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Vamos a comenzar en breve, alas 12 CDT /1 EDT

Biocatalisis en Ia. Industria Farmacéutica: Uso de
Enzimas en el Diseflo de Procesos Eficientes

¢Cuales son los aspectos basicos de la investigacién en
biocatalisis en la industria farmacéutica? Dr. Carlos
Martinez presentara la metedologia y flujo de trabajo
basico utilizado en el desarrollo de procesos enzimaticos
aplicados a la manufactura de precursores sintéticos.

Ponente y Moderadora

También se va a discutir material previamente publicado
como los procesos de manufactura de precursores de
Lyrica, Xalkori, y otras drogas en el proceso de investigacion y desarrollo.

ngrid Montes
Universidad de
Puerte Rico, Recinto
de Rio

Carlos Martinez
Pfizer

T z

Lo Que El Publico Aprendera @

= Que es |z biocatalisis y sus beneficios en |a sintesis organica

= Lametodologia y flujo de trabajo basico utilizado en el desarrollo de

procesos enzimaticos
= Ejemplos del desarrcllo de procesos para varios precursores sintéticos

El Decimoquinto Webinar en Espafol auspiciado por ACSy SQM
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http://bit.ly/biocatalisis
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¢ Tiene preguntas para el ponente?

e o |
.

GoToWebinar

L “¢ Por qué he sido “silenciado”?

v No se preocupe. Todo el mundo ha
q sido silenciado, excepto el ponente y

la moderadora. Gracias, y disfruten de

. la presentacion.

Escribay someta sus preguntas durante la presentacion
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Diganos de dénde son ustedes y cuantas personas estan en su grupo!
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La Diversidad de la Audiencia

Hoy tenemos representantes de 17 paises ‘
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iC&EN en Espaiiol!

C&EN pone a su disposicion traducciones al espafiol de sus articulos mas populares.

November 13, 2017
Estudios de modelizacion muestran que el hielo se forma a

partir de niicleos desordenados o . Gracias a una colaboracion con la

Estos descubrimientos estén en desacuerdo con Ia vision clasica, segin la cual B - ~ P

105 niicleos de hielo tienen una estructura hexagonal ordenada. organizacion espafiola Divilgame.org,
C&EN ahora es capaz de ofrecer

Ice forms from disordered seeds, modeling study shows traducciones al espafiol de algunos de

Findings contradict classical view that ice nuclei have ordered hexagonal nuestros mejOl'eS contenidos.

structure. "

Queremos hacer de la ciencia de
vanguardia mas accesible a la
comunidad quimica de habla espafiola,
y esta es nuestra contribucion. Le da a
los nacidos en Espafia, América Latina,
o los EE.UU., pero cuyo primer idioma
es el espafiol la oportunidad de leer
este contenido en su lengua materna.
Esperamos que les guste y sea de su
utilidad.

Novernber 3, 2017
Bicarbonato para limpiar los pesticidas de las manzanas

Un estudio demuestra que una disolucion basica elimina casi completamente
los residuos de |a superficie de la fruta.

Baking soda washes pesticides from apples
Alkaline solution wipes out residues on the fruits’ surface but leaves some
behind in their peels, study shows.

October 30, 2017

El editor de adenina destaca reparando mutaciones puntuales
El editor es mas eficiente que CRISPR en los cambios una tinica base y provoca
menos alteraciones no deseadas.

Adenine base editor excels at fixing point mutations
Editor is more efficient than CRISPR at single-base changes and makes fewer

unwanted alterations. « Dr. Bibiana Campos Seijg
Editora en Jefe, C&EN

http://bit.ly/CENespanol
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¢, Has descubierto el elemento que falta ?

http://bit.ly/benefitsACS

Entérate de los beneficios de ser miembro(a) de ACS !
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Beneficios de la afiliacion al ACS

Chemical & Engineering News (C&EN)
The preeminent weekly news source

CHEMICAL & ENGINEERING NEWS

@ ACS NEW! Free Access to ACS Presentations on Demand®
ACS Member only access to over 1,000 presentation

Presentations on Demand . ;
YOUR SOURCE FOR RECORDED MEETING CONTEN recordings from recent ACS meetings and select events

NEW! ACS Career Navigator
Your source for leadership development, professional
education, career services, and much more

http://bit.ly/benefitsACS !

ACS
v Chemistry for Life®

Desde sus comienzos de la
Sociedad Quimica de
México, se buscaba un
emblema sencillo, no
demostrar partidarismo
alguno y significar al gremio,
deberia representar un
simbolo no sélo para los
quimicos, sino también para
ingenieros, farmacéuticos,
metalurgistas, en fin que
englobe e identifique por
igual a los cientificos en
todas sus areas de las

Slad Quimica de MéxicORgie ciencia quimica.
. La quimica nos une

WWW.SQM.org.mx
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Register Now

To ensure international
collaboration, space is limited
by region.

Atlantic Basin Conference
on Chemistry

23-26 January 2018
IBEROSTAR CANCUN, Mexico
www.ABCChem.org

v... :
ABCCh i,
&8s /BCChem_ fvﬁa,;
"‘:ﬁ‘"’a‘m

www.ABCChem.org

&) k0 o
DEMEXICO AC. v Chemistry for Life®

Sugieran temas y expertos que les interesarian para
los proximos webinars.acswebinars@acs.org

10

http://bit.ly/ACS-SQMwebinars
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“Biocatalisis en la Industria Farmacéutica:
Uso de Enzimas en el Disefio de Procesos Eficientes”

Dr. Carlos Martinez

Dra. Ingrid Montes Lider del Grupo de Biocatalisis en el

La Junta de Directores, ACS
Profesora de Quimica Organica,
Universidad de Puerto Rico,
Recinto de Rio Piedras

Departamento de Quimica, Pfizer

Las imagenes de la presentacién estan disponibles para descargar ahora desde el panel de GTW
http://bit.ly/biocatalisis

El Webinar de hoy esta auspiciado por la Sociedad Quimica de México y the American Chemical Society .

Contenido de la Presentacion @

* Biocatalisis
— Introduccidn: definicién, ventajas, Quimica verde,
— Tipos de enzimas y aplicaciones comunes
— Procesos en la Industria Farma

1 | * Desarrollo de procesos
— Flujo de trabajo

‘ — Proceso de optimizacion

@;}w’"}“‘ — Ejemplos: Sintesis de Lyricay Xalkori '@, °

e Conclusiones
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Encuesta Para La Audiencia” .

RESPONDERA LA PREGUNTAHACIENDO
CLICK EN BREVEEN LA PANTALLA AZUL

=S

éCuales de las aplicaciones industriales de las
enzimas has tenido la oportunidad de conocer?

(elige todas las repuestas correctas)

* Industria de Alimentos (incluyendo cerveza y vino)

* Industria de detergentes
* Industria de papel o cuero

¢ Industria medica

* Biocatalisis (aplicaciones en sintesis organica)

Definicion de Biocatalisis

Biocatalisis es un tipo de catdlisis en
donde se utilizan enzimas como el
agente catalitico, principalmente para
llevar a cabo transformaciones quimicas
en compuestos organicos.

Estas enzimas son moléculas de
naturaleza proteica y que en su
ambiente natural catalizan reacciones
quimicas a concentraciones fisioldgicas
(<1 mM). Son generalmente proteinas
globulares entre 200-400 aminoacidos

Las proteinas se componen de una
cadena lineal de aminoacidos (20 aa
naturales) que se pliegan durante el
proceso de biosintesis para dar lugar a
una estructura terciaria tridimensional
que en algunos casos es capaz de
presentar actividad catalitica.

Energia

Reactivos

Energia de activacién

Energia de activacién
con catalizador

Productos

)

12/12/2017



6. Ligasas: Las sintetasas y carboxilasas estan en este grupo.

Beneficios de Usar Enzimas @

Son catalizadores biodegradables (Compatible con el concepto de Quimica Verde)
Sostenibilidad: producirlas no elimina recursos naturales/tecnologia para el futuro.
Requieren condiciones moderadas (pH, T)

Alta especificidad (Selectividad)

Alta actividad catalitica (# recambio-Eficiencia catalitica)

Propiedades cataliticas pueden ser modificadas al cambiar la secuencia de

aminoacidos en la proteina o el medio (Ingenieria)

La enzima cambia su forma
cuando se une el sustrato

[ /Sillo activo

=

Sustrato

Productos.

El sustrato accede Complejo Complejo Los productos salen
al sitio activo del enzima  enzima/sustrato enzima/productos del sitio activo 15

Tipos de Enzimas/Funciones @

Oxidorreductasas: Catalizan reacciones de oxidacion y reduccién, empleando
coenzimas, tales como NAD(P)*/NAD(P)H (agente oxidante/reductor).
Ejs:deshidrogenasas, reductasas, oxidasas, oxigenases, hidroxilasas y catalasas.

Transferasas: Catalizan varios tipos de transferencia de grupos de una molécula
(donor) a otra (aceptor). Ejs: aminotransferasas (transaminasas).

Hidrolasas: Catalizan la ruptura hidrolitica de enlaces quimicos, tales como C-O, y
C-N. Ejs: lipasas, peptidasas, amilasa, maltasa, pectinoesterasa, fosfatasa, ureasa,
pepsina, tripsina, quimotripsina.

Liasas: También catalizan la ruptura de enlaces (C-C, C-S y algunos C-N,
excluyendo enlaces peptidicos), pero no por hidrdlisis. Ejs.: decarboxilasas,
citrato- liasa , deshidratasas y aldolasas.

5. Isomerasas:. Ejs.: Epimerasas, racemasas y mutasas. no presentan

utilidad sintética
actualmente 16

12/12/2017
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Biocatalisis en la Manufactura de Drogas

Oxidoreductase: KRED

cl cl cl
KRED/NADPH
F — F F =N
Reduccion = NC”

c o Cl OH c\o‘\\

HNTON crizotinib

Transferasa: Transaminasa

F F
K@\m Transaminase Fw
N =N, - = N =N,
@{N e

F piridoxal F N

CF, Sitagliptin CF,

Hidrolasa: Lipasa

COEt Lipolase CO,Et
NC — \(\H\ WCOZH
Ot COH
eN 2= Hidrolisis N 2 NH,
Pregabalin
Liasa: Aldolasa

Q o DERA o m ol
kaH + QX)kH — > X on o O

Enlace C-C

O7\H
Acetaldeido lLzzs) O Atorvastatina

17
Bornscheuer, U. T., Huisman, G. W., Kazlauskas, R. J., Lutz, S., Moore, J. C., Robins, K. (2012). "Engineering the third wave of biocatalysis." Nature 485: 185.

Flujo de Trabajo

Desarrollo de Paneles Enzimdticos - -
Proceso se ajusta a la enzima vs.

La enzima se ajusta al proceso?
(Depende de la Etapa en el desarrollo
de la medicina)

Andlisis retrosintético/
investigacion de Paneles

Ingenieria de Enzimas

Seleccion de Enzima ..
(centrada en objeticos del proceso)

Proceso ajustado Enzima se ajusta
a la enzima al proceso

Optimizacion de Parametros de la

Reaccion

Enzima Modificada

Produccion de Enzima/ Produccion a Alta Escala

formulacion
18
Kumar, R, Martinez, C, Martin, V, Wong, J. (2016). Development of Chemoenzymatic Processes. Green Biocatalysis,165-178.
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En que Consiste el Desarrollo y @
Escalamiento de un Proceso?
Alta T
Escala
(volumen)

Entre mayor sea la

relacion de substrato a
enzima, mas facil el
escalamiento

Volumetric scale-up

Constant concentration
Increasing volume

Constant volume Ve Alta .
Increasing concentration Concentracion
—————————— (substrato/volumen Rx)

Mass scale-up

Lima-Ramos, J., Neto, W., Woodley, J. M., Topics in Catalysis, 2014, 57, 5, 301-320

RESPONDERA LA PREGUNTAHACIENDO
CLICK EN BREVE EN LA PANTALLA AZUL

Encuesta Para La Audiencia’ \.,%

¢éSi deseamos reducir enzimaticamente una cetona cuales
condiciones son mas faciles de llevar a cabo a amplia escala?
enzimaticamente por favor asumir que se tienen condiciones que
resultan en conversion total de substrato en producto

* 50 mgcetona/ml; 1:10 relaciéon substrato a enzima
* 1gcetona/L; 1:1 relacidn substrato a enzima
* 50gcetona/L; 100:1 relacidn substrato a enzima

* 0.1 mgcetona/ml; 10:1 relacion substrato a enzima

20

10
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Desarrollo de un Proceso:
Variables a Modificar (Disefio e Ingenieria)

S+E Medo p 4 E

(soIvente;

Ingenieria de substrato (S)
(modificar selectividad, union E+S)

Ingenieria del reactor (All) /_

- - Ingenieria de proteina (P)
Operacion batch, continua, R
©rp semi-batch, ISPR) (mutagenesis dirigida)

)

Ingenieria del Biocatalyzador

=lier = LY Ingenieria del medio
(formulacion, immobilizar, liofilizar, celulas)

(buffer, pH, co-solvente)

Sheldon, R., Pereira, P. Chem. Soc. Rev., 2017, 46, 2678--2691

Flujo de Trabajo @

Desarrollo de Paneles Enzimdticos - -
Proceso se ajusta a la enzima vs.

La enzima se ajusta al proceso?
(Depende de la Etapa en el desarrollo
de la medicina)

Andlisis retrosintético/
investigacion de Paneles

Ingenieria de Enzimas

Seleccion de Enzima ..
(centrada en objeticos del proceso)

Proceso ajustado Enzima se ajusta
a la enzima al proceso

Optimizacion de Parametros de la

Reaccion

Enzima Modificada

Produccion de Enzima/ Produccion a Alta Escala
formulacion

22

11
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Ejemplo # 1 Lyrica: Proceso de Primera @
Generacion para la sintesis de Pregabalina (1995)

WCOZH
NH,
(S)-Mandelic acid

Alto consumo energético
(reflujo) ﬂ

CO,Et

H
W - CO,Et
0

CN

Wcoza
N

CNDE

Hoekstra, M. S.; Sobieray, D. M.; Schwindt, M. A.; Mulhern, T. A.; Grote, T. M.; Racemato: 50 % desecho COH
Huckabee, B. K.; Hendrickson, V. S.; Franklin, L. C.; Granger, E. J.; Karrick, G. L. Org.  Ultimo paso en la sintesis
Process Res. Dev 1997, 1, 26- 38 NH;
e Sintesis adecuada para la manufactura de cientos de kg, pero: 2529 % overal yield
>99.5 % ee

¢ Potencial de mejoramiento
— Resolucion temprana en la sintesis?

— Cambio total? analisis retrosintetico ?

¢ Enantiomero que se desecha no es reciclable

Factor E 86 (86 kg Desecho por kg de Producto)

. ~ . 23
¢ Pregunta clave: Como disefiar un mejor proceso?

Exploracion de Ideas (Retrosintesis) @

\WTCN Y\(\NHZ Y\(\COZiPr

COR COH CO,iPr
Reduccioén Resolucis
N [romeon 7 s
(Lipasa)
transaminasa Hydrolysis
A RSN (Lipasa)
° j/\L |
COLH co
pregabalin

/ Wtrilasa
ene
reductasa
CN CN
M/COZEt CN Y\[
xCO,Et CN

24
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Resolucion Cinética de CNDE

CO,Et
* Hydrolasa

CO,Et

*
*

CO,H
CN

(S)-2

CO,Et
+ T “CO,Et
CN

(R)-1

* Resolucion Cinética/Hydrolisis en ester en C-diasterotopico

e 4 isdbmeros posibles en teoria

e Método analitico desarrollado para GC

® RI-HPLC también se utilizo

CO,Et CO,Et

Y\(k COM WCOzH
CN CN

CO,Et

1) NaOH 2R 352 25,352
—_—
I8 OOt e extract CO-Et COEt

1

WCOQH NCOQH
CN CN

2S,3R-2 2R,3R-2

WCOZEt WCOZEI
CN + CN

130°Cin GC

S-3 R-3

N
-Co,
CO,Et CO,Et
Ncozm Wcozm
CN CN
1) TMSCH,N, N 2R354 25,354
2) 130 °C in GCJ COLEt CO,Et

WCOZMe NCOZMe
CN CN

2S,3R-4 2R,3R-4

Resultados Iniciales

Enzyme E value Supplier
S selective
Thermomyces lanuginosa lipase >200 Novozymes
Rhizopus delemar lipase >200 Amano
Rhizopus niveus lipase 66 Amano
Mucor miehei esterase 52 Sigma
Pseudomonas sp. lipase 51 Sigma
Mucor miehei lipase 41 Novozymes
Rhizopus oryzae lipase 35 Amano
Candida antarctica lipase-A 5 Biocatalytics
Candida antarctica lipase-B 3 Biocatalytics
Poor S selective
Pig liver esterase <2 Biocatalytics
enteropeptidase <2 Sigma
Porcine kidney acylase <2 Sigma
Cholesterol esterase <2 Biocatalytics
R selective
Streptomyces griseus protease 20 Sigma
Streptomyces sp. protease 11 Biocatalytics

25

26
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Thermomyces lanuginosus Lipase (TLL) @

Tambien conocida como Humicola lanuginosa lipase o Lipolase.
MW 30 KDa, plegamiento o/, Ser 146 es un residuo catalitico

Enzima activada interfacialmente (a travez de una cadena de ~15

aminoacidos que muestra un cambio conformacional en presencia de la
interface, activando a a la enzima)

=

' 1&
) v
Closed

&
&

_¥

* Disponibleme comercialmente de Novozymes a bajo costo, ya que es
una enzyme utilizada en gran cantidad en la industria de detergentes.

27

Resolucion Cinética del Ester Ciano Malonato (CNDE)

CO,Et CO,Et CO,Et
* Lipolase AN ¥ *
COEt — CO,H T “CO,Et
CN 1 CN CN
(S)-2 (R)1
ee, ee,
100 100 N TS RS (;OZEI
b [ “I Hidrolisis enzimatica o
80 - (80 - \é(\é/N\ 2
70 | |70 /| 2s3R-4
A
60 - |- 60 “ —_J- \
40 4 [-40 - R .. . . V
w - -+ Hydrolisis quimica
20 - E =200 |20 : H £ ]
10 10 0 .‘“ﬂ I‘ﬂ‘.‘ ; "
o convers n [Z] o N L\ A\ ]

0 10 20 30 40 50 60 0 80 90 100

E= KS/KSM _ In

[L-x{t+ee, )| Infi—y(1—ce )]

Ko/Ka  IfL

—xli-ee,)| InfL-

X(1+ €€ )]

http://biocatalysis.uni-graz.at/enantio/cgi-bin/enantio.pl

12/12/2017
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Optimizacion: Definir Mezcla de Reaccion @

Lipolase CO.E
COEt 110 % viv O2Ft
" Co,Et COH ¥
4-40°C (S)-2
50-500g/L 16-20 h
(0.2-2M)

TLL muestra activacion en la interface acuosa-organica
Ingenieria del Medio de reaccion

*

CO,Et

C

(R)-1

N

Parametros optimizados (curvas de conversidn vs tiempo de reaccion son generadas

durante este proceso).
T/pH
Solventes

Aditivos (buffers, sales, resinas)

Titulador de pH usado en todas las reacciones

Formulacidn de enzima (liquida, deshidratada, inmovilizada)
Estudiar fendmenos de inhibicidn por producto u otros.

Demonstracion a Escala de 10

kg

29

)

26

CNDE Conversion by KOH Addition

45% -
S 40% —
o - | ——1
D 35% s =t =i
B _— —]
> 30% ——
8 25% —- S I
o 20% ] ] —~30M]___
g len s - 2.0M
c
S 7 2.5M
° 10% -
o [ 1.5M
o 5%7 -

0% = :

0 2 4 6 8 10 12 14 16 18 20 22 24
Time hours

Concentraciones de ester >1M fue posible mediante el uso de
Ca(OAc), (0.15 M) en la reaccion

30
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Proceso de Segunda Generacion (2005)
Biocatalytic Kinetic Resolution Route

Recycling CO,Et
NaOEt, 100 %
7 "CO,Et
COEt — CN
+
CO,Et
CN T, -
CNDE H,0 \h;oz H,0 Hy, Ni
rac- 2 COEt—— = CO,Et COzH
765 giL Lipolase an 2 m 2 H,0 2
3.25KglLH,0 Step1 Step 2 s NHy
(S)-CNDE acid tep 3 )
>08 % ee Pregabalin
@ 45-50 % conversion 99 % purity, >99.7 % ee

Overal 40-45 % yields
after 1 recycling

= Paso biocatalitico utiliza un contenido bajo de enzima (~0.5 % w/v)
= Las 3 reacciones se llevan a cabo en medio acuoso

= La resolucion se realiza temprano en la syntesis (enantiomero no
deseado se recicla)

= Factor E mejoro de 86 a 13

-Martinez, C. A.; Hu, S.; Dumond, Y.; Tao, J.; Kelleher, P.; Tully, L. Org. Process Res. Dev. 2008, 12, 392 2
-Dunn, P.J., Hettenbach, K., Kelleher P, Martinez C. A. Green Chemistry in the Pharmaceutical Industry, Wiley, 2010,161-177.

Flujo de Trabajo @

Desarrollo de Paneles Enzimdticos - -
Proceso se ajusta a la enzima vs.

La enzima se ajusta al proceso?
(Depende de la Etapa en el desarrollo
de la medicina)

Andlisis retrosintético/
investigacion de Paneles

Ingenieria de Enzimas

Seleccion de Enzima ..
(centrada en objeticos del proceso)

Proceso ajustado Enzima se ajusta
a la enzima al proceso

imizacion de Parametri /[
Optimizacion de Parametros de la Enzima Modificada

Reaccion

Produccion de Enzima/ Produccion a Alta Escala

formulacion

12/12/2017
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Preparacion de un Precursor de Crizotinib @

Cl
L DOm — O - o
‘ F Y ‘/
LN N/ Cl  OH HoN N
Xalkori
Cl (0] Cl OH
Enzyme
—_—
Cl Cl
NADPH
F F

Martinez, C. A,, et al. (2010). "Biotransformation-mediated synthesis of (1S)-1-(2, 6-dichloro-3-fluorophenyl) ethanol in enantiomerically
pure form." Tetrahedron: Asymmetry 21(19): 2408-2412.

33

(S)-1-(2,6-Dicloro-3-fluorofenil) etanol @

Cl [e] Cl OH “,
HoN
o ™ T

Enzyme |
- 0 HE
cl cl o-p-ofH\
NADPH o o
F F v NSy
4
m ) NLN// NH;
+ R = H (NADH)

NADP+ o = Phosphate (NADPH)
H —_—
Recycling Y Enzyme

. OH
Optlon 1 IPA Acetone
. OH OH O
Recycling )mr e L U T
. o - z K OH

Option 2 “1IoH GH  oH

Glucose Gluconic acid
Gluconolactone Se necesita

titulador de pH
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Ingenieria de la Enzima DKGA Reductase @

e DkGA= 2,5-diketo-D-gluconic acid (substrato natural)

e Enzima tambien presenta actividad para la sintesis de (S)-1-(2,6-Dicloro-3-
fluorofenil) etanol

* Seidentificaron 33
substituciones que
resultaron en incremento
de actividad (>120% WT
activity)

* Estas substituciones
fueron recombinadas

Rojo = mutagenesis dirigida 19 aa (saturacion)
Azul = mutagenesis dirigida 1 aa 35

Encuesta Para La Audiencia \%

RESPONDERA LA PREGUNTAHACIENDO
CLICK EN BREVEEN LA PANTALLA AZUL

¢Si decidimos saturar 10 % de los aminoacidos en una enzima de 300
aminodcidos (30 residuos), se obtendra una libreria de mutantes que
contiene cuantas variantes diferentes de la enzima?

e 30

* 570
30719
e 19730

36
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Efecto del Solvente en la Reaccion de DkgA @

100 mg/ml cetona + IPA-20h

Cl

Cl OH
90.00
80.00 DkGA
—_—
Cl Cl
~270.00 NADPH
o
— F F
 60.00
S
) 50.00 _NADPE
: Rk
> 40.00
c Acetone
° IPA
g 30.00
20.00 * Reacccion alcanza
Estado de equilibrio
10.00 . .
* Remocion de acetona permite
0.00 Llevar a cabo proceso a 100% vy a
10 16 alta escala
% IPA

Owt_ EC_DkgA @wt_PM_DkgA mQd11_PM_DkgA

WT= proteina en estado natural, no mutada,
EC= Eschericia coli, PM= Proteus mirabilis (bacterial), Qd11= proteina mutada

Remocidn de Producto in situ (ISPR) @

eProceso demonstrado a >200 kg
* GDH recicla NADPH usando glucosa como cosubstrato

¢ pH de reaccién se mantiene a 6.5 (GDH), RT, 36-40 h
¢ Producto (solido) precipita.

¢ Aislamiento del producto a través de filtracién centrifuga

Cl

Cl OH
DkgA
(+GDH)

DKGA

_—
cl GDH/Glucosa Cl « .
NADP+
L >g§ 094 yield
>99.
>150 g/L e

>99.7 purity

38
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Conclusiones (Aprendizaje de Esta Charla) @

La fabricacion sostenible de precursores farmacéuticos es uno de los usos principales
principales de la Biocatalisis, y es un area en constante desarrollo tecnoldgico y con
beneficios significativos en cuanto al concepto de quimica verde.

La utilizacion de enzimas en la industria farmacéutica estad enfocada principalmente ala
obtencidn de precursores quirales de farmacos.

Entre las enzimas mas utilizadas en el desarrollo de procesos estdn las hidrolasas, aldolasas,
ketoreductasas y transaminasas

El desarrollo y escalado de procesos enzimaticos desde el laboratorio a la escala comercial
esta facilitado por el uso de técnicas modernas como la bioinformatica, la ingenieria de
proteinas, la inmovilizacidén de enzimas, la ingenieria de reactores o del medio de reaccién

La investigacidon en biocatalisis requiere la participacion de distintas disciplinas, como la
quimica organica, bioquimica, ingenieria quimica, quimica analitica y biologia molecular.

El proceso para la preparacién de la droga Lyrica, ilustra la importancia de la ingenieria del
medio de reaccidn para obtener una ruta quimio-enzimatica con altos rendimiento, y
utilizando cantidades muy pequeiias de enzima, con operaciones simples en medio acuoso.
La preparacion de la droga Xalkori fue presentada mediante un proceso en el que se
combina la ingenieria de medio de reaccidn y la ingenieria de proteinas, para llevar a cabo la
reduccion de una cetona con alto impedimento estérico.

39
. Buen review en espanol: Gotor, V.; Herndiz, M. J. An. Quim. 201711327-35 (open access)
. Otros reviews recomendados: Patel, R. N. (2017). "Biocatalysis for Synthesis of Pharmaceuticals." Bioorganic & Medicinal Chemistry (in

press, https://doi.org/10.1016/j.bmc.2017.05.023), Woodley, J. M. (2017). "Biocatalytic Process Development." Applied Bioengineering:
Innovations and Future Directions (DOI: 10.1002/9783527800599.ch4), Huisman, G. W. and S. J. Collier (2013). "On the development of
new biocatalytic processes for practical pharmaceutical synthesis." Current Opinion in Chemical Biology 17(2): 284-292.

. Effectos de solvente: Martinez, C. A., et al. (2004). "An efficient enzymatic preparation of rhinovirus protease inhibitor intermediates."
Tetrahedron 60(3): 759-764.

. Ingenieria de substrato: da Silva, T. S., et al. (2016). "An unexpected inversion of CAL-B enantiopreference based on substrate
engineering of 2-bromoesters: Effect of (R)-1-phenylethyl moiety." Journal of Molecular Catalysis B: Enzymatic 133(Supplement 1):
$317-5323.

. Immobilizacion: Truppo, M. D., et al. (2012). "Development of an Immobilized Transaminase Capable of Operating in Organic Solvent."
ChemCatChem 4(8): 1071-1074.

. Precipitacion In-situ (ISPR): Burns, M., Martinez, C. A., Vanderplas, B.,Wisdom, R., Yu, S., Singer, R. A., Organic Process Research &
Development 2017 21 (6), 871-877

. Ingenieria de proteinas

—  Basheer, S. M. and S. Chellappan (2017). Enzyme Engineering. Bioresources and Bioprocess in Biotechnology: Volume 2 :
Exploring Potential Biomolecules. S. Sugathan, N. S. Pradeep and S. Abdulhameed. Singapore, Springer Singapore: 151-168.

— Lalonde, J. (2016). "Highly engineered biocatalysts for efficient small molecule pharmaceutical synthesis." Current Opinion in
Biotechnology 42(Supplement C): 152-158

—  Woodley, J. M. (2018). "Integrating protein engineering with process design for biocatalysis." Philosophical Transactions of the

Royal Society A: Mathematical,Physical and Engineering Sciences 376(2110). 40
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