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DESCRIPCION

Procedimiento de hidrélisis enzimatica quimioselectiva de un compuesto diéster para la preparacion de un
compuesto monoéster monoacido

Introduccién

La presente invencion se refiere a un procedimiento de sintesis de un derivado de éster alquilico del acido 4-
carboximetil-2-alquiloxibenzoico a partir del derivado diéster.

Mas especificamente, se trata de un procedimiento de preparacién de éster etilico del acido 4-carboximetil-2-

etoxibenzoico,

EtO
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un intermedio de sintesis clave para la produccion industrial del principio activo farmacéutico repaglinida, utilizado
en el tratamiento de la diabetes.
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Técnica anterior

Se conoce de la técnica anterior el articulo del autor P. Miiller et al. publicado en la revista J. Med. Chem., 1998,
41(26), p 5219, que describe un procedimiento de sintesis de éster etilico del acido 4-carboximetil-2-etoxibenzoico
caracterizado por una reaccion de hidrolisis selectiva del derivado diéster correspondiente.

Esta reaccion de hidrélisis selectiva se efectla en etanol a una temperatura de 25°C y en presencia de una base
fuerte como, por ejemplo, una solucién acuosa de sosa.

Los limites de este procedimiento para una aplicacion industrial se encuentran en la formacion de subproductos en
cantidad no despreciable, especialmente el compuesto diacido que es dificil de eliminar, la necesidad de varios
tratamientos de extraccion y lavado o de varias recristalizaciones para el aislamiento del producto y por ultimo el
bajo rendimiento mésico de obtencién del producto esperado.

Por otro lado, la técnica anterior no describe procedimientos de preparacion de un compuesto de acido fenilacético
qgque comprenda una funcion éster en el nlcleo aromatico aplicando una reaccion de hidrolisis enzimatica
quimioselectiva del correspondiente compuesto diéster.

Particularmente, no se describe en la técnica anterior un procedimiento de hidrélisis enzimatica quimioselectiva de
una funcién éster de un acido fenilacetico con respecto a una funcién éster de un acido benzoico en un compuesto
que comprenda estas dos funciones.
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Objetos de la invencién

La presente invencién tiene como objeto principal resolver el nuevo problema técnico consistente en la provision de
un nuevo procedimiento de preparacion de éster etilico del acido 4-carboximetil-2-etoxibenzoico evitando la
formacion de subproductos y aumentando el rendimiento masico.

La presente invencién tiene también como objeto principal resolver el nuevo problema técnico consistente en la
provision de dicho nuevo procedimiento de manera que se minimice el coste de produccion.

La presente invencién tiene también como objeto principal resolver los nuevos problemas enunciados anteriormente
segun un nuevo procedimiento que permita preparar dicho intermedio de sintesis en cantidades y con una calidad
industrial compatibles con una produccién farmacéutica.

Sumario de la invencién

La solicitante ha puesto a punto ahora un nuevo procedimiento de sintesis del compuesto de férmula (1) tal como se
define a continuacién.

Mas particularmente, este procedimiento se realiza segun el esquema A a continuacion,
a Esquema A ()

hidrélisis enzimatica
8] L8] (8] OH
rR2” ~SR1 R2”

O (0] O O
R3” R3”

0 o

en las que R1, R2 y R3, idénticos o diferentes, representan individual e independientemente un grupo alquilo.

Segun un modo de realizacién particular, cada grupo R1, R2 y R3 es simultdneamente el mismo, ventajosamente
un etilo.

En el marco de la invencion, se obtiene el compuesto de formula (1) aplicando una reaccion de hidrdlisis enzimatica
guimioselectiva de una de las dos funciones éster.

Este procedimiento segun la invencién se caracteriza por una reaccion de hidrélisis enzimatica que comprende la
puesta en contacto del compuesto de formula (Il) con una lipasa que realiza la hidrélisis quimioselectiva de una sola
de las dos funciones éster del compuesto de formula (1), obteniendo el compuesto de férmula (l). En el marco de la
invencion, para la preparacion de repaglinida, se realiza la hidrolisis quimioselectiva de la funcion éster en posicion
4 del intermedio.

Segun otro modo de realizacion ventajoso de este procedimiento, se efectia la reaccion de hidrdélisis enzimatica en
una solucién a pH controlado en presencia o ausencia de un codisolvente organico. El valor de pH de la solucion se
controla durante la reaccion de tal manera que la actividad de la enzima no se vea afectada por este valor,
particularmente se mantiene este valor durante la reaccién entre 6 y 8.

Segun otro modo mas de realizacion ventajosa de este procedimiento, para la preparacion del intermedio de
sintesis de repaglinida, se realiza la reaccion de hidrélisis enzimatica a un pH controlado mediante el empleo de
una solucién tampo6n tal como una solucion acuosa basada en fosfato, carbonato o sulfato con un valor de pH
comprendido entre 6 y 8. Mas generalmente, el valor de pH de la soluciéon tampdn es tal que no afecta a la actividad
de la enzima utilizada.

Particularmente, la solucion tampoén es una solucién acuosa que tiene un valor de pH igual a aproximadamente 7,2.

Segun un modo de realizacion particular de la invencion, esta solucion tampon acuosa puede obtenerse mediante
el empleo de una solucién acuosa basada en fosfato, carbonato o sulfato, regulada a un valor de pH inicial
comprendido entre 6 y 8. Esta disponible comercialmente dicha solucién acuosa tampén.

Segun una variante de realizacion, se utiliza una solucion tampon acuosa que tiene un pH inicial de
aproximadamente 7,2, particularmente basada en fosfato de potasio.
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Segun otro modo de realizacion particular de la invencion, el procedimiento se caracteriza porque se efectla un
control del mantenimiento del valor de pH entre 6 y 8 en el transcurso del procedimiento mediante la adicion de una
solucidn acuosa de una base fuerte tal como un hidroxido o un alcoholato de metal alcalino.

La normalidad de la solucion de base fuerte es tal que permite una regulacién satisfactoria del valor de pH que
permite el mantenimiento de la actividad de la enzima.

Segun un modo de realizacién ventajoso, con el fin de asegurar el mantenimiento de la actividad de la enzima y de
evitar una hidrélisis significativa de la segunda funcién éster, particularmente en posicion 1 en el marco de la
fabricacion de repaglinida, se efectiia el control del valor de pH del medio de reaccion mediante la adicién de una
base fuerte tal como un hidréxido o un alcoholato de metal alcalino.

Preferiblemente, se efectla el control del pH mediante la adicion de una solucion de sosa, mas particularmente una
solucién acuosa de sosa. La normalidad de la solucién basica es tal que permite una regulacion satisfactoria del
valor de pH que permite el mantenimiento de la actividad de la enzima.

Segun un modo de realizacion ventajoso de este procedimiento segln la invencién, éste se caracteriza porque la
reaccion de hidrolisis enzimatica se efectlia a una temperatura comprendida entre 10 y 70°C, preferiblemente a una
temperatura de aproximadamente 45°C.

Segun otro modo de realizacion ventajosa de la invencion, la concentracion inicial de producto de partida esta
comprendida entre 1 kg/l y 50 g/l, preferiblemente entre 500 g/l y 50 g/I, muy preferiblemente la concentracion inicial
es de aproximadamente 400 g/l.

Mas en general, ventajosamente la concentracién inicial del producto de partida es practicamente el valor maximo
gue permite a la vez la solubilidad del producto en el disolvente seleccionado y la falta de degradacion de la
actividad de la enzima.

La enzima utilizada para realizar esta hidrolisis enziméatica selectiva es una lipasa.
La lipasa utilizada puede estar en forma sdlida, en solucidn, en suspension o inmovilizada sobre un soporte inerte.
La enzima puede utilizarse directamente en la forma comercializada o bien después de purificacion.

A modo de ejemplo, pero no limitativo, se puede utilizar en el marco de la invencién una enzima elegida entre una
lipasa, una lipasa obtenida a partir de una Aspergillus (Aspergilus niger, Aspergillus melleus, Aspergillus usuamii),
una Rhizopus (Rhizopus oryzae, Rhizopus niveus, Rhizopus sp, Rhizopus javenicus, Rhizopus delegar, Rhizopus
delemar), una Penicillium (Penicillium roquefortii, Penicillium cambertii, Penicillium cyclopium), una Mucor (Mucor
miehei liofilizada o sobre soporte (Chirazyme L9), Mucor javanicus, Mucor javenicus), una Candida (Candida
antartica, Candida antartica de tipo A liofilizada o sobre soporte (Chirazyme L5), Candida antartica de tipo B
liofilizada o sobre soporte (Chirazyme L2), Candida cylindraceae, Candida lypolytica, Candida rugosa), una
Pseudomonas (Pseudomonas fluorescens, Pseudomonas cepacia, Pseudomonas aeruginosa, Pseudomonas
stutzeri, Pseudomonas species), una Alkaligenes (Alcaligenes sp.), una Humicola (Humicola lanuginosa, lipasa de
Humicola sp.), una Geotrichum (Geotrichum candidum), un pancreas (pancreas de cerdo, pancreas porcino), una
Achromobacter (Achromobacter sp.), una Thermomyces (Thermomyces lanuginose) o una Burkholderia
(Burkholderia cepacia).

Entre las demas lipasas, se pueden citar igualmente a modo indicativo, pero no limitativo, una lipasa F14, una
lipasa F10, una lipasa F12, una lipasa Al, una lipasa F7, una lipasa F13, una lipasa F8, una lipasa F2, una lipasa
F3, una Amano 6, una lipasa AP15, una lipasa F, una Amano 50, una lipasa G, una lipasa F4, una lipasa F6, una
lipasa B1, una lipasa PS-D1, una lipasa PS-C2, una lipasa 1, una lipasa 1, una lipasa 2, una lipasa 4 Euroform, una
lipasa 4, una lipasa 6, una lipasa 7, una lipasa 10, una lipasa 11, una lipasa 12, una lipasa 13, una lipasa 14, una
lipasa 15, una lipasa 18, una lipasa 20, una lipasa PGE, una Ap-6 y una lipolasa.

Estas enzimas estan comercialmente disponibles en compaiiias tales como Sygma, Amano, Europa, Biocatalysts,
Boehringer, Novo-nordisk, Biotal, Enzymatix, Fluka, Genecore, Novorymes etc...

A modo de ejemplo, pero no limitativo, se puede utilizar segin otra variante mas de realizaciébn una enzima
comercial y ensayada en el procedimiento de la invencién, la de Candida cylindracea inmovilizada (Sigma), la de
Candida antartica B inmovilizada o la Novozyme 435 (Novozymes), la de Mucor miehei inmovilizada (Fluka), la de
Pseudomonas cepacia inmovilizada o la PSD1 (Amano), la de Pseudomonas menodicina o la Lumafast (Genecore),
la de Humicola languinosa o la lipolasa, la de Aspergillus niger o la AP6 (Amano), la de Penicillium camenbertii o la
lipasa G (Amano), la de germen de trigo (Fluka) o la de Rhizopus niveus.

Preferiblemente, la enzima elegida es una lipasa tal como particularmente una enzima obtenida a partir de Candida
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antartica de tipo B, por ejemplo la Novozyme 435 comercialmente disponible en la compafiia Novozymes.

Segun otro modo de realizacién de la invencion, la relacion de cantidad de enzima utilizada y cantidad de
sustrato/producto en peso/peso (la relacion E/S) estd comprendida entre 1/10.000 y 20/100, preferiblemente entre
1/1000 y 5/100.

Segun otro modo de realizacion mas de la invencion, la concentracion de enzima puede estar comprendida entre 1
g/l'y 10 g/l.

Segun una variante de realizacion particular, la duracién de la incubacién de la enzima esta comprendida entre 10
minutos y 4 dias, preferiblemente estd comprendida entre 0,5y 24 h.

Segun otra variante de realizacién particular mas, el codisolvente organico eventualmente utilizado, solo o en
mezcla, puede ser, a modo de ejemplo, pero no limitativo, un sulféxido como dimetilsulféxido (DMSQO), un nitrilo
como acetonitrilo, un alcohol como etanol, terc-butanol, isopropanol (IPA), una amida como dimetilformamida
(DMF), un éter como éter etilico, un hidrocarburo como hexano o un compuesto aromatico como tolueno.

La concentracién de codisolvente puede estar comprendida entre 0,1% y 30%.

Una vez eliminada en el tratamiento de la reaccién, la enzima puede reutilizarse de nuevo en el procedimiento de la
invencion.

Mas genéricamente, el nimero de ciclos de utilizacién de la enzima puede estar entre 1y 5, preferiblemente entre 1
y 3.

Definiciones
Las definiciones siguientes son aplicables a la descripcién y las reivindicaciones de la invencién.

Para facilitar la comprension, la nomenclatura de los grupos, reactivos, disolventes o productos es la nomenclatura
internacional o la nomenclatura utilizada cominmente por el especialista en la materia.

El término alquilo significa una cadena alquilo lineal o ramificada constituida por 1 a 10 &tomos de carbono.
El término alcéxido significa un grupo alquiloxilo lineal o ramificado constituido por 1 a 10 atomos de carbono.
El término metal alcalino significa un &tomo de sodio o potasio.

En los ejemplos, los porcentajes se dan en peso, la temperatura estd en grados Celsius y la presion es la presion
atmosférica, salvo que se indique lo contrario.

Para facilitar la compresion, la nomenclatura de los productos utilizada es la nomenclatura internacional utilizada
por el especialista en la materia.

Ejemplo 1 de la invencidn : Preparacion de éster etilico del acido 4-carboximetil-2-etoxibenzoico

Compuesto de formula (I) en la que R es un grupo etilo.

Enzima lipasa: Novozym 435

Solucién tampén: solucién acuosa de fosfato de potasio 0,2 My pH 7,2.

La cantidad de enzima utilizada es de 10 mg.

Se realiza la reaccién en un matraz de vidrio de 4 ml cerrado herméticamente a un tamafio de 1 ml.

Se fija el volumen de reaccién a 1 ml adaptando el volumen de solucién tampén con relacién a la cantidad de
materia prima utilizada.

Se efectlia la reaccion a 45°C.
Ejemplo 1 a) : 50 mg de diéster (concentracion 50 g/l).

Después de 1 h y 50 min de reaccion, se obtiene una tasa de conversién de un 100%.

Ejemplo 1 b): 100 mg de diéster (concentracion 100 g/l).
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Después de 2 h y 50 min de reaccion, se obtiene una tasa de conversién de un 100%.
Ejemplo 1 ¢): 200 mg de diéster (concentracion 200 g/l).
Después de 3 h'y 50 min de reaccion, se obtiene una tasa de conversién de un 80%.

Ejemplo 2 de la invencién: __Preparacion de éster etilico del acido 4-carboximetil-2-etoxibenzoico:

Compuesto de férmula (I) en la que R es un grupo etilo.

Enzima: Novozymes 435

Solucion tampon: solucién acuosa de fosfato de potasio 0,1 My pH 7,2.
Control del pH: solucién acuosa de NaOH 2,5 M.

Se realiza la reaccién en un matraz de vidrio de 100 ml cerrado herméticamente. Se afiaden 3,86 g (13,8 mmol) de
diéster en un volumen de tampén fosfato de 10 mly 0,2 g de enzima.

Se calienta el medio a una temperatura de 45°C.
Se mantiene el valor de pH a 7,2 mediante adiciones regulares de una solucién de sosa.
Después de 1 h'y 35 min de reaccion, la tasa de conversion es de un 100%.

Se elimina la enzima del medio por filtracion. Se lava la torta con agua caliente. Se reunen los filtrados y se
acidifican con una solucion de acido clorhidrico (HCI) al 20% hasta la obtencién de un valor de pH de 3,5.

Se pone en agitacion el medio, se enfria después con un bafio de hielo durante 1 h. Se filtra el precipitado formado
y después se seca a una temperatura de 45°C hasta la obtencién de un peso constante.

El producto obtenido es un sélido blanco.
Rendimiento: cuantitativo.

Pureza: 99,3%.
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REIVINDICACIONES

1. Procedimiento de sintesis del compuesto de formula (I) segun el esquema A anterior,
Esquema A
() q 0]

hidrolisis enzimatica
0 o o OH
rR2” “R1 R2”

o o O O
rR3” rR3”

0 o

en las que R1, R2, R3, idénticos o diferentes, representan individual e independientemente un grupo alquilo,
caracterizado por una reaccién de hidrdlisis enzimatica que comprende la puesta en contacto del compuesto de
férmula (1) con una lipasa, para obtener el compuesto de férmula (1).

2. Procedimiento segun la reivindicacion 1, caracterizado porque la reaccién de hidrélisis se efecta en una
solucién a pH controlado, particularmente por el empleo de una solucion tampon, en presencia o ausencia de un
codisolvente organico.

3. Procedimiento segun la reivindicacion 1 o 2, caracterizado porque la lipasa utilizada esta presente en forma de
sélido, en solucién, en suspension o también en forma inmovilizada sobre un soporte inerte.

4. Procedimiento segun una de las reivindicaciones 1 a 3, caracterizado porque la lipasa seleccionada puede
utilizarse directamente en la forma comercializada o después de purificacion.

5. Procedimiento segin una de las reivindicaciones precedentes, caracterizado porque esta controlado durante la
reaccion el valor del pH de tal manera que la actividad de la lipasa no se vea afectada por este valor de pH,
particularmente este valor de pH se mantiene durante la reaccién entre 6 y 8.

6. Procedimiento segun una de las reivindicaciones precedentes, caracterizado porque el nimero de ciclos de
utilizacién de la lipasa esta comprendido entre 1y 5.

7. Procedimiento segun una de las reivindicaciones precedentes, caracterizado porque la relacion de cantidad de
lipasa utilizada y cantidad de sustrato en valores de peso/peso (relaciéon E/S) estd comprendida entre 1/10.000 y
20/100, preferencial 1/1000 y 5/100.

8. Procedimiento segun una de las reivindicaciones precedentes, caracterizado porque la concentracién inicial del
producto de partida esta comprendida entre 1 kg/l y 50 g/I.

9. Procedimiento segun una de las reivindicaciones precedentes, caracterizado porque la hidrélisis enzimatica se
realiza a una temperatura comprendida entre 10 y 70°C.

10. Procedimiento segun una de las reivindicaciones precedentes, caracterizado porque se efectla el control del
pH del medio de reaccion mediante la adicion de una base fuerte, especialmente un hidréxido o alcoholato de metal
alcalino.

11. Procedimiento seguin una de las reivindicaciones precedentes, caracterizado por la ausencia de un
codisolvente organico.

12. Procedimiento segun una de las reivindicaciones precedentes, caracterizado porque cada grupo R1, R2 y R3
es simultdneamente un etilo.

13. Procedimiento segun una de las reivindicaciones 1 a 12, caracterizado porque la lipasa utilizada se obtiene a
partir de Candida antarctica de tipo B.

14. Procedimiento segln una de las reivindicaciones 2 a 13, caracterizado porque la soluciéon tampon es una
solucion acuosa basada en fosfato, carbonato o sulfato de un valor de pH comprendido entre 6 y 8, especialmente
una solucién acuosa basada en fosfato de potasio.
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15. Procedimiento segun la reivindicacion 14, caracterizado porque el valor inicial del pH de la solucién tampon es
de aproximadamente 7,2.

16. Procedimiento segun una de las reivindicaciones 2 a 13, caracterizado porque el control del pH se efectla
mediante la adiciéon de una solucién acuosa de una base fuerte, particularmente sosa.

17. Procedimiento segun una de las reivindicaciones 1 a 16, caracterizado porque la temperatura de reaccion es
preferiblemente aproximadamente 45°C.

18. Procedimiento segln una de las reivindicaciones 1 a 17, caracterizado porque la concentracion inicial del
producto de partida de férmula (Il) es aproximadamente 400 g/I.

19. Procedimiento segun una de las reivindicaciones 1 a 18, caracterizado porque la cantidad de lipasa esta
comprendida entre 1 g/l y 10 g/l.

20. Procedimiento segun una de las reivindicaciones 1 a 19, caracterizado porque el compuesto de formula () es
utilizado como intermedio de sintesis para la preparacién de repaglinida.
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