CZ 283 141 B6

PATENTOVY SPIS

(19) (21) &islo ptihlasky: 364-94
CESKA (22) prihlaseno: 19. 08, 92
REPUBLIKA

(30) Pravo pfednosti:

(40) Zvetejnéno: 17. 08. 94
(Véstnik €. 8/94)

(47) udéleno: 14. 11. 97

(Véstnik ¢. 1/98)

PRUMYSLOVEHO
VLASTNICTVi

22.08.91 GB 91/9118149

(24) Oznameno udéleni ve Véstniku: 14. 01. 98,

(86) pcT islo: PCT/EP92/01892
URAD (87) PCT &islo zvefejnéni: WO 93/04189

(11) Cislo dokumentu:

283 141

(13) Druh dokumentu: B6

(51) nt. c1.8:
C12P 41/00
C12P 7/40
// (C12P 7/40,C 12 R 1:645)

(73) Majitel patentu:

LABORATORIOS MENARINI S.A., Badalona,

ES;

{72) Plvodce vynalezu: :
Evans Christopher Thomas, Heydon, GB;

Wisdom Richard Anthony, Holbrook Road,

GB;
Stabler Peter Joseph, St. Neots, GB;
Carganico Germano, Badalona, ES;

(74) zZastupce:

Korejzova Zdenika JUDr., Bfehova 1, Praha

1, 11000;

{54) Nazev vynalezu:
Zptisob vyroby pfevainé jednoho
z enantiomert chirdlni kyseliny
2-(benzoylfenyl)propionové

(57) Anotace:

Podstatu fe$eni tvofi zptisob vyroby pfevainé jedno-
ho z enanciomerfl kyseliny 2-(benzoylfenyl)propiono-
vé ze smési enanciomerti této kyseliny, v priib&éhu
postupu se jako biokatalyzator pouZiva mikroorga-

nismus Trichosporon ENZA I-3, IMI 348917.



10

15

20

25

30

35

40

45

50

CZ 283141 B6

Zpisob vyroby pievainé jednoho zenantiomerid chirdlni kyseliny 2-(benzoylfenyl)-
propionové

Oblast techniky

Vynélez se tykd moznosti rozdéleni enantiomert chiralni kyseliny 2-(benzoylfenyl)propionové,
béZznym nazvem ketoprofenu, zejména ziskani Eistého (S)-ketoprofenu.

Dosavadni stav techniky

Mnoho farmaceuticky aktivnich latek, pfipravovanych metodami chemické synthesy, je
ziskavano a prodavano jako smés stereoisomeri. Casto se viak stava, Ze biologicky aktivni je
pouze jeden z téchto stereoisomert. Doprovazejici enantiomer pak vykazuje jen velmi slabou &i
nulovou aktivitu a v nékterych pfipadech miZe puisobit toxicky nebo vyvolavat nezadouci
vedlejsi ucinky.

Védecké vyzkumy prokazaly, Ze protizanétliva aktivita 2-arylpropionovych kyselin naproxenu
a ibuprofenu je spojena s(S) enantiomerem. TotéZz plati pro ketoprofen, b&mé vyribény
a prodavany jako racemat.

Arylalkanové kyseliny se mohou 3tépit pomoci biotransformace, kterou znazorfiuje nasledujici
schéma:

Ar enzym AT COAH Ar COR
ymon YL
R R H R H

kde R je alkylova skupina, Ar je aromaticky zbytek a R je napfiklad alifaticky zbytek s 1 az 4
uhlikovymi atomy.

Zvlastnim ukolem tohoto vynélezu je navrhnout ekonomicky zpisob vyroby opticky &istého (S)-
ketoprofenu.

Podstata vynalezu

Podstatu vyndlezu tvofi zpiisob vyroby pfevainé jednoho zenanciomeri kyseliny 2-
(benzoylfenyl)propionové ze smési enanciomeru této kyseliny, v prib&hu postupu se jako
biokatalyzator pouziva mikroorganismus Trichosporon ENZA I-3, IMI 348917.

Postup zahrnuje biokatalytickou hydrolysu esteru racemického ketoprofenu, kterou vznika
biotransformaéni bujon, poskytujici ketoprofenovou kyselinu, podstatné obohacenou jednim
enantiomerem, a ester ketoprofenu, znaéné obohaceny druhym enantiomerem. Pokud je kysely
produkt biotransformace poZadovanym enantiomerem obohacen dostateén&, mize byt dal3iho
zlep3eni optické Cistoty dosaZeno snadno a hospodarné pouziti standardnich chemickych postupii
za vzniku sole s opticky vysoce &istym chirdlnim aminem a naslednou krystalizaci z roztoku.
Ester ketoprofenu zbyly po biotransformaci lze snadno vycistit, chemicky racemizovat
a recyklovat pro dalsi biotransformaci, ¢imz se zmensi naklady na vychozi material.
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Prednost uvadéného vynalezu spodiva v objevu biokatalyzitoru, ktery je vhodny pro vyse
popsanou biotransformaci: mikrob (ENZA-I3) se vyjimecné hodi k dosaZeni Zadaného rozliSeni.
Tento mikroorganismus byl pivodné isolovan pii testovani vzorkl z &istiren odpadnich vod,
které sledovalo moZnost ristu v ethanolu jako jediném zdroji uhliku. Nasledujici testovani
mikroorganismu na plotnach, které obsahovaly ethylketoprofen, prokazalo, Zze kolem kolonii
ENZA-I3 dochazi po jejich naristu Kk extensivnimu uvoliiovani ve vodé nerozpustného
ethylketoprofenu (coZz nasvédCuje mozné hydrolyse esteru). Provéfeni kapalného média
potvrdilo, Ze ENZA-I3 hydrolysuje ethylketoprofen v kapalné fazi znacné€ aktivnéji nez jiné
organismy.

Bylo prokazano, Ze tento kmen vykazuje mnozstvi dale uvedenych vlastnosti, vyhodnych pro
rozli$eni (S)-ketoprofenu a racemického esteru ketoprofenu:

(a) Hydrolysuje velmi rychle estery ketoprofenu s kratkym fetézcem.

(b) Produkuje zracemického ethylketoprofenu (S)-ketoprofenovou kyselinu stak vysokou
selektivitou, pokud se tykd enantiomeru, Ze pfi nizkych konversich mize byt ziskan (S)-
ketoprofen o Cistoté vyssi nez 95 %. Pri konversi blizici se 50 (40-50 %) klesa ¢istota na 90 %.
Tato selektivita se projevuje aniz by bylo nutné odstrafiovat vedlejsi aktivity (coz mize byt
nakladné) anebo zvySovat zadanou aktivitu klonovanim.

(c) Zaménou substratu zethylketoprofenu na methylketoprofen ize zménit selektivnost
biokatalyzitoru tak, Ze misto enantiomeru (S)) je pfednostné akumulovana (R)-ketoprofenova
kyselina. Po zvySeni biotransformace na vice nez 50 % miiZe byt timto zptisobem (S)-ketoprofen
produkovan jako methylester.

(d) Mikroorganismus rychle roste pfi laboratorni teploté - dvojnasobku dosahuje za 1,5 az 2
hodiny, coZ umoziiuje snadnou a hospodarnou pfipravu biokatalyzatoru.

Isolovany kmen byl identifikovan v holandském Centralnim Gfadu pro plisiiové kultury
(Centralbureau Voor Schimmelcultures, CBS), jako Trichosporon laibacchii (Windisch), ktery je
rovnéz klasifikovan jako Endomyces laibacchii. Rdzné alternativni kmeny tohoto druhu jsou
v CBS vefejné dostupné. Tyto kmeny, napi. CBS 5791, 5790, 5381 a 2495 byly ziskany
a testovany soubézné s organismem ENZA-I3. Testy prokézaly, Ze nékteré z téchto kment jsou
pro biotransformaci téméf tak vhodné jako ENZA-I3. V katalogu CBS z roku 1990 (32. vydani)
jsou tyto kmeny klasifikovany jako Trichosporon beigelii, ackoli byly v CBS nésledné
piejmenovany na Endomyces laibacchii. Testované kmeny T. beigelii vykazovaly podobnou
selektivitu jako ENZA-I3, i kdyz byly méné¢ aktivni.

Mikrob ENZA-I3 byl 20. srpna 1991 ulozen v Mezindrodnim mykologickém institutu
v anglickém Kew (International Mycological Institute, Kew, UK) za podminek stanovenych
Budapest'skou dohodou a bylo mu udéleno prirtistkové &islo 348917.

Dalsi charakteristiky mikroba ENZA-I3 jsou uvedeny néasledovné:

kvasny rist:  glukosa

aerobni rist:  D-glukosa
D-galaktosa
L-sorbosa
D-glukosamin
D-ribosa
D-xylosa

+ 4+ + 4+ + +
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zdroj dusiku:

rust:

vzhled:

D-arabinosa
D-arabinosa
L-rhamnosa
sacharosa
maltosa
aa-trehalosa

methyl-a-glukosid

celobiosa
salicin

arbutin
melibiosa
laktosa
rafinosa
melezitosa
inulin
rozpustny $krob
glycerol
meso-erithritol
ribitol

xylitol
L-arabinitol
D-glucitol
D-mannitol
galaktitol
myoinositol
glukonolakton
D-glukonan
D-glukuronan
D-galakturonan
di-laktat
sukcinat

citrat
methanol
ethanol

dusi¢nany
dusitany
ethylamin
L-lysin
kadaverin
kreatin
kreatinin
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vici dusiénanu
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+ pti 25 °C, 30°C
- pfi35°C, 37°C

kolonie - smetanové, membranosni

vldkna - dobfe vyvinuté pseudohyphae/septae hyphae arthrocandida
asci (viecka) - zadné

teliospory/basidia - zadné.
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Ptiklady provedeni vynalezu

Nasledujici priklady ozfejmuji vynalez. Dale uvedena média byla pouzita v prikladech 1 az 5 (v
nichZ byl produkovan (S)-ketoprofen):

slozka inokulaéni médium (g/1) ristové médium (g/1)
siran amonny 2 2
dihydrofosfore¢nan draselny 10 10

siran hofe¢naty (.7 H,0O) 0,5 0,5
kvasni¢ny extrakt (Fould 30 50
Springer)

stopové prvky 1 ml1 1 ml/l
odpénovaci ¢inidlo (FXO 371)* 1 ml/1 1 ml/1
glukosa - 50

* vyrobek chemické spole€nosti Ivanhoe, IL, USA

Pfed sterilaci médii v autoklavu bylo jejich pH upraveno na hodnotu 6,5 pomoci hydroxidu
sodného. Média byla pfed inokulaci tepelné sterilovana pfi teplot€é 121 °C po dobu 20 az 40
minut. Glukosa byla sterilovana ve formé& 50 % roztoku oddélené od zbytku média.

Biotransformadni smés:

fosfat sodny 100 mM, pH 6,5
kvasniény extrakt 10 g/l
Tween 80 5¢1

odpénovaci ¢inidlo (FXO 371) 1 ml/lL

Ethylester ketoprofenu byl do biotransformaéni smési pfiddn v takovém mnoZstvi, aby jeho
findlni koncentrace po ptidani inokula dosahla 50 g/l. Biotransformaéni médium bylo tepelné

sterilovano po dobu 20 az 40 minut pfi teplot¢ 121 °C; ethylester ketoprofenu byl tepelné
sterilovan oddélene.

Pouzity roztok stopovych prvkd mél nasledujici sloZeni:

CaClz. 2 H;}_O 3,57 g/]
ZnO 2,0 gl
CuCl,. 2 H,0 0,85 g/
Na;,Mo0O,. 2 H,0 4,8 gl
MnClz. 4 H20 2,0 g/l
FeCl,. 6 H,O 54 g/l
H;BO; 0,3 g/l
COClz. 6 Hzo 2,4 g/l
HCI 250 mll
Priklad 1

Buriky (ENZA-I3) byly naotkovany na agarové plotny YM (vyrobek firmy Difco) a inkubovany
2 dny pti 23 °C. Jednoducha kolonie pak byla pfenesena do 75 ml inokulaéniho média v 500 ml
tfepackové baiice a cely obsah byl ponechan 24 hodin aerobnimu ristu pfi 2 °C. Pak byla kultura
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pfenesena do kvasného tanku o obsahu 2,8 1, ktery obsahoval 1,5 I riistového média, zahfatého na
teplotu 23 °C. Riist probihal po 10 hodin za dostateéného provzdu$iiovani a michani k udrZeni
aerobnich podminek. Nakonec bylo 150 ml vysledné kultury ptfevedeno v 1,35 1
biotransforma¢niho média do nadoby o obsahu 2,8 1. Po dobu nasledné biotransformace byla
kultura michdna (1200 rpm), provzdusiiovana (0,5 vvm) ateplota byla udrZovana na 23 °C.
Vzorek odebrany po 20 hodinich od zagatku biotransformace obsahoval ketoprofen
v koncentraci 7 g/l a o Cistoté 98 % enantiomeru (S). Ve vzorku, odebraném 73 hodin od zagatku
inkubace, byla koncentrace ketoprofenu 23,3 g/l o istoté 94 % (S)-ketoprofenu.

Piiklad 2

Podobna metoda jako v pfikladu 1 byla pouzZita ve vét§im méfitku. Po naockovani bunék na
agarové plotny (firmy Difco) a dvoudenni inkubaci byly jednotlivé kolonie pieneseny do &ty
jednolitrovych kénickych lahvi, z nichZ kazda obsahovala 250 ml inokulaéniho média. Po dalsi
jednodenni kultivaci byl obsah v3ech lahvi pifeveden do 15 | kvasného tanku, obsahujiciho 9 1
ristového média. Po 10 hodinach aerobniho ristu byla zahajena biotransformace prenesenim 5 1
bunéfného bujénu do 75 litrové nadoby, ktera obsahovala 45 | biotransformadniho média.
UdrZeni aerobnich podminek zaji$toval pfivod vzduchu orychlosti 0,2 vwm asmés byla
promichavana rychlosti 500 ot/min. Analysa vzorku, odebraného 71 hodin po zalatku
biotransformace, prokéazala vznik ketoprofenu o koncentraci 17 g/l a &istot&€ 93 % ve prospéch
(S) enantiomeru.

Priklad 3

Kultury riznych kment, které jsou dostupné v CBS a jsou uvedeny v nasledujici tabulce, byly
z Cerstvych agarovych ploten YM pieneseny do 250 ml lahvi, obsahujicich 25 ml ristového
média bez glukosy. Po 24 hodinach ristu bylo 5 ml zka?dé kultury pfeneseno do 250 ml
kultiva¢nich lahvi, obsahujicich po 20 ml biotransformagniho média. Vzorky byly odebirany po
72 hodinach protiepavani pti 23 °C a jejich vysledky uvadi nasledujici tabulka:

Kmen vznikly ketoprofen (g/1) % (S) ketoprofenu
ENZA-I3 T. laibacchii 20 94
CBS 5791 T. laibacchii 17 93
CBS 5790 T. laibacchii 15 61
CBS 5381 T. laibacchii 13 93
CBS 2495 T. laibacchii 5 -*
CBS 6858 Trichosporon Sp <1 -*
CBS 5959 T. beigelii 1 -*
CBS 2466 T. beigelii <1 -¥

* Obtizné presné stanovit vzhledem k nizké koncentraci; selektivita vii¢i (S) enantiomeru (mensi
¢i vetdi) viak byla u téchto kmenil pozorovana

Piiklad 4

Bylo experimentélné prokazano, ze G¢innost biokatalyzatoru pfi biotransformaci je obdobna pfi
23 °C ipfi 26 °C. Rychlost biotransformace, probihajici pfi 20 °C se podoba rychlosti
transformace pfi 23 °C, ale selektivita biokatalyzatoru vzhledem k enantiomeru klesa natolik, Ze
pfi standardni biotransformaci (pfiklad 1) vznika po 72 hodinach kysely produkt o obsahu pouze
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88 % (S)-ketoprofenu (namisto 93 - 94 %). Pfi 30 °C klesa rychlost katalyzy 040 - 50 %
a zhor3uje se i selektivita vzhledem k enantiomeru.

Ptiklad 5
Vliv pH

Aktivita mikroorganismu byla zaznamenana mezi pH 4,5 a 7,5 (a témér urdité pfetrvava i vyse,
coz viak nebylo testovano). Selektivita biokatalyzatoru signifikantné klesa pfi pH niz8im nez 4,5.
Optimalni pH je uvaZovano v rozmezi hodnot od 6,5 do 7.5.

Za pouziti standardni metody (pfiklad 1) bylo pti pH 4,5 nalezeno ve vzorku odebraném v 66
hodiné 8 g/l ketoprofenu (o distot€ 91 % (S) enantiomeru); pii pH 6,5 obsahoval vzorek,
odebrany ve stejném case, 24 g/l ketoprofenu, tvofeného z 94 % (S) enantiomerem a pii pH 7,5
obsahoval vzorek, odebrany po 66 hodinach transformace, 23 g/l ketoprofenu (o ¢istoté 80 % (S)
enantiomeru).

Ptiklad 6
Vliv délky fetézce

Buiiky byly péstovany v médiu o pH 6,5 (upraveném hydroxydem sodnym), obsahujicim 25 g/l
kvasni¢ného extraktu, 10 g/l dihydrogenfosfore¢nanu draselného, 0,5 g/l hepthydratu siranu
hofecnatého, 2 g siranu amonného a 1 ml/l roztoku stopovych prvka (CaCl,.2H,0 - 53 g/l,
FeSO..7H,O - 2 g/l, MnSO.H,0 - 100 mg/l, ZnSO,.7H,0 - 200 mg/l, CuSO, - 40 mg/l,
CoCl,.6H,0 - 60 mg/l, NaMoQO, - 40 mg/l a H;BO; - 30 mg/l). Po celono¢ni kultivaci byly
kultury z20 % pfeneseny do 250 ml kultivanich lahvi, které shodn& obsahovaly 25 ml
uvedeného média, ale lisily se pfidavkem odlisnych ketoprofenovych esteri o koneéné
koncentraci 10 g/l. Byla sledovana rychlost biotransformace a Cistota ketoprofenového
enantiomeru; vysledky jsou uvedeny v nasledujici tabulce:

ester ketoprofenu relativni rychlost hydrolysy éistota

methyl 70 86 % (R)-ketoprofen
ethyl 100 93 % (S)-ketoprofen
butyl 65 78 % (S)-ketoprofen
oktyl 38 54 % (S)-ketoprofen
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PATENTOVE NAROKY

1. Zpisob vyroby pfevaZzné jednoho zenanciomerd chirilni kyseliny 2-(benzoylfenyl)-
propionové ze smési enanciomeri této kyseliny, vyznadujici se tim, Ze se
v pribéhu postupu jako biokatalyzitor pouzivd mikroorganismus Trichosporon ENZA I-3, IMI
348917.

2. Zpusobpodle nirokul, vyznadujici se tim, Zeseprovadi pfi hodnoté pH 4,5
az7,5.

3. Zpisob podle naroki 1 nebo2, vyzmadujici se tim, Ze se provadi pfiteploté
v rozmezi 20 az 30 °C.

Konec dokumentu
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