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DESCRIPCION
Sistemas no homogéneos para la resolucién de mezclas enantioméricas

Campo técnico de la invencién

La presente invencion se refiere a un procedimiento para la conversion enantioselectiva mediada por
biocatalizadores de las mezclas enantioméricas de ésteres hidrofébicos usando un sistema de disolvente bifasico.
Mas particularmente, la presente invencion se refiere a la sintesis enantioselectiva mediada por enzimas de los
compuestos antivirales, tales como 2-hidroximetil-5-(5-fluorocitosin-1-il)-1,3-oxatiolano (FTC) y sus analogos, en un
sistema de reaccion no homogéneo.

Antecedentes de la invencién

Existen serios obstaculos para comercializar los procedimientos viables para la resolucién enzimatica de las mezclas
enantioméricas de los ésteres hidrofébicos. Por ejemplo, cuando se usa un procedimiento de conversiéon enzimatica
en presencia de un disolvente organico, la velocidad de inactivaciéon de la enzima es muy elevada con respecto al
mismo procedimiento llevado a cabo en un disolvente acuoso. Un problema que causa confusion es que los
disolventes que son menos destructivos para el catalizador tienen a menudo menos capacidad para solubilizar la
mayoria de los sustratos hidrofébicos. En el mejor de los casos, algunos procedimientos serian mas eficaces si se
llevan a cabo en presencia de disolventes mas hidrofobicos, tales como los disolventes organicos no miscibles. Un
objetivo de la presente invencién es proporcionar un sistema no homogéneo, que permita que se conviertan mayores
concentraciones de sustratos hidrofébicos en producto, mientras que, de manera simultanea, consuman menos
catalizador.

Los obstaculos mencionados anteriormente se deben superar para reducir el coste de la produccién de farmacos
enantioméricos de farmacos antivirales. Tales farmacos son esenciales para ganar la lucha en la conquista de las
enfermedades virales emergentes. Por ejemplo, incluso hoy en dia, el indice de infeccidn por HIV continda a un ritmo
vertiginoso, con 16.000 nuevas infecciones al dia a nivel mundial [Balter, M. Science 280, 1863-1864 (1998)]. Hay
zonas de Africa subsahariana en las que al menos el 25% de la poblacién esté infectada, por ejemplo en Botswana y
Zimbabwe. Sin embargo, el coste de los farmacos antivirales, actualmente esta mucho mas alla del alcance de la
mayoria de tales victimas de la infeccion por VIH.

Los analogos nucleésidos, tales como 3'-tiaribofuranosil-BL-citosina ("3-TC"), 3'-azido-3'-desoxitimidina (AZT) [Blair
E., Darby, G., Gough, E., Littler, D., Rowlands, D., Tisdale, M. Antiviral Therapy, BIOS Scientific Publishers Limited,
1998], (-)-2',3'-didexosi-5-fluoro-3'-tiacitidina ("FTC") y 2',3'-didexosi-3'-tiacitidina son agentes antivirales importantes
[Liotta, D.C. 216th ACS National Meeting, Medicinal Chemistry Abstract, Boston, MA, August 2327, 1998; Hoong,
L.K., Strange, L.E., Liotta, D.C., Koszalka, G.W., Burns, C.L., y Schinazi, R. F., J. Org. Chem. 1992, 57, 5563-5565].
Se ha comercializado el 3-TC tanto como farmaco anti-VIH como farmaco anti-VHB y el FTC esta en ensayo clinico
para su evaluacién como un farmaco antiviral [Liotta, D.C., Schinazl, R.F., y Choi, W.-B., patentes de los Estados
Unidos de América N°° 5.210.085, 5.700.937 y 5.814.639]. Ya que la técnica es para obtener tanto el enantiémero (-)
(-)-FTC como el (-)-2',3"-didexosi-3'-tiacitidina, que presenta la actividad antiviral mas potente y de menor toxicidad,
en comparacion con los correspondientes isémeros (+), hay una necesidad imperiosa de procedimientos de
preparacion eficaces y rentables tanto de los isémeros (-)-FTC como de los isémeros (-)-21,3-didexosi-3'-tiacitidina
para ampliar las opciones de tratamiento de los pacientes en todo el mundo [Liotta, D.C. 216th ACS National
Meeting, Medicinal Chemistry Abstract, Boston, MA, August 23-27, 1998; Hoong, L.K., Strange, L.E., Liotta, D.C.,
Kaszalka, G.W., Burns, C.L., y Schinazi, R.F., J. Org. Chem. 1992, 57, 5563-5565].

Se han usado muchas enzimas hidrolasa para la resolucion de los ésteres de FTC [Hoong, L.K., Strange, L.E.,
Liotta, D.C., Koszalka, G.W., Burns, C.L. y Schinazi, R. F., J. Org. Chem. 1992, 57, 5563-5565]. Sin embargo, los
impedimentos permanecen en el desarrollo practico de los procedimientos quimicos mediados por enzimas para la
produccion de FTC y de los compuestos similares. Primero, las enzimas hidrolasa, con la excepcion de las lipasas,
se han considerado vulnerables al entorno bifasico (Documento WO 97/44445 Lalonde y col., J. Am. Chem._Soc.,
117, 6845-6852 (1995), Milton, y col., Chemical Abstracts, 124(5), resumen #55332 (1996), Brand y col., Chemical
Abstracts, 127(20), resumen #278395 (1997)). Segundo, la solubilidad de muchos ésteres de FTC en los medios
acuosos es demasiado baja para conseguir una produccion econdmicamente viable del producto resuelto. Una
solucion posible ha sido afiadir un disolvente co-organico miscible en agua para aumentar la concentracion del éster
en la disolucion. Un ejemplo es el uso de disoluciones de acetonitrilo y agua [Hoong, L.K., Strange, L.E., Liotta, D.C.,
Koszalka, G.W., Burns, C.L. y Schinazi, R.F., J. Org. Chem. 1992, 57, 5563-5565; Liotta y col., patente de los
Estados Unidos de América N° 5.827.727]. Aunque el uso de un disolvente organico miscible en agua y una
disoluciéon acuosa aumenta la concentracion del sustrato en disolucién, tiene el lamentable efecto de disminuir
drasticamente la conversion catalizada por la enzima y la estabilidad de la enzima. Este problema se acentlda
especialmente, cuando el sustrato no estad completamente disuelto, pero también esta presente como una
suspension sdlida sin disolver (alta concentracion de la carga de sustrato). Se obtuvieron resultados similares en
nuestro laboratorio. Cuando los disolventes organicos miscibles en agua, tales como isopropanol, dimetilformamida
(DMF), 1-metil-2-pirrolidinona, dimetilsulféxido (DMSQO), metanol, acetonitrilo, etanol, 1-propanol se usaron como
codisolventes para la resolucion, la carga de concentracion maxima del sustrato fue de un 3%. La presencia del
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sustrato no disuelto disminuy6 la enantioselectividad cuando la concentracion del sustrato fue superior a un 3%.
Ademas, el uso de disolventes organicos miscibles en agua y en disolucion acuosa, en concentraciones de
codisolventes organicos miscibles en agua superiores a un 20%, tenian un acentuado impacto negativo en la
actividad de la enzima, especialmente en la esterasa de higado de cerdo (PLE).

La presente invencion se dirige especificamente a diversos impedimentos en la realizacion de la técnica que tienen
el efecto de que la resolucion enzimatica de las mezclas enatioméricas sea caro econémicamente. Primero, se
penséd que la conversién enzimatica se deberia llevar a cabo en condiciones homogéneas, porque los sistemas
bifasicos daban como resultado una escasa reproducibilidad [véase Liotta y col., patentes de los Estados Unidos de
América N°° 5.827.727, 5.892.025, 5.914.331; o Matson, Patente de los Estados Unidos de América N° 4.800.162 en
la que se propone una membrana activada para separar los componentes acuosos y los organicos]. Una ventaja
potencial para el uso de los sistemas no homogéneos seria la solubilizacion mejorada del sustrato. Es de suponer
gue, en un sistema no homogéneo, se podria tener en cuenta una concentracion mayor de muchos sustratos
hidrofébicos. Antes de la presente invencion, se pensaba que se deberian evitar los disolventes alcohdlicos, porque
estos disolventes desnaturalizan las enzimas [Liotta y col., patentes de los Estados Unidos de América N°°
5.827.727, 5.892.025, 5.914.331]. La presente invencion es un avance sobre la técnica porque proporciona
especificamente el uso de disolventes alcohdlicos que forman sistemas no homogéneos con agua. Ademas, el uso
de sistemas de disolvente no homogéneo proporciona una solubilizacion aumentada para mas sustratos hidrofébicos
que se podrian tener en cuenta anteriormente en la técnica. Esto esta en contraste con otros procedimientos en los
que el mismo sustrato se hace mas soluble en agua y después es dispersada en el componente acuoso (Wald y col.,
Patente de los Estados Unidos de América N° 5.057.427). Ademas, la presente invencién desvela un procedimiento
que requiere una cantidad menor de enzima por unidad de producto.

Las mejoras adicionales conseguidas mediante la presente invencion permiten el uso de diversos disolventes
alcohdlicos en un procedimiento enzimatico. Ademas, la presente invencion proporciona un modo de procedimiento
alternativo, en el que los requisitos para la enzima y para el disolvente organico se reducen adicionalmente mediante
la adicion de tensioactivos. Finalmente, la presente invencion se dirige al suministro de un procedimiento enzimatico
mas eficaz que mantenga la enantioselectividad a un alto nivel.

Breve descripcion de los dibujos

El esquema 1 (pagina 23) describe la conversidon enantioselectiva de una forma enantiomérica de una mezcla
enantiomérica de butirato de FTC en el correspondiente alcohol no racémico y en el éster no racémico deseado.

Sumario de la invenciéon

La presente invencion se dirige a varias mejoras en los procedimientos para la produccion de un éster no racémico y
quiral. Mas especificamente, la presente invencién se dirige al suministro de un procedimiento mejorado que usa un
sistema no homogéneo bifasico empleando biocatalizadores para la resolucién de las mezclas enantioméricas de los
ésteres de FTC y los analogos de los ésteres de FTC. La presente invencion se dirige adicionalmente a las mejoras
que permiten una elevada carga de sustrato y que consumen cantidades reducidas de enzima.

Un primer procedimiento mejorado de acuerdo con la presente invencion proporciona la dispersiéon de una mezcla
enantiomérica de un éster en un sistema de disolvente organico para producir un componente organico en una carga
de sustrato elevada. Se proporciona un componente acuoso y preferentemente contiene una enzima hidrolasa en
dispersion. Como alternativa, se puede afadir la enzima hidrolasa al sistema no homogéneo completo o menos
preferentemente al componente organico. El procedimiento adicional requiere el contacto del componente organico y
del componente acuoso para formar un sistema no homogéneo, en las condiciones que permitan la resolucién de la
mezcla para producir un éster no racémico quiral y un alcohol no racémico. La combinacion del componente
organico y del componente acuoso forma un sistema no homogéneo. Usando sistemas no homogéneos, son
posibles concentraciones mas elevadas de sustrato. En una realizacién, después de llevar a cabo la reaccion, se
puede aislar el compuesto del éster no racémico quiral a partir del componente organico y se puede aislar el
compuesto del alcohol no racémico quiral a partir del componente acuoso. Las etapas de aislamiento pueden variar,
dependiendo del compuesto y de las condiciones en particular.

La presente invenciéon también proporciona un procedimiento alternativo que produce mejores resultados mediante
la reduccion drastica de la cantidad de enzima requerida para la produccion de un producto dado. Tal mejora se
consigue mediante la adicidon de tensioactivo a dicho sistema no homogéneo, para producir un sistema no
homogéneo mejorado que requiere menos disolvente organico para solubilizar el sustrato.

En otra realizacion, la presente invencién proporciona un procedimiento que usa una relacién fase organica/fase
acuosa reducida, que da como resultado una reduccion adicional de la enzima hidrolasa requerida.

En otra realizacion de la presente invencion, la adicién de tensioactivo al sistema permite la mejora de las
velocidades de la reaccion enzimatica y una mejor solubilizacién del sustrato. Las velocidades de reaccion
superiores dan como resultado una reducciéon de los costes globales de la enzima para el funcionamiento del
procedimiento.
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Descripcion detallada de la invencion

En la siguiente descripcion, los términos definen de la siguiente manera:
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Biocatalizador -- una molécula de proteina, tal como un enzima hidrolasa. Los ejemplos incluyen las
esterasas, las proteasas y las lipasas.

Compuesto quiral -- un compuesto que no es superponible a su imagen especular y que normalmente
contiene un atomo de carbono asimétrico, en el que cuatro grupos diferentes estan unidos al mismo atomo
de carbono.

Codisolvente -- un disolvente organico.

Conversién -- el procedimiento mediante el cual se trata una mezcla enantiomérica de los compuestos con un
catalizador que transforma un enantidmero sencillo en una entidad quimica diferente.

Diasteredmeros — los estereoisémeros que no se relacionan como reflexiones especulares entre ellos.
Dispersion — la distribucion de la enzima o del material de la mezcla enantiomérica en el disolvente. La
enzima se puede presentar en forma de un cristal de enzima reticulado, enzima inmovilizada o enzima
soluble y la mezcla enantiomérica puede ser soluble o puede contener particulas residuales. El sistema
disperso puede contener mas de tres fases con materiales soélidos cristalinos y/o materiales en forma de
particulas y dos fases liquidas diferentes.

Enantiémeros — las parejas de estereoisdmeros que son reflexiones especulares entre ellos. Un enantiomero
no es superponible a su imagen especular. Los enantidmeros son estereoisémeros quirales que solamente
difieren en cédmo reaccionan con otras moléculas quirales y en su comportamiento hacia el plano de la luz
polarizada. Los enantidmeros separados giran el plano de la luz polarizada de la misma manera pero en
diferentes direcciones. Los enantiomeros diferentes se distinguen mediante las denominaciones Ry Sy si el
plano de la luz polarizada gira hacia la derecha (dextrogiro (+)) o hacia la izquierda (levogiro (-)).

Exceso _enantiomérico -- en una mezcla (disolucion) de dos enantiomeros en la que un enantiémero esta
presente en mayor proporcion, la disolucion presentara la rotacién éptica (rotaciéon + o -) correspondiente al
enantiomero que esta presente en exceso. El exceso enantiomérico es el porcentaje del enantiomero
presente en exceso sobre aquel de la mezcla racémica y se calcula de la siguiente manera:

(rotacion especifica de lamezcla) + (rotacidon especifica
del enantiomero puro) x 100 = %
exceso enantiomeérico

Mezcla enantiomérica -- una mezcla de dos enantiémeros.

Enantioselectividad -- una preferencia para la conversion de un enantiomero a partir de una mezcla
enantiomérica.

Butirato de FTC -- se refiere a una mezcla enantiomérica del compuesto 2',3'-didexosi-5'-butirato-5-fluoro-3'-
tiacitidina o, usando una nomenclatura alternativa, el compuesto es 2-butiriloximetil-5-(5-fluorocitosin-1-il)-1,3-
oxatiolano o, de manera menos formal es el éster 5' butirato de 2-hidroximetil-5-(5-fluorocitosin-1-il)-1,3-
oxatiolano.

Disolvente organico parcialmente miscible en agua -- un disolvente organico que no es totalmente soluble en
agua a 25 °C y que forma disoluciones no homogéneas con agua. No completamente.

Sistema no homogéneo -- un medio bifasico que comprende un biocatalizador, un componente organico, un
componente acuoso y un sustrato. Un sistema no homogéneo también se puede referir a un medio no
homogéneo o a una condicién no homogénea o a una composicién no homogénea.

Sistema de disolvente orgénico -- una disolucion que comprende uno mas de los disolventes siguientes:
alcanos Ci;-Cg no sustituidos, alcoholes, compuestos aromaticos, éteres de cetona, nitro, haloalcano o
disolvente organico aromatico, tal como alcohol terc-amilico, alcohol isoamilico, 1-pentanol, 3-pentanol, 1-
butanol, 2-butanol, terc-butanol, 3-metil-3-pentanol, 4-metil-2-pentanol, 3-etil-3-pentanol, 3-heptanol, tolueno,
acetato de butilo, nitroetano, nitrometano, diclorometano, metil isobutil cetona, dimetil sulfuro, sulfolano o
cualquier otro disolvente organico miscible en agua en menos de aproximadamente un 50% que facilite la
disolucién de una mezcla enantiomérica sin destruir la capacidad de funcionamiento de la enzima.

Mezcla racémica -- una mezcla equimolar de dos enantimeros, también conocida como una modificacién
racémica, normalmente producida como resultado de una reaccién quimica en un centro quiral en la que no
se prefiere ningun producto enantiomérico.

Enantiémeros de resolucién o resolucion -- el procedimiento de separacion de parejas de enantibmeros a
partir de una mezcla enantiomérica.

Resolucion de una mezcla racémica -- la separacion de una mezcla racémica de enantiémeros.
Estereoquimica del FTC y del Butirato de FTC -- se muestra a continuacion la estereoquimica de los
compuestos de FTC mencionados a lo largo de la presente solicitud:
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Estereoisémero -- un compuesto cuyos atomos constituyentes estan colocados en el mismo orden que
aquéllos de otro compuesto, pero difieren solamente en la colocacion de sus atomos en el espacio. Los
ejemplos de estereoisémeros son los enantiomeros y los diasteredmeros.

Carga de sustrato -- la concentracion de una mezcla enantiomérica. Para los ejemplos que se muestran a
continuacion, la carga de sustrato se expresa como el % (peso/volumen del sistema no homogéneo), es
decir, en base al volumen total de disolvente. Para reiterarlo, el porcentaje de la carga de sustrato (%)
(peso/volumen) esta en base al volumen del sistema no homogéneo completo, que incluye tanto los
componentes acuosos como los organicos.

Tensioactivo -- los agentes tensioactivos que reducen la tensién superficial de las disoluciones cuando se
disuelven en dichas disoluciones. Los tensioactivos también reducen la tension interfacial entre dos liquidos o
entre un liquido y un sdlido. Los tensioactivos pertenecen a tres categorias que funcionan a través de un
mecanismo similar. Esas categorias incluyen los detergentes, emulgentes y agentes humectantes
dependiendo de la naturaleza de las superficies involucradas. La concentracion del tensioactivo se expresa
como un porcentaje (%) (peso/volumen) y esta en base al volumen del sistema no homogéneo completo, que
incluye tanto los componentes acuosos como los organicos.

Disolvente organico inmiscible en agua -- un disolvente organico que presenta una solubilidad maxima en
agua del 10% a 25 °C y que forma disoluciones no homogéneas con el agua. La concentracion del disolvente
organico se expresa como un porcentaje (%) (volumen/volumen) y esta en base al volumen del sistema no
homogéneo completo, que incluye tanto los componentes acuosos como los organicos.

Disolvente organico miscible en agua en menos de aproximadamente un 50% -- un disolvente organico que
es soluble en agua en menos de aproximadamente un 50% a 25 °C y forma una disolucion no homogénea
con el agua.

Codisolvente organico miscible en agua -- un disolvente organico que es totalmente miscible en agua a 25
°C.
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La presente invencidn proporciona un procedimiento y un sistema como se expone en las reivindicaciones adjuntas.
El procedimiento produce un éster no racémico y quiral de Férmula | usando una enzima hidrolasa:

NH;
FormulaI

Ny

R—C——

en la que:

R es alquilo C;-Cg;

X=HoF;

Y =CHy, O, S, Se o NH;

dicho procedimiento comprende las etapas de:

(a) dispersion de una mezcla enantiomérica de un éster de Férmula | con una concentracion entre un 5y
un 45% (peso/volumen de un sistema no homogéneo), en un sistema de disolvente organico para
producir un componente organico;

(b) proporcionar un sistema de disolvente acuoso para producir un componente acuoso; y

(c) poner en contacto dicho componente organico y dicho componente acuoso para formar un sistema
no homogéneo a una temperatura entre 5 °C y 45 °C, consiguiendo la resolucién de la mezcla para
producir un éster no racémico y quiral de Formula | y un alcohol no racémico de Férmula Il;

NH; Féormula II

Ny

en la que:

N Q
_ 0
H—DN
i
X=HoF;

Y=CH2 O, S,SeoNH,y

en la que dicha enzima hidrolasa es dispersada en dicho componente organico, en dicho componente acuoso o en
dicho sistema no homogéneo.

También se desvela en el presente documento un procedimiento para la produccion de un éster hidrofébico no
racémico y quiral, usando una enzima hidrolasa y dicho procedimiento comprende las etapas de:

(a) dispersién de una mezcla enantiomérica de dicho éster hidrofébico con una concentracién entre
aproximadamente un 1 y aproximadamente un 25% (peso/volumen del sistema no homogéneo), en un
sistema de disolvente organico para producir un componente organico;

(b) proporcionar un sistema de disolvente acuoso para producir un componente acuoso; y
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(c) poner en contacto dicho componente organico y dicho componente acuoso para formar un sistema no
homogéneo, en las condiciones que permitan la conversidn enantioselectiva de una forma enantiomérica de
dicha mezcla enantiomérica en el alcohol correspondiente; y

en el que dicha enzima hidrolasa es dispersada en dicho componente organico, en dicho componente acuoso o en
dicho sistema no homogéneo.

Como alternativa, la presente invencion proporciona los procedimientos para la produccién de un éster no racémico
y quiral de Férmula | a partir de una mezcla enantiomérica de formula | o a partir de una mezcla enantiomérica de un
éster hidrofébico, en la que dicho procedimiento comprende adicionalmente un tensioactivo.

Ademas, la presente invencién proporciona un procedimiento para la produccién de un éster no racémico y quiral del
2-butiriloximetil-5-(5-fluorocitosin-1-il)-1,3-oxatiolano usando una enzima hidrolasa y dicho procedimiento comprende
las etapas de:

(a) dispersion de una mezcla enantiomérica de dicho 2-butiriloximetil-5-(5-fluorocitosin-1-il)-1,3-oxatiolano
con una concentracion entre aproximadamente un 1 y aproximadamente un 25% (peso/volumen del sistema
no homogéneo), en un sistema de disolvente organico para producir un componente organico;

(b) proporcionar un sistema de disolvente acuoso para producir un componente acuoso; y

(c)poner en contacto dicho componente organico y dicho componente acuoso para formar un sistema no
homogéneo, en las condiciones que permitan la conversioén enantioselectiva de una forma enantiomérica de
dicha mezcla enantiomérica en el alcohol correspondiente;

en el que dicha enzima hidrolasa es dispersada en dicho componente organico, en dicho componente acuoso o en
dicho sistema no homogéneo; y

en el que la concentraciéon de dicha mezcla enantiomérica se calcula en base al volumen de dicho sistema no
homogéneo.

Una realizacion de la presente invencién proporciona un procedimiento para la producciéon de un éster no racémico y
quiral del 2-butiriloximetil-5-(5-fluorocitosin-1-il)-1,3-oxatiolano usando una enzima hidrolasa y dicho procedimiento
comprende las etapas de:

(a) dispersion de la mezcla enantiomérica de dicho 2-butiriloximetil-5-(5-fluorocitosin-1-il)-1,3-oxatiolano con
una concentracion entre aproximadamente un 1 y aproximadamente un 25% (peso/volumen del sistema no
homogéneo), en un sistema de disolvente organico para producir un componente organico;

(b) proporcionar un sistema de disolvente acuoso para producir un componente acuoso; y

(c)poner en contacto dicho componente organico y dicho componente acuoso para formar un sistema no
homogéneo, en las condiciones que permitan la conversion enantioselectiva de una forma enantiomérica de
dicha mezcla enantiomérica en el correspondiente alcohol;

en el que dicha enzima hidrolasa es dispersada en dicho componente organico, en dicho componente acuoso o en
dicho sistema no homogéneo;

en el que dicho componente organico comprende entre aproximadamente un 5 y aproximadamente un 90% de dicho
sistema no homogéneo;

en el que dicho sistema no homogéneo también comprende entre aproximadamente un 1 y aproximadamente un
20% de tensioactivo; y

en el que dicha concentracion del tensioactivo se calcula en base al volumen de dicho sistema no homogéneo.

Otro objeto de la presente invencién es proporcionar un sistema no homogéneo para la producciéon de un éster
hidrofébico, no racémico y quiral usando una enzima hidrolasa, que comprende:

(a) una enzima hidrolasa;

(b) un sustrato de éster hidrofébico;
(c) un componente organico; y

(d) un componente acuoso.

Es un objeto de la presente invencién proporcionar un procedimiento para la resolucién de un enantiomero deseado
a partir una mezcla enantiomérica.

También es un objeto de la presente invencién proporcionar un procedimiento para la resolucién de un enantiomero
deseado a partir de la mezcla enantiomérica de ésteres hidrofébicos.

Es un objeto adicional de la presente invencién proporcionar un procedimiento para la resolucion de enantiomeros
de los compuestos antivirales que tienen la Férmula | anterior.
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La realizacion mas preferida de la presente invencién proporciona un procedimiento para la resolucién enantiomérica
del butirato de FTC (0 en el que R es propilo, X =F e Y = S del compuesto anterior de Férmula I).

La carga de sustrato implica la dispersiéon de una mezcla enantiomérica de un éster hidrofébico en un sistema de
disolvente organico para producir un componente organico. El intervalo de concentracion expresado en unidades de
% (peso/volumen del sistema no homogéneo) es seleccionado del grupo que consiste en los intervalos entre
aproximadamente un 0,5% y aproximadamente un 45%; entre aproximadamente un 1,0% y aproximadamente un
45%; entre aproximadamente un 5,0% y aproximadamente un 45%; entre aproximadamente un 10% vy
aproximadamente un 40%; entre aproximadamente un 10% y aproximadamente un 30%; entre aproximadamente un
5 y aproximadamente un 20%; entre aproximadamente un 1% y aproximadamente un 5%; y entre aproximadamente
un 10% y aproximadamente un 20%.

En una realizacion preferida, los sistemas de disolvente organico de la presente invencion, comprenden uno o mas
disolventes organicos miscibles en agua, en menos de aproximadamente un 50%, que faciliten la disolucion de la
mezcla enantiomérica

En la realizacion preferida siguiente, los sistemas de disolvente organico de la presente invencion, comprenden uno
0 més alcoholes C4-Cs.

En la realizacién mas preferida, los sistemas de disolvente organico de la presente invencién, comprenden uno o
ambos de los alcoholes n-amilico y 3-metil-3-pentanol.

En una realizacion preferida, los sistemas de disolvente acuoso de la presente invencién comprenden agua, una o
mas sales tamponantes, agentes alcalinizantes, conservantes antimicrobianos, estabilizantes, adyuvantes de
filtracion, coenzimas u otros excipientes que facilitan la dispersion y el funcionamiento de la enzima.

En la siguiente realizacion preferida, los sistemas de disolvente acuoso de la presente invencion comprenden agua,
una o mas sales tamponantes, agentes alcalinizantes u otros excipientes que facilitan la dispersion y el
funcionamiento de la enzima.

En una realizacién preferida siguiente, los sistemas de disolvente acuoso de la presente invencion comprenden agua
y un tampon fosfato entre aproximadamente 0,01 y aproximadamente 0,5 molar con un pH entre aproximadamente
7,0 y aproximadamente 8,0.

En la realizacion mas preferida, los sistemas de disolvente acuoso de la presente invencién comprenden agua, un
tampon fosfato entre aproximadamente 0,2 y aproximadamente 0,4 molar con un pH entre aproximadamente 7,2 y
aproximadamente 7,8.

En otra realizacion de la presente invencion, la enzima hidrolasa es capaz de resolver una pareja de enantiomeros.

En otra realizacién de la presente invencion, la enzima hidrolasa es capaz de resolver una pareja de enantiomeros
mediante una reaccidn esteroselectiva catalizada por enzima con un enantiémero.

En una realizacién preferida de la presente invencién, la enzima hidrolasa es capaz de resolver una pareja de
enantiomeros mediante una conversion esteroselectiva catalizada por enzima de un enantiémero.

En la realizacién mas preferida de la presente invencion, la enzima hidrolasa es capaz de resolver una pareja de
enantiomeros mediante la conversion esteroselectiva catalizada por enzima del enantiémero (+) del 2-butiriloximetil-
5-(5-fluorocitosin-1-il)-1,3-oxatiolano (o en el que R es propilo, X = F e Y = S de la Formula | anterior o butirato de
FTC).

En una realizacién de la presente invencion, el biocatalizador es una enzima.
En otra realizacion preferida de la presente invencién, la enzima es una hidrolasa.

En una realizacion preferida de la presente invencion, la enzima es seleccionado del grupo que consiste en
esterasas, lipasas y proteasas.

En la realizacion mas preferida de la presente invencién, la enzima es seleccionado del grupo que consiste en lipasa
pancreatica de cerdo ("PL"), lipasa de las especies Pseudomonas, lipasa de Aspergillus niger, subtilisina o esterasa
de higado de cerdo ("PLE").

En una realizacion de la presente invencion, el biocatalizador se afiade al sistema no homogéneo después de que el
componente acuoso entre en contacto con el componente organico para producir un sistema no homogéneo.

En otra realizacion de la presente invencion, se afiade un biocatalizador a la fase organica como parte del
componente organico antes de que el componente acuoso entre en contacto con el componente organico para
producir un sistema no homogéneo.
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En una realizacion preferida de la presente invencién, se afiade un biocatalizador a la fase acuosa para crear un
componente acuoso después de que el componente acuoso entre en contacto con el componente organico pero
antes de la agitacion y de la mezcla para producir un sistema no homogéneo.

En la realizacion mas preferida de la presente invencion, se afiade un biocatalizador a la fase acuosa para crear un
componente acuoso antes de que el componente acuoso entre en contacto con el componente organico para
producir un sistema no homogéneo.

En una realizacién de la presente invencion, el sistema no homogéneo usado en el procedimiento para resolver las
mezclas enantioméricas contiene un tensioactivo. El intervalo de concentracién de tensioactivo en % (peso/volumen
del sistema no homogéneo) es seleccionado del grupo que consiste en entre aproximadamente el 1 y
aproximadamente un 30% de tensioactivo; entre aproximadamente un 1% y aproximadamente un 20% de
tensioactivo; entre aproximadamente un 1% y aproximadamente un 10% de tensioactivo; entre aproximadamente un
1% y aproximadamente un 5% de tensioactivo; entre aproximadamente un 5% y aproximadamente un 30% de
tensioactivo; entre aproximadamente un 10% y aproximadamente un 25% de tensioactivo; entre aproximadamente
un 15% y aproximadamente un 25% de tensioactivo; entre aproximadamente un 20% y aproximadamente un 30% de
tensioactivo; y entre aproximadamente un 5% y aproximadamente un 15% de tensioactivo.

En una realizacion de la presente invencion, la enzima se inmoviliza en una matriz.

En una realizacion preferida de la presente invencion, la forma enzimatica es aquélla en forma de un cristal
reticulado de enzima, tal como, por ejemplo, aquéllas descritas en el documento de solicitud de patente PCT WO
92/02617 (Navia y col.).

En la siguiente realizacion preferida de la presente invencion, la forma enzimatica es aquélla de una disolucion
controlada de cristal de proteina reticulado, tal como, por ejemplo, aquéllas descritas en el documento de solicitud de
patente PCT WO 98/46732 (Margolin y col.).

En la realizacién mas preferida de la presente invencién, la enzima se presenta en una forma soluble.

En una realizaciéon de la presente invencion, dichos sistemas no homogéneos comprenden entre aproximadamente
un 10% y un 99% del componente organico. En otra realizacion de la presente invencion, dichos sistemas no
homogéneos comprenden entre aproximadamente un 10% y aproximadamente un 90% del componente organico.
Mas preferentemente, los sistemas no homogéneos comprenden entre aproximadamente un 20% vy
aproximadamente un 80% del componente organico. Incluso mas preferentemente, dichos sistemas no homogéneos
comprenden entre aproximadamente un 30% y aproximadamente un 70% del componente organico. Incluso en una
realizacion mas preferida, dichos sistemas no homogéneos comprenden entre aproximadamente un 10% y
aproximadamente un 50% del componente organico. En otra realizacion preferida, dichos sistemas no homogéneos
comprenden entre aproximadamente un 10% y aproximadamente un 60% del componente organico. En una
realizacién preferida adicional, dichos sistemas no homogéneos comprenden entre aproximadamente un 20% y
aproximadamente un 70% del componente organico. En todavia otra realizacion preferida, dichos sistemas no
homogéneos comprenden entre aproximadamente un 50% y aproximadamente un 20% del componente organico.

En una realizacion de la presente divulgacion, dichos procedimientos para la resolucién de un enantiomero deseado
se llevan a cabo a una temperatura o temperaturas seleccionadas del grupo que consiste en entre aproximadamente
0 °C y aproximadamente 45 °C; entre aproximadamente 10 °C y aproximadamente 45 °C; entre aproximadamente 20
°C y aproximadamente 45 °C; entre aproximadamente 30 °C y aproximadamente 45 °C; entre aproximadamente 10
°C y aproximadamente 40 °C; entre aproximadamente 10 °C y aproximadamente 30 °C; entre aproximadamente 10
°C y aproximadamente 25 °C; entre aproximadamente 15 °C y aproximadamente 40 °C; entre aproximadamente 15
°C y aproximadamente 35 °C; entre aproximadamente 15 °C y aproximadamente 30 °C; entre aproximadamente 15
°C y aproximadamente 25 °C; y entre aproximadamente 20 °C y aproximadamente 35 °C.

En una realizacion preferida, dicho componente acuoso usado en los procedimientos de la presente invencion
comprende al menos el 10% (volumen/volumen) de dicho sistema no homogéneo.

En la siguiente realizacion preferida, dicho componente acuoso usado en los procedimientos de la presente
invencion comprende al menos el 50% (volumen/volumen) de dicho sistema no homogéneo.

En la realizacion mas preferida, dicho componente acuoso usado en los procedimientos de la presente invencion
comprende al menos el 90% (volumen/volumen) de dicho sistema no homogéneo.

En una realizacién de la presente invencion, dicho procedimiento para la resolucion de un enantiomero deseado se
lleva a cabo en un sistema no homogéneo que comprende un tensioactivo. Cuando un tensioactivo es parte de dicho
sistema no homogéneo, el intervalo de concentracién del componente organico en % (volumen/volumen) es
seleccionado del grupo que consiste en entre aproximadamente un 5% y aproximadamente un 90% de dicho
sistema no homogéneo; entre aproximadamente un 5% y aproximadamente un 80% de dicho sistema no
homogéneo; entre aproximadamente un 5% y aproximadamente un 70% de dicho sistema no homogéneo; entre
aproximadamente un 5% y aproximadamente un 60% de dicho sistema no homogéneo; entre aproximadamente un
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5% vy aproximadamente un 50% de dicho sistema no homogéneo; entre aproximadamente un 5% vy
aproximadamente un 30% de dicho sistema no homogéneo; entre aproximadamente un 5% y aproximadamente un
20% de dicho sistema no homogéneo; entre aproximadamente un 5% y aproximadamente un 10% de dicho sistema
no homogéneo; entre aproximadamente un 10% y aproximadamente un 30% de dicho sistema no homogéneo; entre
aproximadamente un 10% y aproximadamente un 20% de dicho sistema no homogéneo; entre aproximadamente un
20% y aproximadamente un 70% de dicho sistema no homogéneo; o entre aproximadamente un 25% vy
aproximadamente un 50% de dicho sistema no homogéneo; y entre aproximadamente un 30% y aproximadamente
un 60% de dicho sistema no homogéneo.

El esquema de reaccion para la resolucidon de una mezcla enantiomérica se ilustra en la reaccion que se muestra en
el Esquema 1 (citado posteriormente, pagina 23), en el que los sustratos fueron, acetato, formiato, propionato,
butirato, pentanoato u otro n-alquilo y cadena ramificada o aril ésteres de FTC o derivados de tales ésteres de FTC y
los codisolventes organicos fueron cualquier disolvente alcohdlico, alcano, compuesto aromatico, éter de cetona,
nitro, haloalcano o disolvente organico aromatico que fuera miscible en agua menos de un 50%, tales como alcohol
n-amilico, alcohol isoamilico, alcohol terc-amilico, 3-pentanol, 1- o 3-heptanol, 3-metil-3-pentanol, 4-metil-2-pentanol,
3-etil-3-pentanol, 1- o 2-butanol, nitrometano, diclorometano, metil isobutil cetona, dimetil sulfuro, sulfolano y otros.

En el Esquema 1, que se muestra a continuacion, los productos de la reaccion fueron un éster no racémico y un
alcohol no racémico (Esquema 1). En un ejemplo, cuando X es Fluor, R es C3H e Y es Azufre, entonces el
compuesto A representa una mezcla enantiomérica de butirato de FTC. Se han usado como catalizadores diversas
enzimas hidroliticas tales como, esterasa de higado de cerdo (PLE), lipasa de las especies Pseudomonas (PSL) y
lipasa del Aspergillus niger (ANL). [Para las reacciones catalizadas por PLE en disolventes organicos mixtos: Véase
Ariente-Fliche, C., Braun, J. y Le Goffic, F., Synth. Commun. 22, 1149-1153 (1992); Basavaiah, D. y Krishna, P.R.,
Pure & Applied Chem., 64, 1067-1072 (1992); Basavaiah, D., Pandiaraju, S. y Muthukumaran, K., Tetrahedron:
Asymmetry, 7, 13-16, (1996); Mahmoudian, M., Baines, B.S., Dawson, M.J., y Lawrence, G.C., Enzyme Microb.
Technol., 14, 911-916, (1992); Izumi, T. y Kasahara, A., patente de Japon N° JP08092269A (1996)].

Esquema 1

Mezcla Ester Alcohol
Enantiomeérica no racémico no racémico

N, NE; N,

kr& X \Ek x\[&
.3 M M
o H“L‘h biocatalizador s ] N'% = ’L*a
B/lkol\(:j Tampén acuoso E'Jko‘ﬂd"‘(pj ,W/\(:);d
Y disolvente organico ¥
[+H [+H [+}2

R es alquilo C1-Csg, alquenilo o alquinilo; X = H, o F; Y = CHy, O, S, Se o NH; el biocatalizador puede ser una enzima
soluble, inmovilizada o la forma de cristal de enzima reticulado; el codisolvente organico puede ser cualquier
disolvente organico que sea miscible en agua en menos de aproximadamente un 50%, tal como alcohol n-amilico,
alcohol iso-amilico, alcohol terc-amilico, 3-pentanol, 1- o 3- heptanol, 3-Me-3-pentanol, 4-Me-2-pentanol, 3-Et-3-
pentanol, 1- o 2-butanol, nitrometano, diclorometano y otros.

Los biocatalizadores pueden ser enzima soluble, enzima inmovilizada o la forma de cristal reticulado de la enzima
(CLEC™) (Altus Biologics, Inc., Cambridge, Massachusetts). La reaccién se puede llevar a cabo en un reactor
discontinuo, una columna, una membrana de fibra hueca [Enzyme Catalysis in Organic Synthesis, pp. 138-150,
editado por Drauz, K. y Waldmann, H., VCH Verlagsgesellschaft GmbH, Weinheim, 1995] o un reactor de membrana
[Dodds, D.R., Lopez., J.L., Zepp, C.M., y Rossi, R.F. Solicitud de Patente PCT N° WO 90/04643, Mayo, 1990].

La eleccion de la mejor enzima en particular para un par de sustrato dado se determina mediante el tratamiento de
las muestras de los pares enantioméricos con diversas enzimas tales como la esterasa de higado de cerdo, lipasa
pancreatica de cerdo, lipasas de las especies Pseudomonas (PSL) y lipasa del Aspergillus niger (ANL) y las
proteasas tales como la subtilisina o la a-quimotripsina. Después del tratamiento de la mezcla enantiomérica con la
enzima de resolucion, los productos se aislan usando los procedimientos de extraccion estandar o de cromatografia.
La enzima que produce el mayor exceso enantiomérico del producto deseado deberia ser la mejor candidata para su
uso en el procedimiento.

El procedimiento se puede mejorar adicionalmente mediante la eleccién de una combinaciéon de una mezcla
enantiomérica y una enzima de resolucién dadas y determinando las condiciones ideales para el disolvente de la
reaccion. En un sistema bifasico, se debe determinar la elecciéon del disolvente organico. El disolvente organico
Optimo se puede determinar mediante el tratamiento de las muestras de la mezcla enantiomérica con la enzima
seleccionada en presencia de la misma cantidad de una coleccion de disolventes organicos miscibles en agua no
mas de aproximadamente un 50%. Los disolventes particulares incluyen cualquier alcohol miscible en agua en
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menos de aproximadamente un 50% de (solubilidad inferior al 50% en agua a temperatura ambiente), alcano,
compuestos aromaticos, éter de cetona, nitro, haloalcano o disolventes organicos aromaticos, tales como alcohol n-
amilico, alcohol isoamilico, alcohol terc- amilico, 3-pentanol, 1- o 3-heptanol, 3-metil-3-pentanol, 4-metil- 2-pentanoal,
3-etil-3-pentanol, 1- o 2-butanol, nitrometano, diclorometano, metil isobutil cetona, dimetil sulfuro, sulfolano, etcétera.
Tras el tratamiento de la mezcla enantiomérica con la enzima de resolucién en presencia de cantidades iguales de
diversos disolventes, se aislan los productos usando los procedimientos de extraccién estandar o de cromatografia.
El par disolvente/enzima que produce el mayor exceso enantiomérico del producto deseado deberia ser el mejor
candidato para su uso en el procedimiento.

La cantidad relativa del disolvente organico seleccionado también se deberia evaluar para conseguir los mejores
resultados. Para hacer esto, se sigue un procedimiento similar como se ha descrito anteriormente. Usando una
enzima/mezcla racémica en particular, la relacion entre el disolvente organico/disolvente acuoso seleccionada se
varia de una manera tal como la siguiente: 95:5, 90:10, 80:20, 70:30, 60:40, 50:50, 40:60, 30:70, 20:80, 10:90 y 5:95,
([disolvente orgéanico]: [disolvente acuoso]). Las muestras idénticas de una mezcla enantiomérica se tratan con una
cantidad de estandar de una enzima particular en presencia de relaciones variables de disolvente organico a
disolvente acuoso durante un tiempo establecido. El volumen total se mantiene constante. Tras el tratamiento de una
mezcla enantiomérica con la enzima de resolucién en presencia de cantidades iguales de diversos disolventes, los
productos se aislan usando procedimientos de extraccion estandar o de cromatografia. El par sistema de
disolvente/enzima que produce el mayor exceso enantiomérico del producto deseado deberia ser el mejor candidato
para su uso en el procedimiento.

Como alternativa, para algunas combinaciones de mezcla racémica:enzima:disolvente organico, se podria mejorar la
actividad enzimatica y disminuir los niveles de disolvente organico mediante la adicién de tensioactivos a la reaccion,
para evaluar si se deberia afiadir un tensioactivo a un procedimiento particular. Se puede llevar a cabo alguna
variacion del siguiente procedimiento. Primero, es seleccionado un tensioactivo mediante el tratamiento de las
muestras de una mezcla enantiomérica con la enzima seleccionada y una serie de tensioactivos en presencia de un
sistema no homogéneo compuesto por un disolvente organico miscible en agua en menos de aproximadamente un
50% y un disolvente acuoso. El sistema deberia ser uno que se sea compatible con la realizacién de la reaccion en
ausencia de un tensioactivo. Ejemplos de tensioactivos incluyen los Tweens, tales como Tween 20™, Tween 80™,
Prionex™, Teepol HB7™, Tergitol TMN-6™, Tergitol TMN-10™, Tergitol NP-4™, Tergitol 15-S-3™, Igepal CA-
630™, Tyloxapol™, Glucosa-acido oxicolico, B-gluco-pirandsido de octilo, CHAPS™, sulfosuccinato de dioctilo o
acido dexosicdlico. Tras el tratamiento de una mezcla enantiomérica con la enzima de resolucién en presencia de un
sistema de disolvente bifasico y una cantidad constante de diversos tensioactivos, los productos se aislan usando
los procedimientos de extraccion estandar o de cromatografia. La combinacién de disolvente/enzima/tensioactivo
que produce el mayor exceso enantiomérico del producto deseado en un tiempo establecido deberia ser el mejor
candidato para su uso en el procedimiento.

El tensioactivo se debe afadir con una concentracion o intervalo de concentraciones dependiendo de cuantas
muestras se puedan procesar de una vez. Para una combinacion dada de disolvente/enzima/tensioactivo, se deberia
determinar la concentracion éptima de tensioactivo. Alguien experto en la materia se dara cuenta de que se deberian
preparar una serie de reacciones independientes, diferenciandose solamente en la concentracion del tensioactivo.
Por ejemplo, la reaccion se puede llevar a cabo usando PLE en pentanol al 20% y tampon Tris(hidroximetil)
aminometano o [2-amino-2-(hidroximetil)-1,3-propanodiol al 80% con un pH de 7,4. Se pueden preparar diez
reacciones idénticas, con las concentraciones de tensioactivo siguientes: 1%, 3%, 5%, 7,5% 10%, 12,5%, 15%, 20%,
25% y 30%. Tras el tratamiento de la mezcla enantiomérica con la enzima de resolucion en presencia de un sistema
de disolvente bifasico y aumentando la concentracion de tensioactivo durante el tiempo establecido, se aislan los
productos usando los procedimientos de extraccion estdndar o de cromatografia. La combinacion de
disolvente/enzimal/tensioactivo que produce el mayor exceso enantiomérico del producto deseado en un tiempo
establecido deberia ser el mejor candidato para su uso en el procedimiento.

Los tensioactivos Utiles para llevar a cabo la presente invencién incluyen los catiénicos, aniénicos, no iénicos o
anfotéricos o las mezclas de los mismos. El tensioactivo preferido dependera de la enzima en particular y/o de los
componentes del sustrato. Tales procedimientos de reconocimiento son bien conocidos por los expertos en la
materia. Los procedimientos de reconocimiento ilustrativos se exponen en los Ejemplos 14-30.

Los ejemplos de tensioactivos cationicos Utiles incluyen aminas, sales de amina, sulfonilo, fosfonio y compuestos de
amonio cuaternario. Los ejemplos especificos de tales tensioactivos catidnicos incluyen:

Cloruro de metil trioctilamonio

(Aliguat 336)
N,N',N'-polioxietileno(10)-N-sebo-1,3-diaminopropano
(EDT-20," PEG-10 sebo).

Los tensioactivos aniénicos utiles incluyen, por ejemplo, sulfonato de alquilbenceno lineal, sulfonato de alfa-olefina,
sulfato de alquilo, sulfato de etoxi alcohol, acidos carboxilicos, ésteres sulfiricos y acidos sulfénicos de alcano. Los
ejemplos de tensioactivos anidnicos incluyen:
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Triton QS-30 (Anidnico)

Aerosol 22

Sulfosuccinato de dioctilo (AOT)
Sulfato Sédico de Alquilo (Niaproof):

Tipo-4
Tipo-8
Sulfato Sédico de Alquilo (C9-C13) (TEEPOL HB7).

Los tensioactivos no iénicos utiles para la estabilizacion incluyen etoxilato de nonil fenol, alcohol etoxilato, trioleato
de sorbitan, tensioactivos no iénicos de copolimero de bloque, 6xido de polietiieno o derivados del 6xido de
polietileno de los alcoholes fendlicos o de los acidos grasos. Los ejemplos de tensioactivos no idnicos incluyen:

Eteres de Polioxietileno:

Eter de 4 laurilo (Brij 30)
Eter de 23 laurilo (Brij 35)

Octil Fenoxi polietoxietanol (Tritons):

Tx-15
Tx-100
Tx-114
Tx-405
DF-16
N-57
DF-12
CF-10
CF-54

Polioxietilensorbitan:
Monolaurato (Tween 20)
Sorbitan:

Sesquioleato (Arlacel 83)
Trioleato (Span 85)

Eter de Poliglicol (Tergitol):

Tipo NP-4

Tipo NP-9

Tipo NP-35

Tipo TMN-10

Tipo 15-S-3

Tipo TMN-6 (2,6,8, Trimetil-4-noniloxipolietilenoxietanol Tipo 15-S-40).

Después de la seleccién de un tensioactivo adecuado, algunas veces se puede reducir la relacion del disolvente
organico de manera significativa sin pérdida del rendimiento del producto o de la enantioselectividad. Alguien experto
en la materia se dara cuenta de que uno de los procedimientos para determinar en qué cantidad se disminuye el
disolvente organico es el siguiente: usando una combinacion particular de enzima/mezcla racémica/tensioactivo la
relacion de disolvente organico a disolvente acuoso seleccionada varia como sigue a continuacién: [% disolvente
organico:% disolvente acuoso], 95:5, 90:10, 80:20, 70:30, 60:40, 50:50, 40:60, 30:70, 20:80, 10:90 y 5:95 y otras
relaciones como sea necesario. Las muestras de una muestra enantiomérica se tratan con una cantidad estandar de
una enzima particular en presencia de relaciones variables de disolvente organico a disolvente acuoso y tensioactivo
durante un tiempo establecido. Tras el tratamiento de una mezcla enantiomérica con la enzima de resolucion en
presencia de cantidades iguales de diversos disolventes, se aislan los productos usando los procedimientos de
extraccion estandar o de cromatografia. El par disolvente/enzima que produce el mayor exceso enantiomérico del
producto deseado deberia ser el mejor candidato para su uso en el procedimiento.

Una consideracion adicional para llevar a cabo el procedimiento de la presente invencion es el coste de la enzima
por unidad de producto producido. La presente invencién se dirige a la reduccion de los requisitos de la enzima del
procedimiento en base a cada unidad de producto. En una realizacién, la cantidad de componente organico se
reduce en el sistema no homogéneo. En otra realizacion, se afiade un tensioactivo al sistema no homogéneo para
reducir adicionalmente la cantidad de enzima requerida y reducir adicionalmente el coste del funcionamiento del
procedimiento.
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La presente invencién se dirige particularmente a las reacciones enzimaticas en las que el sustrato comprende un
éster hidrofobico. La presente invencidn se dirige adicionalmente a las reacciones enzimaticas en las que el sustrato
es relativamente insoluble en las disoluciones acuosas. El uso de un sistema no homogéneo que tiene codisolventes
organicos parcialmente miscibles en agua proporciona una solvatacion mejorada para los ésteres hidrofébicos y
otros compuestos hidrofébicos e insolubles en comparacién con los sistemas que usan disolventes organicos
miscibles en agua.

Para que la presente invencion se pueda comprender mejor, se exponen los siguientes ejemplos. Estos ejemplos
tienen Unicamente como propoésito la ilustracion y no se deben interpretar en modo alguno como una limitacién del
alcance de la presente invencion.

Ejemplos
Ejemplo 1, Resolucién del butirato de FTC catalizada  por Esterasa de Higado de Cerdo

El butirato de FTC racémico (1,0 g) se disolvié en 5,0 ml de alcohol n-amilico calentando a 75 °C durante 30 minutos
para producir un componente organico. Entonces el componente organico se mezclé con un componente acuoso
gue comprendia 3,8 ml de tampdn fosfato 0,3 M, pH 7,5 y el sistema no homogéneo se dej6 enfriar a 35 °C. La
disolucién de esterasa de higado de cerdo, 1,2 ml de disolucion PLE de Altus con 650 U/ml (Altus Biologics,
Cambridge, MA) se afiadié entonces a la fase acuosa y la suspension resultante se agité con una agitacion
moderada. La temperatura se mantuvo a 32 °C mediante un bafio de agua externo. El pH se mantuvo en 7,5
mediante la adicion de hidroxido sédico acuoso al 50% cuando fue necesario. La pureza oOptica del éster (-)-butirato
que no habia reaccionado y del producto de alcohol (+)-FTC se monitorizaron mediante un analisis por HPLC
usando una columna de fase estacionaria quiral. Después de 24 horas, el enantiomero (+) del éster FTC se convirtid
totalmente en base a un analisis por HPLC como se ha descrito a continuacion. La extraccion del éster que no ha
reaccionado a partir de la fase organica y la evaporacion del disolvente organico produjeron el éster (-) de FTC
deseado. El rendimiento recuperado fue del 89,4% en base al enantidmero sencillo (-) y la pureza éptica fue superior
al 99%.

Procedimientos

Condiciones para HPLC quiral: CHIRAPAK® AS; columna para HPLC de 0,46 cm x 25 cm (Daicel Chemical Inc.),
fase movil = acetonitrilo al 100%, caudal = 1 ml/min, deteccién uv a 260 nm. Tiempos de retencion: (-)-butirato de
FTC, 6,2 min.; (-)-FTC, 7,4 min.; (+)-butirato de FTC, 8,8 min.; y (+)-FTC, 11,4 min.

La actividad enzimatica se determiné mediante la conversion del butirato de etilo usando un aparato Radiémetro pH-
stat para seguir la produccién de acido. Se afiadié butirato de etilo (40 ml) a 20 ml de acido bérico 5 mM (pH 8) y se
agito 25 °C hasta que la disolucion fue completa (10 minutos). Se afiadié PLE y el pH se mantuvo en 8,0 mediante la
adicion de NaOH 0,01 N. Se determind la cantidad de produccion de acido a partir de la cantidad de adicion de base
durante un periodo de 5 minutos.

La estabilidad enzimatica se midid6 mientras la reacciéon estaba en desarrollo. Las medidas se llevaron a cabo
mediante la eliminacion periddica de alicuotas de la disolucion de enzima y la actividad se determind usando el
ensayo con butirato de etilo.

Ejemplo 2, reaccién del butirato de FTC catalizada p or CLEC™ -PLE en alcohol n-amilico al 83% (o 3-Me-3-
pentanol)/mezcla acuosa

Las condiciones de reaccion y los procedimientos fueron los mismos que en el Ejemplo 1, excepto el volumen de
tampon fosfato que fue de 1 mly el volumen del componente organico que fue de 8,3 ml. La conversién fue del 38%
para el alcohol n-amilico y del 25% para el 3-metil-3-pentanol después de 36 h (véase la Tabla 1, Reacciones 12 y
13).

Ejemplo 3, reaccion del butirato de FTC catalizada p  or PSL en alcohol n-amilico/mezcla acuosa al 50%

Las condiciones de reaccion y los procedimientos fueron los mismos que en el Ejemplo 1, excepto que se usaron
100 mg de PSL-30 soluble (PSL-30 es el PS30 de Amano). La conversién fue del 56% después de 24 h y se
hidrolizé6 de manera preferente el enantiomero (-). La pureza optica del éster remanente fue del 92% con una
conversion del 56% (véase la Tabla 1, Reaccion 21).

Ejemplo 4, reaccion del butirato de FTC catalizadap  or ANL en alcohol n-amilico/mezcla acuosa al 50%

Las condiciones de reaccioén y los procedimientos fueron los mismos que en el Ejemplo 1, excepto que se usaron
200 mg de ANL soluble. La conversion fue del 45% después de 36 h. La pureza Optica del éster remanente fue del
63% con una conversién del 45% (véase la Tabla 1, Reaccién 22).

Ejemplo 5, conversion del (1)-butirato de FTC catali zada por PLE en isopropanol al 20% (u otros
codisolventes organicos miscibles en agua)/mezclaa  cuosa con una concentracion de sustrato del 2%
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El siguiente ejemplo ilustra la tecnologia de Ultima generacién usando grandes cantidades de catalizadores
enzimaticos en un sistema homogéneo. A una disolucién de 1 ml de disolucion PLE de Altus con 650 unidades/ml de
Altus Biologics, Inc. en 39 ml de tampoén fosfato 0,3 M (pH 7,5) se afiadieron 10 ml de butirato de FTC al 10% en
isopropanol. La mezcla resultante se agitdé a 24~26 °C y se monitorizd el avance de la reaccion por HPLC. La
conversion alcanzé el 51% y la pureza éptica del compuesto del éster no racémico quiral remanente fue superior al
99% (rendimiento quimico del 48%) después de una reaccion de 22 h. Estos resultados estan en base al analisis por
HPLC del compuesto del éster no racémico quiral. La fase acuosa incluia los productos hidrolizados (+)-FTC y (-)-
FTC. La relacion de (+)-FTC y (-)-FTC fue de 96,6 a 3,4. La fase organica se evaporé para dar 0,457 g de (-)-butirato
de FTC.

Una reaccion similar se llevé a cabo usando otros codisolventes organicos miscibles en agua, incluyendo
acetonitrilo, DMF, 1-metil-2-pirrolidinona, metanol, etanol, terc-butanol, DMSO, piridina, di(etilenglicol)metil éter, PEG
200 y PEG 600, etcétera. El acetonitrilo dio la misma enantioselectividad alta que el isopropanol y requirié de manera
similar grandes cantidades de enzima. Todos los demas disolventes dieron una enantioselectividad inferior a la del
isopropanol.

Ejemplo 6, conversién del (+)-butirato de FTC catali  zada por PLE en isopropanol/mezcla acuosa al 20% con
una concentracion de sustrato del 5%

A una disolucién de 2,5 ml de disolucién PLE de Altus con 650 unidades/ml de Altus Biologics, Inc. en 37,5 ml de
tampon fosfato 0,3 M (pH 7,5) se afiadieron 10,0 ml de butirato de FTC al 25% en isopropanol. En estas condiciones,
el sustrato se disolvi6 de manera incompleta. La mezcla resultante se agité a 24~26 °C y la reaccidn se monitoriz
por HPLC. La conversion alcanzé el 60% y la pureza éptica del éster remanente fue del 74% (rendimiento quimico
del 38%) después de un tiempo de reaccion de 96 h. La enantioselectividad fue bastante inferior a la de la reaccion
con una concentracion de sustrato del 2%.

Ejemplo 7, conversion del (+)-butirato de FTC catali  zada por PLE en isopropanol/disolucién acuosa al 30% y
una concentracion de sustrato del 3%

A una disolucién de 1,5 ml de disolucién PLE de Altus con 650 unidades/ml de Altus Biologics, Inc. en 33,5 ml de
tampon fosfato 0,3 M (pH 7,5) se afiadieron 15 ml de butirato de FTC al 10% en isopropanol. La mezcla resultante se
agité a 24~26 °C y la reaccién se monitorizd por HPLC. La conversion fue del 8% después de 2 h y no aumentd
después de esto. La enzima perdi6 rapidamente toda su actividad en isopropanol al 30%.

La Tabla 1 resume los resultados de las reacciones de la resolucion del butirato de FTC con diversas enzimas en
sistemas no homogéneos bifasicos que comprenden diversos disolventes organicos miscibles en agua en menos de
aproximadamente un 50% y disoluciones tampén acuosas.

Tabla 1: Resolucién de una mezcla enantiomérica de butirato de FTC con diversas enzimas en diversos
sistemas bifasicos *

Reaccion enzima disolvente tiempo (h) | conversi 6n | ee (%)° éster preferencia
co-organico (%) estereoquimica
1 PLE-C* alcohol n-amilico 24 52 >08 (+)
2 PLE-I° alcohol n-amilico 36 53 >08 (+)
3 PLE-S° alcohol n-amilico 24 52 >08 (+)
4 PLE-C alcohol isoamilico 36 52 >08 (+)
5 PLE-C alcohol terc-amilico 36 37 59 (+)
6 PLE-C 1-butanol 24 12 10 (+)
7 PLE-C 2-butanol 24 7 75 (+)
8 PLE-C 3-pentanol 36 40 67 (+)
9 PLE-C 1-heptanol 36 39 64 )
10 PLE-C 3-heptanol 36 39 52 )
11 PLE-C 3-Me-3-pentanol 36 53 >08 )
12 PLE-C 3-Me-3-pentano|u 36 25 33 (+)
13 PLE-C alcohol® n-amilico 36 38 61 +)
14 PLE-C 4-Me-2-pentanol 36 45 82 (+)
15 PLE-C 3-Et-3-pentanol 36 48 92 (+)
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(continuacién)

Reaccion enzima disolvente tiempo (h) | conversion | ee (%)b éster preferencia
co-organico (%) estereoquimica
16 PLE-C nitrometano 36 24 32 (+)
17 PLE-C diclorometano 36 20 25 (+)
18 PLE-C tolueno 36 18 16 (+)
19 PLE-C metil isobutil cetona 36 20 33 (+)
20 PLE-C acetato de terc-butilo 36 23 29 (+)
21 PSL alcohol n-amilico 24 56 92 )
22 ANL alcohol n-amilico 36 45 63 (+)

a. Condiciones de reaccion: 1 g de (+)-butirato de FTC en 10 ml de una mezcla organica/acuosa al 50% se hidrolizé
con PLE, PSL o ANL a temperatura ambiente. b. La pureza Optica fue en base al andlisis por HPLC. c. PLE-C =
CLEC™-PLE, PLE- | = PLE inmovilizado, PLE-S = disolucion PLE Altus 650 unidades/ml. d. en 6 ml o en una mezcla
organica/acuosa al 83%.

Los ejemplos 5-7 ilustran algunos de los problemas con el uso de alcoholes miscibles en agua en sistemas
homogéneos para el procedimiento de la presente invencion. Tales sistemas producen el producto con una pureza
Optica reducida, tiempos de reaccién prolongados y desactivan la enzima.

Ejemplos 8-13, Conversion del (+)-butirato de FTC Ca talizada por PLE en Sistemas No Homogéneos usando
Alcohol n-Amilico y Agua.

Las condiciones de reaccion y los procedimientos fueron los mismos que en el Ejemplo 1. El sistema no homogéneo
comprende 1 ml de disoluciéon PLE de Altus (650 U/ml) como catalizador y los volimenes de alcohol amilico y de
tampon fosfato usados se indican en la Tabla 2 a continuacion. Obsérvese que en cada caso, la selectividad de la
conversion del isémero (+) fue casi absoluta, de manera que la conversion deseada, ligeramente superior al 50%, da
como resultado unas purezas enantioméricas del éster (-) que no ha reaccionado de aproximadamente un 100%
(Véase la Tabla 2).

Tabla 2, Ejemplos 8 a 13

Ejemplo 8 9 10 11 12 13
Alcohol Amilico 2ml | 3ml [ 4ml | 5ml | 6ml | 7ml
Tampon fosfato 7ml [ 6ml | 5ml [ 4ml | 3ml | 2ml

Tiempo de reaccion (h) % Conversion
0 0 0 0 0 0 0
1 28 26 24 21 20 19
3 43,2 | 42 39 34 33 33
8 49 49 48 45 41 41
24 49,8 | 49,8 | 49,2 | 47,5 | 46,7 | 47,3

Ejemplos 14-30, Conversion del (+)-Butirato de FTC C atalizada por PLE en sistemas no homogéneos que
comprenden mezclas de alcohol n-amilico yaguaenp  resencia de tensioactivos.

Los ejemplos 14 al 30 se muestran en la Tabla 3. Las condiciones de reaccién y los procedimientos fueron los
mismos que en el Ejemplo 1. El sistema no homogéneo comprende 1 ml de disolucion PLE de Altus (650 U/ml) como
catalizador y se afadieron como tensioactivo a las mezclas de reaccion 1 ml (Ejemplos 14-21, 23,24y 30) 0 0,1 g
de tensioactivo (Ejemplos 25-29). EI componente organico comprendia alcohol n-amilico y el componente acuoso
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comprendia tampodn fosfato 0,3 M en una relacion de 50:50.

Tabla 3, Ejemplos 14 a 30

% Conversion en el tiempo (t)

(t) Horas

Ejemplo Tensioactivo

0 1 3 7 24
14 Tween 20 0 18 34 45 50
15 Prionex 0 17 30 42 49
16 Teepol HB7 0 9 15 21 26
17 Tergitol TMN-6 0 14 32 44 48
18 Tergitol 15-S-3 0 17 29 40 47
19 Igepal CA-630 0 19 35 45 49
20 Tyloxapol 0 18 35 46 50
21 Tergitol TMN-10 0 17 30 42 48
22 No Tensioactivo 0 21 34 | 475
23 Aerosol 22 0 7 7 8
24 Tergitol NP-4 0 18 34 49,5
25 | Acido Glucodesoxicélico 0 14 25 44
26 B-Gluco-pirandsido de Octilo 0 15 30 47
27 CHAPS 0 14 21 39
28 Sulfo-succinato de Dioctilo Na+ sal 0 17 32 49,5
29 Acido Dexosicélico Na+ sal 0 13 23 | 43,4
30 Tween 80 0 18 33 50

El amplio reconocimiento de los tensioactivos, como se ha mostrado en la Tabla 3, revela que algunos son
activadores (véanse los Ejemplos 14, 15, 19, 20, 24, 28 y 30) y algunos son inhibidores (véanse 16, 23, 27 y 29). Se
escogieron quince tensioactivos para los analisis adicionales. Los tensioactivos Tergitol NP-4, Tween 80, Tiloxapol y
sulfosuccinato de dioctilo sédico, todos mejoraban la actividad de PLE aproximadamente en la misma medida. La
mejora en la cantidad es mas aparente al final de la reaccion y se puede deber a la estabilizacion de la enzima y a la
prevencioén de la precipitacion asi como a un efecto en la eficacia catalitica.

Ejemplos 31-34, Conversion del (+) Butirato de FTC C  atalizada por PLE en mezclas Bifasicas de Alcohol n-
Amilico/Agua en presencia de Tween-80.

Los Ejemplos 31 a 34 se muestran en la Tabla 4. Las condiciones de reaccién y los procedimientos fueron los
mismos que en el Ejemplo 1. El sistema no homogéneo comprende como tensioactivo Tween 80, 0,6 ml de
disolucién PLE de Altus (650 U/ml) como catalizador y se indican el volumen de alcohol amilico y de tamp6n fosfato
0,3 M usados en la tabla siguiente.

Tabla 4, Ejemplos 31 a 34

Ejemplo 31 32 33 34
Alcohol Amilico 4ml| 45ml | 4,75ml | 49ml
Tween-80 Iml| 05ml | 0,25ml | 0,1 ml
Tampoén Fosfato 0,3 M | 5ml 5 ml 5 mi 5ml
Tiempo de reaccion (h) 1 1 1 1
% Conversi 6n 10 8 6 5
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Ejemplo 35, Reducciones muy favorables tanto en los requisitos de la enzima como del disolvente organic o]

Las condiciones de reaccion y los procedimientos fueron los mismos que en el Ejemplo 1. El sistema no homogéneo
comprendia como tensioactivo 0,5 ml de Tween 80, 0,3 ml de disolucién PLE de Altus (650 U/ml) como catalizador y
los disolventes fueron 2,0 ml de alcohol amilico y 7,5 ml de tamp6n fosfato 0,3 M. El sistema no homogéneo
comprendia un componente organico al 25% y un componente acuoso al 75%. Después de 48 horas, el alcance de
la conversion fue del 50% y la pureza optica del éster remanente fue del 99,3%.

En el presente ejemplo, la cantidad, tanto de enzima como de disolvente organico, se redujo aproximadamente a la
mitad a partir del nivel usado en los Ejemplos 31-34, sin pérdida del rendimiento del producto. Ademas, la necesidad
de enzima fue solamente del 25% de la requerida en el Ejemplo 1.

Ejemplos 36-39, Sulfosuccinato de dioctilo (SS de Dioct  ilo) como tensioactivo.

Los Ejemplos 36 al 39 se muestran en la Tabla 5. Las condiciones de reaccion y los procedimientos fueron los
mismos que en el Ejemplo 1. El sistema no homogéneo comprendia sulfosuccinato de dioctilo (SS de Dioctilo) como
tensioactivo y 0,4 ml de disolucién de enzima PLE de Altus (650 U/ml) en 8 ml de tampén fosfato 0,3 My 2 ml de
alcohol amilico.

Tabla 5, Ejemplos 36 a 39

Ejemplo 36 37 38 39
SS de Dioctlo | 10mg | 25mg | 100 mg | 200 mg
Tiempo (h) Conversi 6n

0 0 0 0 0

1 5 5,5 9 9

3 20 22 25 23

5,5 27 32 34 30

21 40 47 48 45

Ejemplo 40

Las condiciones de reaccion y los procedimientos fueron los mismos que en el Ejemplo 1. El catalizador comprendia
714 unidades totales de esterasa de higado de cerdo (Sigma, st. Louis, MO). El sistema no homogéneo comprendia
el 50% de alcohol n-amilico como componente organico y un 50% de tampén fosfato 0,3 M a pH 7,4 como
componente acuoso. Después de 24 horas, el alcance de la conversién fue del 50% y la pureza Optica del éster
remanente fue del 97,5%.

Ejemplo 41, Mejora de Velocidad con cargas bajas de  enzima y de tensioactivo aniénico

Ademas del uso de Tween-80, se escogi6 el tensioactivo anionico sal sédica del sulfosuccinato de dioctilo para
conseguir la mejora de velocidad. Como se muestra en la Tabla 6, fue suficiente el 1% de carga de este tensioactivo
en el sistema no homogéneo para mejora de velocidad significativa.

Las condiciones de reaccion incluian: 1 g de butirato de FTC, 0,4% de carga de PLE, 1-pentanol como disolvente
organico, relacién de disolvente 2:8, reaccion llevada a cabo a 30 °C (Tabla 6).

Tabla 6, Ejemplo 41

% Conversi 6n con (x mg) de Tensioactivo

Tiempo (h) Mg de tensioactivo
10 mg 25 mg 100 mg 200 mg
0 0 0 0 0
1 5 5,5 9 9
3 20 22 25 23
5,5 27 32 34 30
21 40 47 48 45
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Ejemplo 42, Efecto del tensioactivo en la carga de en

Una realizacion preferida de la presente invencion incluye una carga de enzima del 0,3 al 0,4% con relaciéon al
butirato de FTC con una carga de sustrato de un 10%. Se llevaron a cabo una serie de reacciones en una escala
ligeramente superior para determinar con mayor exactitud la variacion entre los distintos desarrollos y el efecto de la
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zima y en la concentracion del disolvente organico

conversion en la pureza optica. Los resultados se muestran a continuacion en la Tabla 7.

Tabla 7, Reacciones en Escala de 5 g con Cargas Baja

acuoso al 50%)

s de Enzima (28 °C, 1-pentanol al 45%, Tween-80 al 5 %,

PLE (%) Tween-80 (%) Tiempo (h) Pureza Optica (% e.e.)
0,6 2,5 26 95,32
0,6 5 24 98,34
0,4 5 24 96,20
0,4 5 42 >99,0

Como se ha mostrado en la Tabla 8, las reacciones llevadas a cabo con una relacién organica/acuosa inferior y con

una carga de enzima de un 0,3% dieron una pureza 6ptica elevada en menos de 48 horas.

Tabla 8, Reacciones en Escala de 1 g con Cargas Baja

5%, acuoso al 75%)

s de Enzima, (28 °C en 1-pentanol al 20%/ Tween-80 a |

PLE (%) Tiempo (h) e.e. (%)
0,4 % 25 99,20
0,3% 25 95,88
0,3% 31 97,68
0,3% 48 99,32

Mientras que los inventores han descrito anteriormente en el presente documento un nimero de realizaciones de la
presente invencion, es evidente que sus estructuras basicas se pueden alterar para proporcionar otras realizaciones
que utilizan los procedimientos y las composiciones de la presente invencion. Por lo tanto, se comprendera que se
debe definir el alcance de la presente invencion por las reivindicaciones adjuntas al presente documento en lugar de
mediante las realizaciones especificas que se han presentado anteriormente en el presente documento a modo de

ejemplo.
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REIVINDICACIONES

1. Un procedimiento para la resolucién de un compuesto de Férmula A:

NH, FORMULA A
N,Ln
H=—
: | ..-0:
¥
X=HoF;

Y =CHy, O, S, Se o NH;

en la que:

en el que el procedimiento comprende las etapas de:

(a) dispersion de una mezcla enantiomérica de un compuesto de Férmula B

NH, ‘ FORMULA B

en la que:

R es alquilo C;-Csg;
X=HoF;
Y =CHy, O, S, Se 0 NH;

con una concentracién entre un 5% y un 45% (peso/volumen del sistema no homogéneo), en un sistema de
disolvente organico para producir un componente organico;

(b) proporcionar un sistema de disolvente acuoso para producir un componente acuoso; y

(c) poner en contacto el componente organico y el componente acuoso para formar un sistema no
homogéneo a una temperatura entre 5 °C y 45 °C; y

en el que una enzima hidrolasa es dispersada en el componente organico, en el componente acuoso o en el sistema
no homogéneo.

2. El procedimiento de la reivindicacion 1, en el que el compuesto de Férmula B es 2-butiriloximetil-5-(5-fluorocitosin-
1-il)-1,3-oxatiolano.

3. El procedimiento de la reivindicacion 2, en el que:

a) dicho componente organico comprende entre un 5 y un 90% del sistema no homogéneo; y
b) dicho sistema no homogéneo también comprende entre un 1 y un 20% de tensioactivo; y
c¢) dicha concentracion de tensioactivo es calculada en base al volumen de dicho sistema no homogéneo.

4. El procedimiento de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1, 2 6 3, en el que la enzima hidrolasa es
seleccionado el grupo que consiste en esterasa de higado de cerdo, lipasa pancreatica de cerdo, lipasa de las
especies Pseudomonas, lipasa de Aspergillus niger y subtilisina.

5. El procedimiento de acuerdo con la reivindicacion 4, en el que la enzima hidrolasa es un cristal de enzima
reticulado.
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6. El procedimiento de acuerdo con la reivindicacién 5, en el que el cristal de enzima reticulado esta reticulado con
glutaraldehido.

7. El procedimiento de acuerdo con la reivindicacién 4, en el que la enzima hidrolasa es una enzima inmovilizada.
8. El procedimiento de acuerdo con la reivindicacién 4, en el que la enzima hidrolasa es una enzima soluble.

9. El procedimiento de acuerdo con la reivindicacion 4, en el que la enzima hidrolasa es la esterasa de higado de
cerdo.

10. El procedimiento de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1, 2 6 3, en el que el éster no racémico
quiral es aislado a partir de dicho componente organico.

11. El procedimiento de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1, 2 6 3, en el que dicho alcohol no
racémico quiral es aislado a partir de dicho componente acuoso.

12. El procedimiento de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1, 2 6 3, en el que la mezcla
enantiomérica es dispersado en el componente organico con una concentracion entre un 5% y un 15%.

13. El procedimiento de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1, 2 6 3, en el que la mezcla
enantiomérica es dispersado en el componente organico con una concentracion entre un 5% y un 20%.

14. El procedimiento de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1 6 2, en el que dicha mezcla
enantiomérica es dispersado en dicho componente organico con una concentracion entre un 10% y un 20%.

15. El procedimiento de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1, 2 6 3, en el que dicho componente
organico comprende menos de un 50% de disolvente organico miscible en agua.

16. El procedimiento de acuerdo con la reivindicacion 15, en el que dicho componente organico comprende uno o
mas disolventes seleccionados del grupo que consiste en alcoholes Cs-Cg, nitrometano, diclorometano, tolueno,
metil isobutil cetona, acetato de terc-butilo y alcanos.

17. El procedimiento de acuerdo con la reivindicacion 16, en el que dicho componente organico comprende uno o
ambos de los alcoholes n-amilico y 3-metil-3-pentanol.

18. El procedimiento de acuerdo con la reivindicacién 3, en el que dicho tensioactivo es seleccionado del grupo que
consiste en tensioactivos cationicos, tensioactivos aniénicos y tensioactivos no ionicos.

19. El procedimiento de acuerdo con la reivindicacion 18, en el que dicho tensioactivo es seleccionado del grupo que
consiste en monolaurato de polioxietilensorbitan, éter de poliglicol sulfato sédico de alquilo (C9-C13), 2,6,8-trimetil-4-
noniloxipolietilenoxietanol, acido glucodesoxicélico, B-gluco-piranésido de octilo, sulfosuccinato de dioctilo y acido
desoxicolico.

20. El procedimiento de acuerdo con la reivindicacion 19, en el que dicho tensioactivo es un monolaurato de
polioxietilensorbitan.

21. El procedimiento de acuerdo con la reivindicacion 19, en el que dicho tensioactivo es sulfosuccinato de dioctilo.

22. El procedimiento de acuerdo con la reivindicacion 3, en el que dicho tensioactivo es afiadido al componente
organico.

23. El procedimiento de acuerdo con la reivindicacion 3, en el que dicho tensioactivo es afiadido al componente
acuoso.

24. El procedimiento de acuerdo con la reivindicacion 3, en el que dicho tensioactivo es formulado con dicha enzima
hidrolasa.

25. El procedimiento de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1, 2 6 3, en el que dicho sistema de
disolvente acuoso comprende agua y excipientes seleccionados del grupo que consiste en sales tamponantes,
agentes alcalinizantes, conservantes antimicrobianos, estabilizantes, adyuvantes de filtracién, coenzimas,
excipientes que facilitan la dispersién y excipientes que facilitan la funcién de la enzima.

26. El procedimiento de acuerdo con la reivindicacién 25, en el que dicho sistema de disolvente acuoso comprende
agua tamponada con tampon fosfato a un pH mayor que 7.

27. El procedimiento de acuerdo con la reivindicacion 25, en el que dicho sistema de disolvente acuoso comprende
agua tamponada con 2-amino-2-(hidroximetil)-1,3-propanodiol o Tris (hidroximetil) aminometano.

28. Un sistema no homogéneo, bifasico para la resoluciéon de un compuesto de Férmula A:
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NH, FORMULA A
N,LD
H=—
: | ...0:
¥:
X=HoF;

Y =CHy, O, S, Se o NH;

en la que:

que comprende:
a) una enzima hidrolasa;
b) una mezcla enantiomérica de un compuesto de Férmula B

NH, ‘ FORMULA B

en la que:

R es alquilo C;-Cg;
X=HoF,
Y =CH, O, S, Se o NH;

C) un componente organico;
d) un componente acuoso en contacto con el componente organico;

en el que la mezcla enantiomérica es dispersada con una concentracion entre un 5% y un 45% (peso/volumen del
sistema no homogéneo), en un sistema de disolvente organico para producir el componente organico.

29. El sistema no homogéneo de acuerdo con la reivindicacion 28, en el que la enzima hidrolasa es seleccionado del
grupo que consiste en esterasa de higado de cerdo, lipasa pancreatica de cerdo, lipasa de las especies
Pseudomonas, lipasa de Aspergillus niger y subtilisina.

30. El sistema no homogéneo de acuerdo con la reivindicacion 28, en el que la enzima hidrolasa es un cristal de
enzima reticulado.

31. El sistema no homogéneo de acuerdo con la reivindicacion 30, en el que el cristal de enzima reticulado esta
reticulado con glutaraldehido.

32. El sistema no homogéneo de acuerdo con la reivindicacion 28, en el que la enzima hidrolasa es una enzima
inmovilizada.

33. El sistema no homogéneo de acuerdo con la reivindicacion 28, en el que la enzima hidrolasa es una enzima
soluble.

34. El sistema no homogéneo de acuerdo con la reivindicacién 29, en el que dicha enzima hidrolasa es la esterasa
de higado de cerdo.

35. El sistema no homogéneo de acuerdo con la reivindicacién 28, en el que dicha mezcla enantiomérica comprende
2-butiriloximetil (5-fluorocitosin-il)-1,3-oxatiolano.

36. El sistema no homogéneo de acuerdo con la reivindicacion 28, en el que la mezcla enantiomérica es dispersada
en el componente organico con una concentracion entre un 5% y un 15%.
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37. El sistema no homogéneo de acuerdo con la reivindicacion 28, en el que la mezcla enantiomérica es dispersada
en el componente organico con una concentracion entre un 10% y un 20%.

38. El sistema no homogéneo de acuerdo con la reivindicacion 28, en el que la mezcla enantiomérica es dispersada
en el componente organico con una concentracion entre un 5% y un 20%.

39. El sistema no homogéneo de acuerdo con la reivindicacion 28, en el que dicho componente organico comprende
un disolvente organico miscible en agua en menos de un 50%.

40. El sistema no homogéneo de acuerdo con la reivindicacién 39, en el que dicho disolvente organico miscible en
agua en menos de un 50% comprende uno o mas disolvente seleccionados del grupo que consiste en alcoholes Cy-
Cs, nitrometano, diclorometano, tolueno, metil isobutil cetona, acetato de terc-butilo y alcanos.

41. El sistema no homogéneo de acuerdo con la reivindicacién 40, en el que dicho componente organico comprende
uno o ambos de los alcoholes n-amilico y 3-metil pentanol.

42. El sistema no homogéneo de acuerdo con la reivindicacion 28, que comprende adicionalmente un tensioactivo.

43. El sistema no homogéneo de acuerdo con la reivindicacion 42, en el que dicho tensioactivo es seleccionado del
grupo gue consiste en tensioactivos cationicos, tensioactivos anionicos y tensioactivos no iénicos.

44. El sistema no homogéneo de acuerdo con la reivindicacion 42, en el que dicho tensioactivo es seleccionado del
grupo que consiste en monolaurato de polioxietilensorbitan, éter de poliglicol sulfato sédico de alquilo (C9-C13),
2,6,8-trimetil-4-noniloxipolietilenoxietanol, acido glucodesoxicolico, B-gluco-pirandsido de octilo, sulfosuccinato de
dioctilo y acido desoxicdlico.

45, El sistema no homogéneo de acuerdo con la reivindicacion 42, en el que el tensioactivo es un monolaurato de
polioxietilensorbitan.

46. El sistema no homogéneo de acuerdo con la reivindicacion 42, en el que dicho tensioactivo es el sulfosuccinato
de dioctilo.

47. El sistema no homogéneo de acuerdo con la reivindicacion 42, en el que el componente organico comprende el
tensioactivo.

48. El sistema no homogéneo de acuerdo con la reivindicacién 42, en el que el componente acuoso comprende el
tensioactivo.

49. El sistema no homogéneo de acuerdo con la reivindicacion 42, en el que el tensioactivo es formulado con la
enzima hidrolasa.

50. El sistema no homogéneo de acuerdo con la reivindicacion 28, en el que dicho sistema de disolvente acuoso
comprende agua y excipientes seleccionados del grupo que consiste en sales tamponantes, agentes alcalinizantes,
conservantes antimicrobianos, estabilizantes, adyuvantes de filtracion, coenzimas, excipientes que facilitan la
dispersién y excipientes que facilitan la funcién de la enzima.

51. El sistema no homogéneo de acuerdo con la reivindicacién 28, en el que dicho sistema de disolvente acuoso
comprende agua tamponada con tampon fosfato a un pH mayor que 7.

52. El sistema no homogéneo de acuerdo con la reivindicacién 28, en el que dicho sistema de disolvente acuoso
comprende agua tamponada con 2-amino-2-(hidroximetil)-1,3-propanodiol o Tris (hidroximetil) aminometano a un pH
mayor que 7.

53. El sistema no homogéneo de acuerdo con la reivindicacion 28, en el que el componente organico y un
componente acuoso estan en contacto a una temperatura entre 5 °C y 45 °C.

54. El procedimiento de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1, 2 6 3, en el que el componente
organico comprende un alcohol, alcano, cetona, éter, nitro, haloalcano o disolvente organico aromatico, en el que
dicho disolvente organico es miscible en agua en menos de un 50%.

55. El procedimiento de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1, 2 6 3, en el que el componente
organico comprende uno o mas alcoholes C4-Cg que son miscibles en agua en menos de un 50%.

56. El procedimiento de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1, 2 6 3, en el que el componente
organico comprende alcanos C1-Cg no sustituidos, que son miscibles en agua en menos de un 50%.

57. El procedimiento de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1, 2 6 3, en el que el componente
organico comprende un disolvente miscible en agua en menos de un 50% seleccionado del grupo que consiste en
alcohol n-amilico, alcohol isoamilico, alcohol terc-amilico.
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58. El procedimiento de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1, 2 6 3, en el que el componente
organico comprende un disolvente miscible en agua en menos de un 50% seleccionado del grupo que consiste en 3-
pentanol, 1-heptanol, 3-heptanol, 3-metil-3-pentanol, 4-metil-2-pentanol, 3-etil-3-pentanol, 1-butanol, 2-butanol.

59. El procedimiento de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1, 2 6 3, en el que el componente
organico comprende nitrometano o diclorometano.

60. El procedimiento de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1, 2 6 3, en el que el componente
organico comprende metil isobutil cetona.

61. El procedimiento de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1, 2 6 3, en el que el componente
organico comprende dimetil sulfuro o sulfolano.

62. El sistema no homogéneo de acuerdo con la reivindicacién 28, en el que el componente organico comprende un
alcohol, alcano, aromatico, cetona, éter, nitro, haloalcano o disolvente organico aromatico que es miscible en agua
en menos de un 50%.

63. El sistema no homogéneo de acuerdo con la reivindicacion 28, en el que el componente organico comprende
uno o mas alcoholes C4-Cg que son miscibles en agua en menos de un 50%.

64. El sistema no homogéneo de acuerdo con la reivindicacion 28, en el que el componente organico comprende
alcanos C;-Cg no sustituidos, que son miscibles en agua en menos de un 50%.

65. El sistema no homogéneo de acuerdo con la reivindicacién 28, en el que el componente organico comprende un
disolvente organico miscible en agua en menos de un 50% seleccionado del grupo que consiste en alcohol n-
amilico, alcohol isoamilico, alcohol terc-amilico.

66. El sistema no homogéneo de acuerdo con la reivindicacion 28, en el que el componente organico comprende un
disolvente miscible en agua en menos de un 50% seleccionado del grupo que consiste en 3-pentanol, 1-heptanol, 3-
heptanol, 3-metil-3-pentanol, 4-metil-2-pentanol, 3-etil-3-pentanol, 1-butanol y 2-butanol.

67. El sistema no homogéneo de acuerdo con la reivindicacion 28, en el que el componente organico comprende
nitrometano o diclorometano.

68. El sistema no homogéneo de acuerdo con la reivindicacion 28, en el que el componente organico comprende
metil isobutil cetona.

69. El sistema no homogéneo de acuerdo con la reivindicacion 28, en el que el componente organico comprende
dimetil sulfuro o sulfolano.

23



	Primera Página
	Descripción
	Reivindicaciones

