ejemplo descritas en Eugene Kellogg G, Abraham DJ: Hydrophobicity: is LogP(o/w) more than the sum of its parts?. 
Eur J Med Chem. 2000 Jul-Aug;35(7-8):651-61 o Gudrun Wienke, "Messung und Vorausberechnung von n-5
Octanol/Wasser-Verteilungskoeffizienten", Doktorarbeit, Univ. Oldenburg, 1-172, 1993.

En el ámbito de la presente invención, logP se determina según el método de Advanced Chemistry Development 
Inc., Toronto, por medio del módulo de programa ACD/LogP DB.

Un codisolvente preferente presenta un logP de más de -1,38, más preferentemente de -1 a +2, de modo aún 
preferente de -0,75 a 1,5, o -0,5 a 0,5, o -0,4 a 0,4, o -0,3 a -0,1. En una forma de realización preferente, en el caso 10
del codisolvente se trata de un dialquiléter de la fórmula Alk1-O-Alk2 con un logP de más de -1,38, más 
preferentemente de -1 a +2, de modo aún más preferente de 0 a 1,5, seleccionándose ambos substituyentes alquilo 
Alk1 y Alk2 respectivamente, y de modo independiente entre sí, a partir del grupo que comprende metilo, etilo,
propilo, butilo, isopropilo y terc-butilo. En una forma de realización especialmente preferente, en el caso del 
codisolvente se trata de metil-terc-butiléter (MTBE). En la forma de realización más preferente, en el caso del 15
codisolvente se trata de dimetoxietano (DME). En otra forma de realización preferente, en el caso del codisolvente 
se trata de un compuesto de la fórmula R3 - O - (CH2)x - O - R4, seleccionándose R3 y R4 respectivamente, y de 
modo independiente entre sí, a partir del grupo que comprende metilo, etilo, propilo y butilo, y siendo x 1 a 4, siendo 
preferentemente R3 y R4 metilo en cada caso, y siendo x 2.

En otra forma de realización preferente, en el caso del codisolvente se trata de un ácido carboxílico o ácido graso, 20
preferentemente un ácido graso con al menos 6, de modo más preferente al menos 12 átomos de carbono. el ácido 
graso puede ser un ácido graso saturado, a modo de ejemplo ácido láurico, ácido mirístico, ácido palmítico, ácido 
margárico, ácido esteárico, ácido aráquico o ácido behénico, o un ácido insaturado, a modo de ejemplo ácido 
miristoleico, ácido palmitoleico, ácido petrosélico, ácido oleico, ácido elaídico, ácido vaccénico, ácido gadoleico, 
ácido icosénico o ácido erúcico. Del mismo modo son posibles mezclas de diversos ácidos grasos, a modo de 25
ejemplo ácido de cardo, que contiene principalmente ácidos grasos insaturados. Ya que no todos los ácidos grasos 
son solubles a temperatura ambiente en medida digna de mención, puede ser necesario adoptar otras medidas, 
como por ejemplo el aumento de la temperatura o, preferentemente, la adición de un disolvente adicional, para 
hacerlos accesibles a la fase acuosa. En una forma de realización especialmente preferente se emplea un ácido 
graso o un éster del mismo, preferentemente el éster metílico, del modo más preferente laurato de metilo, como tal 30
disolvente adicional.

Según la invención, la cascada enzimática según la invención se puede desarrollar en presencia de una 
alanindeshidrogenasa. Un punto fuerte especial de la presente invención es que este acondicionamiento posibilita un 
control de reacción neutro en equivalentes de reducción, es decir, la reacción se desarrolla sin alimentación o 
eliminación de electrones en forma de equivalentes de reducción, ya que el NADH generado por la alcohol 35
deshidrogenasa en el trasncurso de la oxidación alcohólica se consume en la generación de alanina, bajo consumo 
de un donador de nitrógeno inorgánico, preferentemente amoniaco o una fuente de amoniaco.

En una forma de realización preferente, bajo el concepto "alanindeshidrogenasa", como se emplea en este caso, se 
entiende un enzima que cataliza la transformación de L-alanina, bajo consumo de agua y NAD+, en piruvato, 
amoniaco y NADH. En el caso de la alanindesidrogenasa se trata preferentemente de una alanindeshidrogenasa 40
intracelular, de modo aún más preferente de una alanindeshidrogenasa recombinante intracelular de un catalizador 
de célula completa bacteriano.

En una forma de realización preferente, para el procedimiento según la invención se emplea un catalizador de célula 
completa con todas las actividades necesarias, es decir, alcohol deshidrogenasa dependiente de NAD(P)+, 
transaminasa, y en caso dado monooxigenasa y/o alanindeshidrogenasa. El empleo de tal catalizador de célula 45
completa tiene la ventaja de que todas las actividades se emplean en forma de un único agente, y no es necesario 
elaborar enzimas en forma biológicamente activa a escala industrial. Por el especialista son conocidos 
procedimientos apropiados para la construcción de catalizadores de célula completa, en especial la construcción de 
sistemas plásmidos para la expresión de una o más de una proteína recombinante, o la integración del ADN 
codificante para la proteína recombinante necesaria en el ADN cromosómico de la célula huésped empleada. 50

Las características de la invención, dadas a conocer en la anterior descripción, las reivindicaciones y los dibujos, 
tanto por separado, como también en cualquier combinación, pueden ser esenciales para la realización de la 
invención en sus diversas formas de realización.

E12735553
21-11-2016ES 2 604 335 T3

 



9

La figura 1 muestra una alineación ejemplar que comprende diversas transaminasas, en especial las de 
Chromobacterium violaceum ATCC 12472 (código de banco de datos NP_901695, "TACV_co"). Los restos 
aminoácido correspondientes a las posiciones Val224 y Gly230 de las últimas transaminasas están subrayados en 
todas las secuencias. La alineación se elaboró bajo empleo de Clustal W2.

Ejemplo 1: aminación de diversos substratos bajo empleo de una alcohol deshidrogenasa dependiente de NAD+ en 5
comparación con alcohol deshidrogenasa AlkJ bajo empleo del procedimiento según la invención

Substratos:

Como substratos se emplearon hexano-1,6-diol (1), 6-aminohexan-1-ol (2) y 6-hidroxihexanoato de etilo (3).

Enzimas:

Alanindeshidrogenasa10

La L-alanindeshidrogenasa de Bacillus subtilis se exprimió en E. coli. En primer lugar se preparó un cultivo durante 
la noche, que se empleó a continuación para inocular el cultivo principal (medio LB-ampicilina). Las células se 
incubaron durante 24 horas a 30ºC y 120 rpm en un agitador. A continuación se añadió bajo condiciones estériles 
IPTG (0,5 mM, isopropil β-D-1-tiogalactopiranósido, Sigma) para la inducción, y los cultivos se agitaron durante 24 
horas más a 20ºC.15

Las células se centrifugaron (8000 rpm, 20 min 4 °C), se lavaron, y se desechó el exceso. A continuación se 
alteraron las células bajo empleo de ultrasonido (1 s pulso, 4 s pausa, tiempo: 10 min, amplitud: 40 %), se centrifugó 
la mezcla (20 min, 18000 rpm, 4ºC), y el enzima se purificó bajo empleo de una columna His-prep.

Alcoholdeshidrogenasa de Bacillus stearothermophilus (ADH-hT; P42328.1))

Para la preparación de la alcohol deshidrogenasa dependiente de NAD+ de Bacillus stearothermophilus (Fiorentino 20
G, Cannio R, Rossi M, Bartolucci S: Decreasing the stability and changing the substrate specificity of the Bacillus 
stearothermophilus alcohol dehydrogenase by single amino acid replacements. Protein Eng 1998, 11: 925-930) se 
preparó en primer lugar un cultivo durante la noche (10 ml de medio LB/ampicilina, ampicilina 100µg/ml, 30°C, 120 
Upm), que se empleó a continuación para inocular recipientes de cultivo, que se agitaron a su vez aproximadamente 
12 horas a 37ºC y 120 rpm. Las células se centrifugaron (8000 rpm, 20 minutos, 4ºC), se lavaron, se desechó el 25
exceso, y se liofilizó el comprimido. Finalmente se alteraron las células bajo empleo de ultrasonido (1 s pulso, 4 s 
pausa, tiempo: 10 min, amplitud: 40 %), se centrifugó la mezcla (20 min, 18000 rpm, 4ºC) y se empleó como extracto 
crudo. La concentración de proteína se estimó por medio de SDS-PAGE.

AlkJ-alcohol deshidrogenasa (de Pseudomonas oleovirans Gpo1):

Se preparó el enzima bajo las mismas condiciones que la alcohol deshidrogenasa de Bacillus stearothermophilus,30
prescindiendo de que se empleó el plásmido pTZE03_AlkJ (SEQ ID NO 20) y canamicina como antibiótico (50 
µg/ml). La concentración de proteínas se estimó igualmente por medio de SDS-PAGE.

Transaminasa CV-ωTA de Chromobacterium violaceum:

Para la preparación de CV-ωTA de Chromobacterium violaceum (U. Kaulmann, K. Smithies, M. E. B. Smith, H. C. 
Hailes, J. M. Ward, Enzyme Microb. Technol. 2007, 41, 628-637; b) M. S. Humble, K. E. Cassimjee, M. Häkansson, 35
Y. R. Kimbung, B. Walse, V. Abedi, H.-J. Federsei, P. Berglund, D. T. Logan, FEBS Journal 2012, 279, 779-792; c) 
D. Koszelewski, M. Göritzer, D. Clay, B. Seisser, W. Kroutil, ChemCatChem 2010, 2, 73-77) se preparó en primer 
lugar un cultivo durante la noche (medio LB/ampicilina, 30ºC, 120 rpm), que se empleó a continuación para inocular 
con el mismo medio botellas de cultivo que se agitaron aproximadamente tres horas a 37ºC y 120 rpm, hasta que se 
alcanzó una densidad óptica a 600 nm de 0,7. A continuación se añadió disolución madre de IPTG (0,5 mM), y se 40
indujo durante tres horas a 20ºC y 120 rpm. Las células se centrifugaron, se desecho el residuo, y se almacenaron 
las células a 4ºC. Finalmente, las células se alteraron bajo empleo de ultrasonido (1 s pulso, 4 s pausa, tiempo: 10 
min, amplitud: 40 %), se centrifugó la mezcla (20 min, 18000 rpm, 4ºC) y se empleó el residuo como extracto crudo.

Puesta en práctica del ensayo
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El planteamiento de ensayo se describe en la tabla 1.

Tabla 1: planteamiento de ensayo

Planteamiento de ensayo ADH-hT (crudo) 200 µl

Transaminasa 200 µl

AlaDH 10 µl (250 U)

L-alanina 22,3 mg (250 µmol)

NAD+ 0,5 mg (0,75 µmol)

NH4Cl 21 mg (500 µmol)

PLP 0,1 mg (0,35 µmol)

NaOH 6 M 7,5 µl

H2O / codisolvente 400 µl

Substrato 50 µmol

pH al final 8,5

Volumen total 1,22 mL

El substrato se disuelve en la cantidad correspondiente de disolvente (véase la tabla 2), y se añade a L-alanina 
disuelta en 300 µl de agua. Se añadió cloruro amónico a 75 µl de agua. Se añadieron NAD+ y PLP disueltos 5
respectivamente en 25 µl de agua. El valor de pH se ajustó mediante adición de 7,5 µl de una disolución de NaOH 6 
M. Se añadieron transaminasa y alanindeshidrogenasa. La reacción se inició mediante adición de alcohol 
deshidrogenasa. Después de 22 horas, la reacción se detuvo mediante adición de los reactivos de derivatización 
indicados a continuación.

Derivatización de aminas:10

A una muestra con 500 µl se añadieron 200 µl de trietilamina, así como ESOF (succinimidooxiformiato de etilo) (80 o
40 mg) en acetonitrilo (500 µl). Las muestras se agitaron a continuación durante una hora a 45 °C y se extrajeron 
con diclorometano, se secaron sobre sulfato sódico, y se midieron bajo empleo de GC-MS. Si se trabajó sin 
alanindeshidrogenasa, se añadieron a una disolución acuosa L-alanina (500 mM), NAD+ (2 mM) y PLP (0.5 mM) a 
un valor de pH de 8,5 (ajustado mediante adición de NaOH) y substrato en DME (120 µl, 25 mM). La reacción se 15
inició mediante adición de 200 µl de alcohol deshidrogenasa (dependiente de NAD+) o AlkJ) y transaminasa 
respectivamente. Las muestras se agitaron a 25ºC y 300 rpm durante 24 horas. Las muestras se elaboraron como 
se describe anteriormente y se analizaron con GC-MS.

Resultados:
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Tabla 2. Aminación en ausencia de alanindeshidrogenasa. Los substratos son hexano-1,6-diol (1), 6-aminohexan-1-
ol (2) y 6-hidroxihexanoato de etilo (3).

Substrato Enzima oxidante Transaminasa Substrato no transformado [%] Producto [%]

1 AlkJ CV >99 <1 (monoamina)

<1 (diamina)

1 ADH-hT CV <1 <99 (monoamina)

>1 (diamina)

1 - - >99 <1

2 AlkJ CV 91 9

2 ADH-hT CV 76 24

2 - - >99 <1

3 AlkJ CV 99 1

3 ADH-hT CV 22 78

3 - - >99 <1

Tabla 3. Aminación en presencia de alanindeshidrogenasa. Los Substratoos son hexano-1,6-diol (1), 6-aminohexan-
1-ol (2) y 6-hidroxihexanoato de etilo (3).5

Substrato Enzyma oxidante Transaminasa Substrato no transformado [%] Producto [%]

1 AlkJ CV >99 <1 (monoamina)

<1 (diamina)

1 ADH-hT CV <1 92 (monoamina)

8 (diamina)

1 - - >99 <1 (monoamina)

<1 (diamina)

2 AlkJ CV >99 <1
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Substrato Enzyma oxidante Transaminasa Substrato no transformado [%] Producto [%]

2 ADH-hT CV 19 81

2 - - >99 <1

3 AlkJ CV >99 <1

3 ADH-hT CV <1 >99

3 - - >99 <1

Sumario:

Para una serie de substratos diferentes estructuralmente, esto es, hexano-1,6-diol (1), 6-aminohexan-1-ol (2) y 6-
hidroxihexanoato de etilo (3), se mostró en cada caso que la reacción bajo empleo de alcohol deshidrogenasa 
dependiente de NAD

+
de Bacillus stearothermophilus se desarrolla de manera claramente más eficiente que bajo 5

empleo de alcohol deshidrogenasa AlkJ. Este efecto técnico soprendente se pudo mostrar igualmente en presencia 
y ausencia de alanindeshidrogenasa.

Ejemplo 2: Aminación de diversos substratos alcohólicos

Para confirmar que el sistema enzimático según la invención transforma substratos múltiples desde el punto de vista 
estructural se hicieron reaccionar in vitro alcanoles y alcanodioles adicionales, bajo empleo de enzimas apropiados, 10
para dar las correspondientes aminas, o bien diaminas. Se comprobó que la alcohol deshidrogenasa de hígado de 
caballo (HL-ADH, E-isoenzima; NP_001075997.1) y la alcohol deshidrogenasa de Bacillus stearothermophilus (ADH-
hT; P42328.1) son apropiadas del mismo modo. Se emplearon dos aminasas diferentes, esto es, la de 
Chromobacterium violaceum[16] (CV-ωTA) y una variante de una ω-TA (S)-selectiva de Arthrobacter citreus (ArS-
ωTA) (A. R. Martin, R. DiSanto, I. Plotnikov, S. Kamat, D. Shonnard, S. Pannuri, Biochem. Eng. J. 2007, 37, 246-15
255). La alanindeshidrogenasa procedía de Bacillus subtilis (F. G. Mutti, C. S. Fuchs, D. Pressnitz, J. H. Sattler, W. 
Kroutil, Adv. Synth. Catal. 2011, 353, 3227-3233).

Los productos se derivatizaron con (succinimidooxi)formiato de etilo (I. Edafiogho, K. R. Scott, J. A. Moore, V. A. 
Famar, J. M. Nicholson, J. Med. Chem. 1991, 34, 387-392) y se identificaron mediante GC-MS, bajo empleo de una 
columna Agilent J&W HP-5 (30 m, 320 µm, 0.25 µm).20

Tabla 4: aminación de alcoholes primarios

Nº Substrato c [%] Aldehído [%] Amina [%]

1 1-hexanol >99 <1 > 99

2 1-octanol 50 <1 50

3 1-octanol 57[b] <1 57

4 1-decanol 2 <1 2

5 1-decanol 25 
[b]

<1 25
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Nº Substrato c [%] Aldehído [%] Amina [%]

6 1-dodecanol 10[b] <1 10

[a] Condiciones de reacción: substrato (50 mM), CV-ωTA (1 mg, 0,2 U) y ADH-hT (1 mg, 0,25 U), AlaDH (0,04 mg, 
0,25 U), PLP (0,35 mM), NAD+ (0,75 mM), cloruro amónico (275 mM), L-alanina (250 mM), pH 8,5, 24 horas, 20 °C. 
[b] Se añadió 1,2-dimetoxietano (10% v v-1) como codisolvente.

Tabla 5: aminación de 1,ω-dioles[c]

Nº Sub. Disolvente Vol. disolv. [%] T. [°C] c [%] Monoamina [%] Diamina [%]

1 1,8-octanodiol MTBE 30 35[d] 52 49 3

2 1,8-octanodiol MTBE 30 25 98 52 46

3 1,8-octanodiol DME 40 25 95 80 15

4 1,8-octanodiol DME 30 25 >99 18 82

5 1,8-octanodiol DME 20 25 99 16 83

6 1,8-octanodiol DME 10 25 99 1 98

7 1,8-octanodiol DME 10 20 >99 <1 >99

8 1,10-decanoDiol DME 20 25 99 6 93

9 1,10-decanoDiol DME 20 20 >99 2 98

10 1,10-decanoDiol DME 10 20 >99 1 99

[c] Condiciones de reacción generales: substrato (50 mM), CV-ωTA (1 mg, 0,25 U) and ADH-hT (1 mg, 0,2 U), 
AlaDH (0,1 mg, 0,7 U), PLP (0,35 mM), NAD+ (0,75 mM), cloruro amónico (275 mM), L-alanina (250 mM), pH 8.5. [d]
Se emplea ArS-ωTA en lugar de CV-ωTA.
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REIVINDICACIONES

1.-  Procedimiento procedimiento para la oxidación de alcoholes, que comprende los pasos

a) puesta a disposición de un alcohol primario de la fórmula

HO-(CH2)x-R
1,

5
siendo seleccionado R1 a partir del grupo que comprende -OH, -SH, -NH2 y -COOR2, siendo x al menos 3, y 
siendo seleccionado R2 a partir del grupo que comprende H, alquilo y arilo,

b) oxidación del alcohol primario mediante puesta en contacto con una alcohol deshidrogenasa dependiente 
de NAD(P)+, y

c) puesta en contacto del producto de oxidación del paso a) con una transaminasa,10

tratándose en el caso de la NAD(P)+-alcohol deshidrogenasa y/o de la transaminasa, de un enzima recombinante o 
aislado.

2.-  Procedimiento según la reivindicación 1, efectuándose el paso a) mediante hidroxilación de un alcano de la 
fórmula

H-(CH2)x-R
1

15

mediante una monooxigenasa, que es preferentemente recombinante o está aislada.

3.-  Procedimiento según una de las reivindicaciones 1 a 2, tratándose, en el caso de la alcohol deshidrogenasa 
dependiente de NAD(P)

+
, de una alcohol deshidrogenasa dependiente de NAD(P)

+
con al menos un átomo de cinc 

como cofactor.20

4.-  Procedimiento según la reivindicación 3, tratándose, en el caso de la alcohol deshidrogenasa, de la alcohol 
deshidrogenasa de Bacillus stearothermophilus (código de banco de datos P42328), o de una variante de la misma.

5.-  Procedimiento según una de las reivindicaciones 2 a 4, seleccionándose la monooxigenasa a partir del grupo 
que comprende AlkBGT de Pseudomonas putida, Cytochrom P450 de Candida tropicalis o de Cicer arietinum.

6.-  Procedimiento según una de las reivindicaciones 1 a 5, seleccionándose la transaminasa a partir del grupo de 25
transaminasas y sus variantes, que están caracterizadas por que presentan un aminoácido seleccionado a partir del 
grupo que comprende isoleucina, valina, fenilalanina, metionina y leucina en la posición de la secuencia de 
aminoácidos que corresponde a Val224 de la transaminasa de Chromobacterium violaceum ATCC 12472 (código de 
banco de datos NP_901695), y un aminoácido diferente a treonina, y preferentemente un aminoácido del grupo que 
comprende serina, cisteína, glicina y alanina en la posición de la secuencia de aminoácidos que corresponde a 30
Gly230 de la transaminasa de Chromobacterium violaceum ATCC 12472 (código de banco de datos NP_901695).

7.-  Procedimiento según una de las reivindicaciones 1 a 6, llevándose a cabo el paso b) y/o paso c) se lleva a cabo 
en presencia de una alanindeshidrogenasa aislada o recombinante, y una fuente de nitrógeno inorgánica.

8.-  Procedimiento según una de las reivindicaciones 1 a 7, siendo recombinante al menos un enzima del grupo que 
comprende alcohol deshidrogenasa dependiente de NAD(P)+, transaminasa, monooxigenasa y 35
alanindeshidrogenasa, y poniéndose a disposición en forma de un catalizador de célula completa, que presenta el 
correspondiente enzima.

9.-  Procedimiento según la reivindicación 8, poniéndose a disposición todos los enzimas en forma de un o más de 
un catalizador de célula completa, y presentando preferentemente un catalizador de célula completa todos los 
enzimas necesarios.40

10.-  Procedimiento según una de las reivindicaciones 1 a 9, estando presente en el paso b), preferentemente en el 
paso b) y c), un codisolvente orgánico, que presenta un logP de más de -1,38, preferentemente 0 a 1,2.
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11.-  Procedimiento según la reivindicación 10, seleccionándose el codisolvente a partir del grupo que comprende 
ácidos grasos insaturados, preferentemente ácido oleico.

12.-  Procedimiento según la reivindicación 10, tratándose, en el caso del codisolvente, de un compuesto de la 
fórmula R3- O - (CH2)x - O - R4, seleccionándose R3 y R4 respectivamente, y de modo independiente entre sí, a partir 
del grupo que comprende metilo, etilo, propilo y butilo, y siendo x 1 a 4, siendo preferentemente R3 y R4 metilo en5
cada caso, y siendo x 2.

13.-  Empleo de un catalizador de célula completa que presenta una alcohol deshidrogenasa dependiente de 
NAD(P)+, preferentemente con al menos un átomo de cinc como cofactor, una transaminasa, opcionalmente una 
monooxigenasa, y opcionalmente una alanindeshidrogenasa, tratándose, en el caso de los enzimas, de enzimas 
recombinantes, para la oxidación y aminación de un alcohol primario de la fórmula HO - (CH2)x - R1, seleccionándose10
R

1
a partir del grupo que comprende -OH, -SH, -NH2 y -COOR

2
, siendo x al menos 3, y seleccionándose R

2
a partir 

del grupo que comprende H, alquilo y arilo.

14.-  Empleo según la reivindicación 13, que comprende además la presencia de un codisolvente orgánico, que 
presenta un logP de más de -1,38, preferentemente 0 a 1,2.

15.-  Empleo según la reivindicación 14, seleccionándose el codisolvente a partir del grupo que comprende ácidos 15
grasos insaturados, preferentemente ácido oleico.
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