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ABREVIACIONES

En este trabajo, además de las abreviaciones habituales para las unidades, se han utilizado las

indicadas a continuación.

AcOEt: Acetato de etilo.

ADN: Ácido desoxirribonucleico.

API: Principio activo farmacéutico.

ARN: Ácido ribonucleico.

ATP: Adenosín trifosfato.

CECT: Colección Española de Cultivos Tipo.

cdd: Gen que codifica para la citidina desaminasa.

csp.: Cantidad suficiente para.

Da: Daltons.

dcd: Gen que codifica para la desoxicitidina trifosfato desaminasa.

dC: 2’-Desoxicitidina.

dCMP: 2’-Desoxicitidina monofosfato.

dCTP: 2’-Desoxicitidina trifosfato.

DMSO: Dimetilsulfóxido.

dNTP: Desoxinucleótido trifosfato (desoxirribonucleótido trifosfato).

dU: 2’-Desoxiuridina.

EC: Enzyme Commission. También hace referencia al número que dicha comisión asigna a cada
enzima.

EcoCDA: Biocatalizador citidina desaminasa de Escherichia coli.

EcodCTPd: Biocatalizador desoxicitidina trifosfato desaminasa de Escherichia coli.

FDA: United States of America Food & Drug Administration.

FM: Fase móvil.

FR: Factor de respuesta.

FTO: Freedom To Operate.
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TEMED: Tetrametiletilendiamina.
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UA: Unidades de actividad (enzimáticas).
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Química verde y biocatalizadores

Durante una buena parte del siglo XX, la industria química fue percibida por la sociedad como

un símbolo de progreso y bienestar. La producción de fertilizantes y pesticidas permitió la

recuperación económica de potencias que habían quedado empobrecidas con las guerras

mundiales, el desarrollo de la industria farmacéutica supuso una mejora sustancial de la

calidad de vida de una parte importante de la población mundial, la industria petroquímica

generó riqueza y abasteció de combustible a particulares e industrias, y el desarrollo de la

química de materiales revolucionó y acompañó al desarrollo de la sociedad de consumo

occidental.

Sin embargo, esta visión optimista de la industria química sufrió una deriva durante la segunda

mitad del siglo XX en una parte importante de la sociedad. Esta deriva, que todavía continúa

en la actualidad, ha llevado a que la química sea vista como una industria sucia, peligrosa, que

únicamente busca enriquecerse a costa de la salud de las personas y del medio ambiente.

Actualmente hay movimientos sociales que buscan un consumo “libre de químicos”, productos

sin conservantes, cosméticos “naturales”, combustibles renovables, incluso medicinas

tradicionales o alternativas (1-5). En este cambio de paradigma han influido muchos factores,

siendo algunos de ellos externos a la industria química en sí misma, pero algunos de tales

factores sí son atribuibles a la propia actividad de la industria. Catástrofes tales como la

explosión de Bhopal en la que murieron miles de personas, accidentes de barcos petroleros, o

la degradación del medio ambiente y el calentamiento global del planeta son sin duda

argumentos de peso que han contribuido notablemente a este cambio de percepción social

sobre la importancia y el papel de la industria química en la sociedad actual.

A pesar de lo dicho, es innegable que la industria química es, y seguirá siendo, indispensable

en la sociedad, hasta el punto que es imposible imaginar una sociedad humana sin ella o llega

a ser incluso un sinsentido hablar de una vida “libre de químicos”. Desde este punto de vista,

parece claro que la industria química debe reinventarse para, efectivamente, ser más

sostenible y  menos peligrosa. Este cambio de enfoque no puede perseguir únicamente

conseguir volver a tener una percepción positiva por parte de la sociedad, más bien debe ser

realizado por un convencimiento interno y sincero de que una química más segura y menos

contaminante es necesaria en un momento en que el planeta se enfrenta a retos importantes

como el aumento constante de la población y el acceso por parte de cada vez más países a los

estándares de las sociedades de consumo occidentales.
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En este marco, a finales de los años 90, Paul Anastas y John Warner fueron pioneros en

intentar definir cómo debería ser esta nueva química (6-8). Ellos entendieron que no es posible

una sociedad sin química pero que, de la misma manera, la química debía redefinir algunas de

sus bases para poder ser sostenible y compatible con el desarrollo económico y social. Ellos

supieron ver que tal cambio se debe dar desde la propia disciplina química, desde la

investigación hasta la instauración de los procesos industriales. Imaginaron una química más

segura y cuyos procesos y productos son menos contaminantes, dando lugar al nacimiento de

lo que se conoce como Química Verde.

Desde que Anastas y Warner publicaron su clásico libro (9) a finales del siglo pasado, los doce

principios enunciados en su cuarto capítulo se han convertido en paradigmáticos.

1. Prevención. Es mejor evitar la formación de residuos que tratarlos o limpiarlos

después de que se hayan formado.

2. Economía atómica. Los métodos de síntesis deberían diseñarse para maximizar la

incorporación de todos los materiales utilizados en el producto final.

3. Síntesis químicas menos peligrosas. Siempre que sea posible, las metodologías

sintéticas deberían diseñarse para usar y generar sustancias con poca o ninguna

toxicidad para la salud humana y el medio ambiente.

4. Diseño de productos químicos seguros. Los productos químicos deberían diseñarse

para mantener la eficacia de su función, a la vez que reducen su toxicidad.

5. Empleo de disolventes y reactivos auxiliares seguros. El empleo de sustancias

auxiliares (como disolventes, agentes de separación, etc.) debería evitarse en lo

posible, y ser inocuo cuando se empleen.

6. Diseño para la eficiencia energética. El impacto medioambiental y económico de

los requerimientos energéticos debe ser reconocido y minimizado. Los métodos

sintéticos deberían aplicarse a presión y temperatura ambiente.

7. Empleo de materias primas renovables. Deben utilizarse materias primas

renovables siempre que sea técnica y económicamente viable.

8. Reducción de las derivatizaciones. La derivatización innecesaria (grupos

bloqueadores, etapas de protección/desprotección, modificaciones temporales)

debe evitarse en la medida de lo posible.
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9. Priorización de los procesos catalíticos a los estequiométricos. Los reactivos

catalíticos (tan selectivos como sea posible) son superiores a los reactivos

estequiométricos.

10. Diseño para la degradación. Los productos químicos deben diseñarse de forma que

al final de su función no persistan en el entorno y se degraden en productos

inocuos.

11. Análisis a tiempo real. Deben desarrollarse metodologías analíticas que permitan

el seguimiento y control de procesos en tiempo real, antes de que se formen

sustancias peligrosas.

12. Minimización de los riesgos de accidentes químicos. Las sustancias químicas y las

formas en que se usan dichas sustancias en un proceso químico deben escogerse

para minimizar el potencial de accidentes químicos, incluyendo vertidos,

explosiones e incendios.

Estos doce principios que pretenden servir de guía para ayudar a una nueva química más

sostenible, respetuosa, segura y, por extensión, mejor percibida por la sociedad, parecen en

cierta manera inspirados por la naturaleza. A lo largo de la evolución de la vida en la Tierra, los

procesos biológicos han tendido a cumplir muchos de estos principios. Así pues, parece

evidente que desde las disciplinas de las ciencias de vida se puede aportar mucho a la

reconciliación de la industria química con la sociedad. Concretamente la biotecnología, por

definición, intenta conseguir bienes o servicios utilizando seres vivos o partes de ellos, por

ejemplo enzimas. En este sentido, el uso de enzimas como catalizadores en procesos sintéticos

puede colaborar en unos cuantos de los principios descritos para conseguir un química más

sostenible.

La humanidad ha utilizado los enzimas durante miles de años en forma de fermentaciones

para conseguir la producción o preservación de ciertos alimentos como el queso, yogur,

vinagre, pan, vino o cerveza. A pesar de que los procesos fermentativos no suelen considerarse

estrictamente como biocatálisis, en definitiva todos los procesos biológicos son o dependen de

reacciones químicas catalizadas por enzimas.

A mediados del siglo XIX, Louis Pasteur sentó un importante hito para la química enzimática

desarrollando una resolución cinética en la cual trataba en solución acuosa una mezcla



6

racémica de ácido tartárico con un cultivo del hongo Penicillium glaucum, el cual consumía

únicamente el enantiómero (+) y consiguiendo así un enriquecimiento del enantiómero (-) (10).

Unos años más tarde, a finales del XIX, Eduard Buchner reportó que era posible la

fermentación de azúcar usando extractos acelulares de levadura, demostrando así que para

conseguir ciertas biotransformaciones no son necesarias las células vivas (11).

Ya durante la primera mitad del siglo XX se empezó a explorar, tanto en universidades como en

la industria, la nueva biocatálisis en la que se usaron fermentaciones con células enteras,

extractos, o enzimas parcialmente purificados, para conseguir un amplio abanico de productos

tanto quirales como aquirales.

Desde estos principios, el uso de enzimas por parte de los químicos para llevar a cabo

reacciones de síntesis orgánica ha experimentado un crecimiento extraordinario, llegando a

desarrollarse la biocatálisis no únicamente como una disciplina académica si no también

penetrando en diferentes sectores industriales.

Sin embargo, desde el principio de su uso, los enzimas utilizados como biocatalizadores en

síntesis orgánica han adolecido de dos inconvenientes principales (12, 13):

- Su disponibilidad en grandes cantidades tales que permitan su uso industrial, ya que

tradicionalmente los enzimas se han obtenido por extracción de fuentes naturales,

bien en forma de extractos o de enzimas purificados. Habitualmente la cantidad de un

determinado enzima en su organismo de origen es baja, entre otros motivos por la

propia naturaleza catalítica de estos. Aunque en ciertos casos la elevada actividad de

algunos enzimas ha podido suplir este inconveniente, en la mayoría de los casos un

uso que vaya enfocado a una aplicación industrial requiere grandes cantidades de

enzima y, por extensión, de organismo fuente.

- En ciertos casos, su estrecho rango de reconocimiento de sustratos. Los enzimas han

evolucionado durante miles de años para realizar una determinada función, esto es,

catalizar una reacción específica. Sin embargo, para ciertas aplicaciones industriales, la

reacción que se pretende catalizar no es la reacción sobre el sustrato natural al que se

ha adaptado el enzima que se pretende usar. Muy a menudo, se pretende utilizar un

enzima para catalizar una reacción sobre sustratos no naturales, y este tipo de

reacciones puede presentar problemas de reconocimiento, de inhibición o de bajas

cinéticas de reacción.
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Estos dos inconvenientes se han ido superando poco a poco en las últimas décadas. El

desarrollo de la tecnología del ADN recombinante desde finales de los años 70 ha permitido la

producción tanto a escala de laboratorio como a escala industrial de enzimas útiles para la

química sintética, principalmente con aplicación en entorno farmacéutico y en química

industrial (13, 14). Esta tecnología permite producir una proteína de interés, tal como un enzima,

en grandes cantidades de manera controlada sin tener que recurrir a la extracción de las

fuentes naturales. En segundo lugar, el desarrollo de nuevas técnicas de biología molecular y

de modelización molecular ha permitido desde los años 90 la adaptación y mejora de enzimas

naturales para resolver problemas concretos en rutas sintéticas de productos de interés. Estas

técnicas han permitido la ingeniería de los enzimas por evolución dirigida, mutación por

saturación, barajado de genes o mutación aleatoria y selección de alto rendimiento, entre

otras (12-15).

Biocatálisis e industria

Hasta la fecha, miles de enzimas han sido descritos con diferente aplicabilidad en industria.

Aunque los campos descritos de aplicación teóricos de la biocatálisis son prácticamente la

totalidad de las disciplinas químicas, ha sido sin duda el ámbito farmacéutico dónde han

despertado mayor interés, tanto por sus posibilidades técnicas como por su compatibilidad de

escala de producción y capacidad para asumir el coste del proceso.  A pesar de ello, hay toda

una serie de requerimientos que deben ser satisfechos más allá de la propia operatividad del

enzima. Es decir, que no basta con que un determinado enzima sea capaz de llevar a cabo una

reacción concreta para que esto concluya con un proceso real, industrializable,

económicamente rentable, y capaz, finalmente, de trasladar todos los beneficios de la

biocatálisis a la sociedad.

Algunos de estos requerimientos tienen que ver con la viabilidad económica del proceso,

parámetro fundamental para las empresas, tales como las concentraciones  de producto y el

coste del enzima en el proceso. En cuanto a las concentraciones de producto obtenido,

normalmente se espera que se muevan entre los valores habituales en los procesos químicos

tradicionales de, por lo menos, 50-100 g/l. Teniendo en cuenta que los enzimas trabajan en las

células a concentraciones milimolares no siempre es fácil alcanzar los objetivos indicados. Sin

embargo, la ingeniería de proteínas y el desarrollo de procesos pueden ayudar a alcanzar

dichos niveles de productos sin inhibición de la actividad enzimática en ciertos casos. En

cuanto al coste del enzima, suele expresarse como “gramo de producto/gramo del

biocatalizador” y esta métrica debería alcanzar como mínimo un valor de 1.000 para enzimas
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purificados y de 15 para un sistema de células enteras. Aunque, por supuesto, estos valores

son generalizaciones y debe considerarse cada caso particular dado que el precio de las

materias primas o de los productos puede acabar determinando la viabilidad o no de un

determinado proceso en ciertos casos, incluso por encima del precio que pueda alcanzar el

enzima en sí mismo. En cualquier caso, hay ciertas soluciones que pueden ser consideradas de

manera general, como la inmovilización de los enzimas de alguna manera que permita

fácilmente su recuperación al final del proceso y su reutilización, además de permitir una

mejor recuperación de productos (16).

Otros requerimientos que debe contemplar la industria farmacéutica sí están más relacionados

con aspectos técnicos necesarios para la implementación del proceso, como es el caso de la

posición del paso biocatalítico en la ruta sintética. La biocatálisis se suele utilizar para resolver

o para crear uno o más centros quirales. Dado que esto puede hacerse en condiciones suaves y

de manera selectiva, este paso suele estar presente en las últimas etapas del proceso de

síntesis. Sin embargo, procesos biocatalíticos en estas últimas etapas pueden requerir

ulteriores pasos de limpieza para asegurar que no quedan restos biológicos no deseados, como

ácidos nucleídos, endotoxinas o restos de proteínas en el producto.

Teniendo de nuevo en consideración la capacidad enzimática de síntesis asimétrica, es fácil

relacionarla con el hecho de que cada vez con más asiduidad los nuevos fármacos aprobados

presenten por lo menos un centro quiral. Dado que la regulación de la FDA exige que se

demuestre que el isómero no terapéutico no sea teratogénico, es preferible que  la síntesis de

los compuestos quirales sea en una única forma isomérica (17). Además, el tamaño y la

complejidad crecientes de estas moléculas a menudo resultan en múltiples centros quirales.

Por lo tanto, la razón principal para el uso de biocatalizadores en reacciones de síntesis es

explotar sus propiedades de regio- y enantioselectividad, ya que, incluso en compuestos no

naturales, se pueden obtener elevadas purezas evitando el diseño de complicadas síntesis

tradicionales (18). El objetivo para un proceso industrial es que haya un exceso enantiomérico

de, por lo menos, un 98%. Claro que si este límite no se alcanza en un primer paso se puede ir

enriqueciendo posteriormente en procesos de reprocesado o de purificación.

Otro aspecto importante en la implementación de un paso enzimático en un proceso de

desarrollo farmacéutico es la necesidad de optimizar los procesos de manera rápida. El sector

farmacéutico necesita explotar al máximo la vida útil de sus patentes, así que habitualmente

las primeras síntesis de productos destinados a estudios de eficacia y toxicidad, o incluso a las

primeras fases clínicas, suelen ser rutas subóptimas que permiten la producción de cantidad
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suficiente de API para los primeros lotes piloto pero que no tienen demasiado en cuenta los

aspectos económicos del proceso. Sin embargo, llega un momento en que, si el candidato a

fármaco en cuestión progresa en la cascada del desarrollo, sí deben considerarse los aspectos

de la optimización de los procesos productivos. La química de un compuesto puede llegar a

variar radicalmente desde las primeras etapas de un desarrollo farmacéutico hasta la ruta

comercial. De igual manera que esto es habitual para los procesos químicos tradicionales,

también lo es para los procesos biocatalíticos. En las primeras fases, enzimas naturales o

comerciales pueden usarse para determinar si un proceso es o no factible, pero llegado el

momento de la explotación comercial, muy probablemente este enzima habrá tenido que ser

mejorado para la optimización del paso biocatalítico. Sin embargo, así como para la química

convencional las acciones para mejorar una reacción concreta pueden estar más o menos bien

establecidas, la evolución de un enzima es un proceso casi titánico que pasa por mucho trabajo

experimental y para el que, aún hoy, las predicciones in silico en las que se puede apoyar son

modestas. Por todo ello, el desarrollo de cada proceso es, en sí mismo, un reto, y a contrarreloj

si se está en un entorno farmacéutico (15, 19, 20).

Más allá de las ventajas que puede aportar un proceso biocatalítico para una producción

industrial respecto a un proceso tradicional, hay que destacar que también dentro del mundo

de los biocatalizadores se pueden encontrar grandes diferencias entre enzimas, no sólo por su

operatividad, sino también por la capacidad de ser suministrados a escala industrial. En este

sentido, el desarrollo de enzimas industriales ha dependido significativamente del uso de

enzimas microbianos. Los microbios son útiles porque se pueden producir de manera

económica en fermentaciones cortas, en medios baratos, su rastreo es simple y la mejora de

las cepas para conseguir producciones con mayor rendimiento ha sido muy exitosa. En las

décadas de los años 80 y 90 del siglo pasado muchos enzimas microbianos reemplazaron a

enzimas de animales o de plantas en multitud de aplicaciones industriales, incluyendo

productos de alimentación (humana y animal), detergentes, textil, tratamiento de pieles,

industria papelera, o enzimas para diagnóstico y terapia (21-23). Además de los enzimas

microbianos naturales, el desarrollo de la tecnología del ADN recombinante, tuvo un enorme

impacto en los niveles de producción de enzimas a escala mundial, ya que se han podido

producir a gran escala multitud de enzimas, independientemente de la especie de origen, en

cepas microbianas industriales. Esta tecnología ha sido rápidamente aceptada por la industria

porque puede aumentar cientos de veces la productividad de un enzima respecto a sus niveles

naturales y porque permite la producción de enzimas de cepas no adecuadas para la industria

en cepas industriales. Más del 50% de los enzimas presentes en el mercado son enzimas
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recombinantes. En muchos casos estos enzimas se han usado para sustituir rutas de síntesis

química. El aumento del uso de enzimas en industria ha implicado tanto el uso de enzimas

aislados purificados o semipurificados como el uso de células enteras para llevar a cabo

bioconversiones (21).

En términos económicos, el mercado de enzimas a nivel industrial pasó de unos 1.600 millones

de dólares en 1998 a 5.100 millones de dólares en 2009 (21). Algunas de las aplicaciones para

estos enzimas se muestran en la Tabla 1 y la Tabla 2.

Tabla 1. Algunas aplicaciones industrials de enzimas bacterianos (21)

Tabla 2. Algunas aplicaciones industrials de enzimas de levaduras y de hongos filamentosos (21)

La International Union of Biochemistry, a través de la Enzyme Commission,  clasifica todos los

enzimas conocidos en siete grupos según el tipo de reacción que catalizan (ver Tabla 3). Cada

grupo está divido en subgrupos y estos a su vez también lo están y así hasta un total de cuatro

niveles jerárquicos (24).
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Tabla 3. Primer nivel de clasificación enzimática según la Enzyme Commission

Grupo Reacción que catalizan

EC 1 Reacciones de oxidación/reducción y de transferencia de

Oxidorreductasas átomos de H, O, o electrones desde una sustancia a otra.

EC 2 Transferencia de un grupo funcional desde una sustancia a otra.

Transferasas El grupo puede ser metil-, acil-, amino- o fosfato.

EC 3 Formación de dos productos a partir de un sustrato

Hidrolasas mediante hidrólisis.

EC 4 Adición o eliminación no hidrolítica de grupos de los sustratos.

Liasas Pueden romper los enlaces C-C, C-N, C-O o C-S

EC 5 Isomerización de una molécula.

Isomerasas

EC 6 Unión de dos moléculas por síntesis de nuevos enlaces

Ligasas C-O, C-S, C-N o C-C con la rotura simultánea de ATP.

EC 7 Impulsión de iones o moléculas a través de membranas.

Traslocasas

Cada uno de estos niveles jerárquicos está identificado con un número, asignado por la

Enzyme Commission, conocido como número EC. Por ejemplo, el enzima “cocaína esterasa”

recibe el número EC 3.1.1.84 construido de la siguiente manera:

3 por hidrolasa

3.1 por ser una hidrolasa que actúa sobre enlaces tipo éster

3.1.1 por actuar sobre ésteres carboxílicos

3.1.1.84 por ser capaz de hidrolizar la cocaína en éster metílico de ecgonina y

benzoato, diferenciándola así del resto de hidrolasas que puedan actuar sobre otros

ésteres carboxílicos

A pesar de lo concreto de esta clasificación, no debe entenderse que sólo hay un enzima capaz

de llevar a cabo esta reacción. Este enzima en concreto está descrito tanto en humanos como

en ciertas bacterias. En todos los casos le corresponde el mismo código EC, sin embargo,

debido a que la evolución puede haber llevado a casos de evolución divergente, los enzimas

que están incluidos en la misma clasificación pero que provienen de fuentes diferentes pueden
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tener diferencias significativas entre sí, tanto de secuencia aminoacídica, como de estructura

tridimensional, como de reconocimiento de sustratos, o diferencias cinéticas. Aunque, si llevan

a cabo la misma reacción natural, el mecanismo de reacción debe ser común ya que no hay

que olvidar que, al fin y al cabo, los enzimas son catalizadores químicos y, por tanto, se rigen

por la misma química que catalizadores no biológicos. Pero el hecho de que exista esta

diversidad para un mismo enzima (un mismo tipo de enzimas definido por un único número

EC) permite, en un proceso industrial, poder rastrear cuál de los enzimas disponibles puede

resultar más útil para una conversión concreta ya que, aunque todos los enzimas

pertenecientes a un grupo común catalicen la misma reacción natural, muchas de las

reacciones de interés industrial implican sustratos no naturales que pueden ser mejor o peor

reconocidos por dichos enzimas. Como se ha comentado, los biocatalizadores pueden

utilizarse en diferentes formas, esto es, bien en forma de extractos celulares con la actividad

catalítica de interés, bien en forma de enzimas parcial o totalmente purificados, bien como

células enteras, o incluso como catalizadores soportados elaborados a partir de cualquiera de

dichas formas. Todas estas presentaciones aportan ventajas e inconvenientes (25-27).

Con mucha diferencia, el uso de células enteras es el formato más sencillo y económico. Su

aplicación se puede ejecutar haciendo crecer la cepa de interés directamente en presencia del

sustrato a modificar y, mientras la cepa crece en el fermentador, la bioconversión se va

llevando a cabo. Una vez acabada la fermentación se debe proceder al aislamiento del

producto de interés, en caso que esto sea necesario. La técnica se puede sofisticar si primero

se cultivan las células y, una vez crecidas, en forma no proliferante se aplican al reactor en el

que se va a llevar a cabo la bioconversión. En este segundo caso el comportamiento del

proceso se asimila más a una reacción catalizada mientras que en el primero se suele conocer

como fermentación.

En el caso de no usar las células enteras para ejecutar la bioconversión se pueden lisar estas

células por diferentes medios, obteniendo así un extracto complejo enriquecido con el enzima

de interés. Este extracto puede clarificarse separando la fracción soluble de la insoluble, por

centrifugación o por filtración, y recuperar la fracción de interés, que habitualmente será la

soluble. Cualquiera de estos tipos de extractos contiene un abundante número de tipos de

biomoléculas de origen celular, tanto proteínas, como ácidos nucleicos, azúcares, lípidos,

vitaminas, entre otros, así como restos que puedan quedar del medio de cultivo. Todos estos

contaminantes pueden, en algunos casos, interferir en la reacción de interés bien por aparición

de reacciones competitivas no deseadas, bien por la generación de otras impurezas en el

proceso.
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Cuando se requiere un catalizador con un mayor valor añadido, entendido como mayor pureza

que conlleve un menor perfil de impurezas en la reacción y una mayor reproducibilidad del

proceso, se debe valorar la posibilidad de añadir al proceso de producción del catalizador

algún paso de purificación de la proteína para eliminar parte de las moléculas acompañantes

indeseadas. Estos pasos de purificación pueden ser de muy diversa naturaleza, sin embargo, a

la hora de encarar un proceso industrializable hay que ser muy cuidadoso con el método a

escoger para evitar que los costes de producción se salgan de presupuesto, incluso en campos

de productos con un alto valor en el mercado, como puede ser el ámbito farmacéutico. Así

pues, se intenta simplificar al máximo los procesos de purificación enzimática, favoreciendo

aquellos que sean baratos y fácilmente escalables, como la precipitación por salado o los

choques térmicos cuando sean factibles, frente a aquellos que, aunque gocen de buena y

merecida fama en entornos más académicos, son más caros o incompatibles con el entorno

industrial, como la cromatografía o la ultracentrifugación. Evidentemente el proceso de

purificación de un enzima pude ser totalmente diferente en cada caso y puede incluir uno o

varios pasos de purificación que deberán escogerse en función del destino que vaya a tener el

biocatalizador, pero como norma general pude considerarse que la purificación de enzimas

para la industria debe ser la mínima que ofrezca resultados aceptables. Nótese que un proceso

de purificación de un enzima es comparable a un work-up químico tradicional que pretende

separar el analito de interés del resto del crudo y que disminuye el rendimiento en cada paso.

Por otra parte, la inmovilización del catalizador sobre algún tipo de soporte puede aportar

ventajas al proceso biocatalítico tales como facilidad en la recuperación del catalizador, para

ser reutilizado en próximas reacciones y para facilitar la purificación de los productos de la

reacción tras la biocatálisis, o posibilitar la adaptación del proceso de síntesis a ingenierías

poco habituales en catálisis homogénea, como procesos en continuo. La inmovilización puede

realizarse tanto con células enteras, como con extractos crudos o parcialmente purificados,

como con enzimas purificados a homogeneidad.

Sea cual sea el formato de catalizador escogido para llevar a cabo un proceso biocatalítico o

quimioenzimático, igual que en los procesos químicos tradicionales, hay ciertas

consideraciones que se deben tener en cuenta a la hora de escalar un proceso, tales como la

elección del reactor,  siendo el tanque agitado el más utilizado por su sencillez de uso y

versatilidad, sin embargo hay que tener en cuenta otras posibilidades como reactores de lecho

empaquetado que pueden permitir configuraciones de reacción en continuo para obtener

mayores productividades; sistemas de control de pH, ya que la ventana operativa de un



14

biocatalizador puede ser muy estrecha en algunos casos; o el uso de ciertos co-solventes, que

cuando se pretende trabajar a gran escala se deben priorizar aquellos que son GRAS (19, 25).

En resumen, cuando se escala un proceso biocatalítico a la industria puede pasar que el

proceso final se parezca poco al desarrollado en laboratorio. Algunas de las consideraciones a

tener en cuenta son comunes a los procesos químicos convencionales, mientras que otras

están relacionadas con la naturaleza biocatalítica del proceso (25, 28).

Muchos son ya los casos de éxitos de procesos biocatalíticos industriales, uno de los mejores

conocidos es el caso del 1,3-propanodiol (PDO). Este compuesto es componente de nuevos

polímeros con excelentes propiedades para la industria textil. Para la síntesis del PDO se han

descrito varias rutas sintéticas, sin embargo, sólo dos se llevan a cabo a escala industrial; la de

Degussa/DuPont es una ruta en dos pasos que parte de la acroleína que se hidrata a 3-

hidroxipropionaldehido (3-HPA), el cual es hidrogenado catalíticamente a PDO; la segunda ruta

es la de Shell que, también en dos pasos, parte del óxido de etileno que es carbonilado con

monóxido de carbono e hidrógeno a 3-HPA, el cual también se hidrogena a PDO. Estas rutas

químicas presentan algunos inconvenientes serios como son rendimientos moderados,

necesidad de altas presiones y temperatura, catalizadores caros y generación de intermedios

tóxicos. Por todo ello, la producción del PDO ha sido un objetivo de interés para multitud de

intentos de desarrollo de procesos biocatalíticos. DuPont  y Genencor International, Inc. han

conseguido exitosamente ingenierizar una cepa de Escherichia coli capaz de producir PDO por

fermentación partiendo de glucosa. Sin embargo, a consecuencia del enorme exceso de

glicerol producido como subproducto en la industria del biodiesel, otras iniciativas han

intentado modificar cepas mediante ingeniería metabólica para producir el PDO partiendo del

glicerol. De esta manera se pretende revalorizar un subproducto residual disminuyendo así la

contaminación y ayudando a que ambos procesos sean más rentables, el del biodiesel porque

puede reutilizar sus residuos que de esta manera dejan de serlo, y el proceso de producción de

PDO porque puede partir de una materia prima barata (29).

Se encuentran en la literatura otros casos de éxito sobre la producción de compuestos

plataforma que pueden servir para sustituir materias primas provenientes del petróleo por

otras de origen fermentativo, como es caso del ácido succínico o del adípico entre otros, u

otras moléculas con actividad biológica como la Sitagliptina o la Cefalexina (30).

Muchos enzimas pueden operar a temperatura ambiente, en condiciones acuosas neutras y en

ausencia de protección de grupos funcionales. En síntesis orgánica, estos biocatalizadores

pueden utilizarse como único catalizador de la reacción, en combinación con otros enzimas, o
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con reactivos no biológicos. La naturaleza quiral de los enzimas  favorece la síntesis de

compuestos con regio- y estéreo-especificidades definidas. En muchos casos los enzimas son

capaces de reconocer sustratos no naturales y, además, la ingeniería genética/enzimática

puede permitir mejorar sus propiedades tales como estabilidad, especificidad por sustrato, o

incrementar su actividad. El uso de enzimas puede, no sólo mejorar ciertas reacciones, sino

permitir modificaciones específicas en moléculas que, por su complejidad, no pueden ser

modificadas por métodos químicos tradicionales. Así pues, el uso de enzimas en química

industrial o farmacéutica representa una oportunidad para el desarrollo de nuevos procesos
(14). Como ejemplo, el uso de xilanasas es utilizado a escala industrial desde hace un par de

décadas en diferentes sectores, tales como la industria papelera, donde dicha enzima ayuda a

reducir el uso de procesos más agresivos para la elaboración de la pulpa de papel evitando el

uso de cloro para su blanqueamiento; en alimentación veterinaria, donde se utilizan como

aditivo alimentario, como en alimentación humana, en la que se usan como clarificadores de

zumos; o incluso en otros sectores de la química industrial en los que se utilizan en procesos

de desgomado de fibras vegetales como el cáñamo, el lino, el yute o el ramio (31).

En la obtención de enzimas para su uso en industria, se puede partir de fuentes naturales, pero

esta vía puede tener ciertas limitaciones, principalmente en aspectos de productividad,

aunque también puede ser en otros aspectos tales como el reconocimiento de sustratos y las

condiciones de operación. Una alternativa es la producción recombinante de los enzimas de

interés, la cual puede facilitar la obtención de tales enzimas tanto en su forma nativa como en

formas evolucionadas de estos enzimas. Esta producción recombinante, a su vez, también

presenta algunas dificultades para su uso, principalmente en aspectos de aceptación por el

mercado, en función del sector al que se intenten dirigir, pero para aplicaciones en el ámbito

de la salud, suele ser la opción preferida.

Nucleósidos y análogos de nucleósidos

Como se ha comentado anteriormente, la industria que más ha profundizado en el uso de

enzimas como catalizadores químicos de alto valor es la industria farmacéutica. En este

sentido cabe mencionar que existe un grupo importante de fármacos con aplicaciones tanto

antivirales y como anticancerígenas que derivan de moléculas naturales conocidas como

nucleósidos (32-41).

Los nucleósidos naturales son moléculas compuestas por un azúcar ciclado y una base

nitrogenada unida por un enlace N-glucosídico a la posición 1’ del azúcar. Adicionalmente,
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pueden estar enlazados en 5’ con un grupo mono-, di-, o trifosfato, tomando entonces el

nombre de nucleótidos o nucleósidos organofosforados.

Los nucleósidos y nucleótidos son compuestos presentes en todas las células y en todos los

organismos y tienen una enorme importancia biológica por diferentes motivos (42, 43):

- Son los constituyentes elementales de los ácidos nucleicos.

- Son intermedios metabólicos presentes en reacciones que generan o consumen

energía, actuando como reservorio de esta.

- Algunos actúan como mediadores en las rutas de señalización química celular.

- Forman parte de coenzimas o vitaminas.

El azúcar que los compone es una pentosa, siendo esta la ribosa (β-D-ribofuranosa) o la 2’-

desoxirribosa (β-D-2’-desoxirribosa).

Las bases nitrogenadas presentes en nucleósidos y nucleótidos naturales se incluyen un grupo

reducido representado por cinco moléculas principales que pueden ser clasificadas en dos

grupos según su estructura, (imagen 1):

- Bases púricas: derivan de la purina y son, principalmente, la adenina (A) y la

guanina (G).

- Bases pirimidínicas: derivan de la pirimidina y son, principalmente, la citosina (C),

la timina (T) y el uracilo (U).

En su función de componentes de los ácidos nucleicos, en el ácido ribonucleico (ARN) siempre

estará presente la ribosa como azúcar y A, G, C y U como bases nitrogenadas. Mientras que en

el ácido desoxirribonucleico (ADN) el azúcar que lo compone es la desoxirribosa y las bases son

A, G, C y T. Tanto en las cadenas poliméricas de ARN como de ADN los grupos fosfato sirven de

puente entre los diferentes nucleótidos (ribonucleótidos o desoxirribonucleótidos) que se

unen mediante la formación de enlaces fosfodiéster entre los carbonos 5’ y 3’ de nucleótidos

consecutivos.
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Imagen 1. Estructuras de los nucleósidos canónicos que forman parte de los ácidos nucleicos

Sobre la base de la estructura natural de los nucleósidos se han realizado multitud de

modificaciones, tanto en la base nitrogenada como en el azúcar, obteniéndose así los

derivados artificiales de los nucleósidos o análogos nucleosídicos, algunos de los cuales se han

demostrado como fármacos muy eficaces para diferentes indicaciones terapéuticas. Tales

modificaciones  incluyen la modificación de la estereoquímica, la incorporación o eliminación

de heteroátomos, la exploración de diferentes sustituyentes o hasta la apertura del anillo del

azúcar. Estos compuestos derivados de nucleósidos naturales, conocidos como análogos

nucleosídicos, cumplen su función en el interior de la célula donde, principalmente, interfieren

con la replicación de los ácidos nucleicos tras ser fosforilados a las formas tri-fosfato, las cuales

son las formas activas, cosa que explica su actividad en células que están replicándose

activamente.

Durante las décadas de los ’60 y los ’70 del siglo anterior hubo un interés considerable en la

síntesis de análogos nucleosídicos con heteroátomos. De todos ellos, se demostró que los más

efectivos fueros los thio- nucleósidos. Muchos otros análogos nucleosídicos han sido

sintetizados con diferentes modificaciones en el anillo del azúcar o en la base con aplicaciones

como antibacterianos, antivirales y anticancerígenos (31-36, 44).

Un grupo particular de derivados nucleosídicos son aquellos que han sido diseñados para

actuar como profármacos para facilitar sus propiedades farmacocinéticas, intentando

conseguir una vía de administración oral. Para conseguir tal fin se han intentado diferentes

aproximaciones que pasan por disminuir la polaridad de los compuestos mediante la
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esterificación de cadenas alifáticas, las cuales facilitan la absorción intestinal y son eliminadas

por la acción de esterasas dentro del organismo, liberando el compuesto parental para que

pueda penetrar dentro de las células (38).

Dentro de los profármacos, hay un subgrupo de especial importancia conocido como ProTides

(pro-nucleotides) que porta una estructura organofosforada en 5’ modificada. Estos

compuestos están diseñados para mejorar la absorción del compuesto y su potencia respecto

al fármaco parental, aunque no todosse pueden administrar por vía oral. En cualquier caso, su

estructura facilita su entrada dentro de la célula independientemente de los canales de

entrada de nucleósidos y, dentro de la célula, son desprotegidos y activados a una forma

monofosfato del nucleótido, lo que facilita su fosforilación a las formas di- y tri-fosfato

respectivamente.

Actualmente hay decenas de compuestos pertenecientes al grupo de los análogos

nucleosídicos cuyo uso como fármacos está aprobado por las agencias reguladoras

internacionales y, a pesar de que son un grupo de compuestos bastante estudiado, siguen

apareciendo nuevas aprobaciones para compuestos de este tipo como ha pasado

recientemente con la lucha contra el SARS-CoV-2, virus para el que se aprobó en 2021 como

tratamiento el Molnupiravir de Merck y otros nucleósidos fueron ensayados con mayor o

menor repercusión mediática, como el Remdesivir de Gilead.

En la siguiente tabla se muestran los compuestos y sus indicaciones aprobadas.

Tabla 4. Relación de compuestos aprobados pertenecientes al grupo de los análogos nucleosídicos1

Compuesto Estructura Uso aprobado
Abacavir Abacavir es un inhibidor de la

transcriptasa inversa
nucleósido antiviral que se usa
en combinación con otros
antirretrovirales para el
tratamiento del VIH.

Aciclovir El aciclovir es un análogo de la
guanosina que se usa para
tratar el herpes simple, la
varicela zoster y el herpes
zoster.

1 Nótese que la Adenosina no es un análogo nucleosídico, es uno de los nucleósidos naturales.
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Adefovir dipivoxil Adefovir dipivoxil es un
análogo de nucleótido utilizado
para tratar la hepatitis B
crónica.

Adenosina La adenosina es un
medicamento utilizado en la
gammagrafía de perfusión
miocárdica y para tratar la
taquicardia supraventricular.

Brivudina La brivudina es un
medicamento que se usa para
tratar el herpes zóster.

Capecitabina La capecitabina es un inhibidor
metabólico nucleosídico
indicado para tratar el cáncer
de colon, colorrectal y de
mama.

Cidofovir El cidofovir es un agente
antiviral que se usa para tratar
la retinitis por citomegalovirus
(CMV) en pacientes con SIDA.

Citarabina La citarabina es un análogo
nucleosídico de pirimidina que
se usa para tratar la leucemia
no linfocítica aguda, la
leucemia linfocítica y la fase
blástica de la leucemia
mielocítica crónica.
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Cladribina La cladribina es un
antimetabolito de purina que
se usa actualmente para el
tratamiento de las formas
recurrentes de esclerosis
múltiple (EM), que se usa en
pacientes que no han
respondido o que no pudieron
tolerar los medicamentos
alternativos para la EM.
Asimismo, también está
indicado como agente
antineoplásico utilizado en el
tratamiento de enfermedades
linfoproliferativas, incluida la
leucemia de células pilosas.

Clofarabina La clofarabina es un nucleósido
de purina que se usa para
tratar la leucemia linfoblástica
aguda recidivante o refractaria
en pacientes de 1 a 21 años.

Decitabina La decitabina es un análogo de
nucleósido de pirimidina
quimioterapéutico que se
utiliza para el tratamiento de
los síndromes mielodisplásicos
(SMD) al inducir la
hipometilación del ADN y las
alteraciones correspondientes
en la expresión génica.

Didanosina La didanosina es un inhibidor
de la transcriptasa inversa que
se usa para tratar el VIH.

Emtricitabina La emtricitabina es un
nucleósido inhibidor de la
transcriptasa inversa que se
utiliza para el tratamiento y la
profilaxis del VIH.
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Entecavir Entecavir es un análogo de
nucleósido que se utiliza en el
tratamiento de la hepatitis B
crónica en pacientes con
replicación viral activa,
evidencia histológica de
enfermedad activa o
elevaciones persistentes de las
transaminasas hepáticas.

Estavudina La estavudina es un
didesoxinucleósido utilizado en
el tratamiento de la infección
por VIH.

Famciclovir Famciclovir es un inhibidor de
la polimerasa de ADN análogo
de nucleósido que se utiliza
para el tratamiento del herpes
labial y genital recurrente en
pacientes sanos y pacientes
con VIH, y para controlar el
herpes zóster.

Floxuridina La floxuridina es un
antimetabolito utilizado como
tratamiento paliativo para las
metástasis hepáticas de
neoplasias malignas
gastrointestinales.

Ganciclovir El ganciclovir es un inhibidor de
la ADN polimerasa que se usa
para tratar el citomegalovirus y
la queratitis herpética del ojo.

Gemcitabina La gemcitabina es un inhibidor
metabólico nucleosídico  que
se usa como terapia adjunta en
el tratamiento de ciertos tipos
de cáncer de ovario, carcinoma
de pulmón no microcítico,
cáncer de mama metastásico y
como agente único para el
cáncer de páncreas.

Idoxuridina La idoxuridina es un antiviral
análogo de la pirimidina que se
usa para el tratamiento de
infecciones oculares virales,
incluida la queratitis por herpes
simple.
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Lamivudina Lamivudina es un inhibidor de
la transcriptasa inversa que se
usa para tratar las infecciones
por VIH y hepatitis B.

Maribavir Maribavir es un inhibidor de la
kinasa pUL97 del
citomegalovirus (CMV) que se
utiliza para el tratamiento de la
infección por CMV refractaria
después del trasplante.

Molnupiravir El molnupiravir presenta
actividad frente a ciertos virus
ARN, incluyendo el SARS-CoV-
2.
Su estatus en el momento de
redacción de este trabajo es de
totalmente aprobado en UK y
con permiso de
comercialización de
emergencia en USA, aunque no
está definitivamente aprobado.

Nelarabina La nelarabina es un análogo de
nucleósido de purina y agente
antineoplásico utilizado para el
tratamiento de la leucemia
linfoblástica de células T aguda
y el linfoma linfoblástico de
células T con respuesta clínica
inadecuada a tratamientos
quimioterapéuticos previos.

Penciclovir El penciclovir es un inhibidor
de la polimerasa nucleósido
tópico que se utiliza en el
tratamiento del herpes labial
recurrente.

Remdesivir Remdesivir es un análogo de
nucleósido que se usa para
tratar infecciones por virus de
ARN, incluida la COVID-19.
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Ribavirina La ribavirina es un nucleósido
de guanosina que se usa para
tratar algunas formas de
hepatitis C.

Sofosbuvir Sofosbuvir es un agente
antiviral de acción directa que
se usa para tratar infecciones
específicas por el virus de la
hepatitis C (VHC) en
combinación con otros agentes
antivirales.

Telbivudina La telbivudina es un análogo de
nucleósido de timidina
utilizado para el tratamiento de
la hepatitis B crónica con
evidencia clínica de replicación
viral o elevaciones persistentes
de las aminotransferasas
séricas (ALT o AST).

Tenofovir alafenamida Tenofovir alafenamida es un
inhibidor de la transcriptasa
inversa análogo de los
nucleósidos que se utiliza para
el tratamiento de la infección
crónica por el virus de la
hepatitis B en adultos con
enfermedad hepática
compensada.

Tenofovir disoproxil Tenofovir disoproxil es un
inhibidor de la transcriptasa
inversa análogo de nucleótido
que se utiliza en el tratamiento
de la infección por hepatitis B y
en el tratamiento de la
infección por VIH-1.

Ticagrelor Ticagrelor es un inhibidor
plaquetario P2Y12 que se
utiliza en pacientes con
antecedentes de infarto de
miocardio o con síndrome
coronario agudo (SCA) para
prevenir futuros infartos de
miocardio, accidentes
cerebrovasculares y muerte
cardiovascular.

Trifluridina
(Trifluorotimidina)

La trifluridina es un inhibidor
metabólico nucleosídico que se
usa para tratar la
queratoconjuntivitis y la
queratitis epitelial causadas
por el virus simple, y como
parte de la quimioterapia para
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ciertos tipos de cánceres
gastrointestinales
metastásicos.

Valaciclovir El valaciclovir es un antiviral de
nucleósido de guanina que se
usa para tratar las
exacerbaciones del herpes.

Valganciclovir Valganciclovir es un
medicamento antiviral que se
usa para tratar la retinitis por
citomegalovirus (CMV) en
pacientes diagnosticados con
síndrome de inmunodeficiencia
adquirida (SIDA).

Vidarabina La vidarabina es un agente
antiviral que se usa para tratar
diversas infecciones virales.

Zalcitabina La zalcitabina es un
didesoxinucleósido que se usa
para tratar el VIH.

Zidovudina (AZT) La zidovudina es un
didesoxinucleósido utilizado en
el tratamiento de la infección
por VIH.

El uso de análogos nucleosídicos en el sector farmacéutico como tratamiento para diferentes

tipos de afecciones comenzó unos cuantos decenios atrás y ha contado con considerables

éxitos, especialmente en el tratamiento contra el cáncer. Actualmente su uso mayoritario se

centra en el tratamiento antiviral, especialmente contra el virus del HIV y ciertos tipos de

herpes. Esto ha sido debido, por un lado, a que en oncología hay nuevas tendencias más

específicas que están tomando el relevo, tales como anticuerpos monoclonales o terapia

hormonal, entre otras, y por otro lado a éxitos notables acontecidos en los últimos años, como

contra el SARS-CoV-2, como se ha comentado, o contra el VHC, infección para la cual hace

unos años se aprobó el tratamiento con sofosbuvir de Gilead, consiguiendo la curación total de

pacientes infectados (45-49).
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Queda claro por lo tanto, según lo dicho, que los nucleósidos y sus análogos han atraído la

atención de multitud de centros de investigación y de compañías farmacéuticas con finalidades

distintas, principalmente como tratamientos anticancer y antivirales.  La síntesis de este tipo

de compuestos  ha venido siendo química, y mayoritariamente sigue siéndolo. Sin embargo,

los métodos químicos de obtención requieren de pasos de protección/desprotección de

grupos funcionales que acarrean bajos rendimientos y la necesidad del aislamiento de los

intermedios de reacción, con la consiguiente generación de residuos, en algunos casos

altamente tóxicos (31, 44).

Para intentar superar estos inconvenientes, en la bibliografía se encuentran multitud de

ejemplos en la que la obtención de análogos nucleosídicos se ha realizado por modificación

enzimática (44, 50-107). Estos métodos de obtención mediante la utilización de enzimas aportan a

la química de los nucleósidos todas las ventajas mencionadas con anterioridad, ahorro de

pasos de protección/desprotección, estereoquímica definida, condiciones suaves de reacción,

baja generación de residuos tóxicos, etc...

Enzimas utilizados en síntesis de análogos nucleosídicos

Como se ha indicado anteriormente, la aproximación a la síntesis de análogos nucleosídicos
mediante tecnología enzimática ha sido ampliamente explorada. Sin embargo, la tipología de
los enzimas utilizados se limita a unos pocos grupos, lo cual condiciona las reacciones que se
pueden llevar a cabo.

La mayoría de los ejemplos que se encuentran en bibliografía (44, 50-107) se reducen al uso de
enzimas pertenecientes a dos grupos:

- Nucleósido fosforilasas (NP).

Estos enzimas catalizan la fosforólisis reversible de un nucleósido de partida
generando un intermedio fosforilado que puede ser transferido a una nueva base
aceptora.
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Imagen 2. Esquema general de la reacción de fosforólisis catalizada por enzimas del tipo NP (99)

El grupo de los enzimas NP está compuesto por diferentes representantes los cuales,
siguiendo el mismo esquema general de reacción, se distinguen principalmente por el
tipo de base nitrogenada que son capaces de reconocer. Según la base que reconocen,
se pueden distinguir dos grupos principales de NP, las purina nucleósido fosforilasas
(PNP) y las pirimidina nucleósido fosforilasas (PyNP). Atendiendo a esta distinción, una
estrategia habitual para la síntesis de análogos nucleosídicos es combinar dos enzimas
con diferente afinidad por sustrato de manera que uno libere el azúcar del nucleósido
de partida y el segundo enzima lo transfiera a la base aceptora.

Imagen 3. Esquema general de síntesis de nucleósidos por transglicosilación mediada por combinación
de enzimas tipo NP. Nótese que UP (uridina fosforilasa) y TP (timidina fosforilasa) son tipos de PyNP
(99)

- N-Desoxirribosiltransferasas (NDT).

Estas enzimas son capaces de realizar la misma reacción global de transglicosilación
que las NP, sin embargo lo hacen en un único paso sin necesidad de pasar el
intermedio fosforilado. Si bien son capaces de reconocer a bases y nucleósidos tanto
púricos como pirimidínicos, tienen afinidad por los nucleósidos derivados de la 2’-
desoxirribosa. El esquema general de su reacción se indica en la siguiente figura.
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Imagen 4. Esquema general de la reacción de síntesis de nucleósidos por transglicosilación mediada
por enzimas tipo NDT (99)

Ambos grupos de enzimas, tanto NP como NDT, catalizan la transferencia del grupo azúcar de

un nucleósido de partida a una base aceptora. Y si bien se han demostrado ser muy

interesantes desde el punto de vista sintético, presentan algún inconveniente intrínseco a su

propio mecanismo de reacción:

- Ambos grupos de enzimas establecen un equilibrio en la reacción, por lo que sus

rendimientos nunca pueden llegar a ser cuantitativos. Esto es atribuible al hecho

que sean enzimas del tipo de las transferasas (EC 2.).

- Uno de los sustratos de la reacción es ya un nucleósido en sí mismo, por lo que se

acaba generando, como un subproducto de la reacción, una base saliente. Este

hecho se plantea como un posible punto de mejora desde la química sostenible, ya

que presenta una economía atómica muy baja.

Además de estos dos grupos de enzimas, se han propuesto algunas alternativas desde la

academia para poder aumentar la diversidad de los productos obtenidos, especialmente en

forma de cascadas enzimáticas one-pot (97, 99). Tales propuestas incorporan el uso de enzimas

del tipo riboquinasa (RK) o fosfopentomutasa (PPM), entre otros, que pueden aportar

alternativas a la disponibilidad de sustratos de partida y que, pueden reducir la minimización

de subproductos de la reacción. Sin embargo, estos enzimas no han llegado a establecerse en

la literatura como enzimas de referencia en la síntesis de nucleósidos, como sí lo son las NP y

las NDT, y también pertenecen a grupos que tienden a establecer equilibrios en la reacción

(isomerasas y transferasas).
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Enzimas desaminasas

Los enzimas del tipo desaminasa pertenecen al grupo de las hidrolasas (EC 3.). Este tipo de

enzimas se caracteriza por romper un enlace de manera irreversible en presencia de agua. Este

hecho favorece el avance de la reacción sin llegar a establecerse un auténtico equilibrio

químico en el que dos especies se van interconvirtiendo la una en la otra a una velocidad

constante.

De enzimas desaminasas hay multitud descritas, y algunos de ellas actúan naturalmente sobre

nucleósidos, nucleótidos o bases nitrogenadas libres (108-110). Son capaces de realizar una

reacción de eliminación de un grupo amino liberando amoniaco e incorporando al sustrato el

oxígeno proveniente del agua.

Un esquema general de desaminación enzimática de un nucleósido se observa en la siguiente

imagen.

Imagen 5. Esquema general de una reacción de desaminación enzimática sobre un nucleósido2.

El uso de estos enzimas para la síntesis de análogos nucleosídicos no está explotado

comercialmente, y se les espera un mejor rendimiento y una menor formación de residuos en

comparación con los enzimas NP y NDT. Este fue el punto de partida del trabajo experimental

presentado en este documento.

Comentario sobre este trabajo

El presente trabajo está enmarcado en un entorno industrial. Toda la parte experimental se

desarrolló en las instalaciones de IUCT (Institut Univ. De ciencia i tecnologia), empresa

perteneciente al grupo Inkemia, y en colaboración con un partner industrial, de quien se omite

el nombre por privacidad, con quien se estableció una colaboración más allá del concepto de

cliente. Aunque por el momento no se ha escalado la producción del compuesto de interés,

2 Fuente propia
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este cliente proveyó en diferentes momentos intermedios, materias primas y patrones para

apoyar en el desarrollo del proceso.. Este escenario ha condicionado el enfoque del proyecto.

El compuesto para el que se ha desarrollado el presente trabajo es un compuesto conocido y

aprobado por las agencias reguladoras, actualmente protegido por una familia de patentes. La

primera de estas patentes protege el compuesto en sí mismo, pero esta será la primera de

todas en expirar. En el momento en que esta patente caduque, el compuesto podrá entrar en

la fase de comercialización libre, como un medicamento genérico. Sin embargo, durante un

tiempo seguirá en vigor la patente de proceso que protege su síntesis.

Con estos antecedentes se planteó el proyecto desde el inicio. La estrategia ha sido obtener un

proceso no infringente de patente (de proceso), suficientemente productivo, rentable y

escalable. La reacción que se estudia en el presente trabajo se ubica en el último paso de la

ruta de síntesis para la obtención del compuesto de interés y parte de un intermedio muy

avanzado, algo muy habitual en las reacciones enzimáticas de los análogos de nucleósidos.

Esto implica que el producto obtenido es ya el principio activo de interés, también conocido

por API (active pharmacutical ingredient)y debe tenerse en cuenta a la hora del estudio de las

posibles impurezas generadas durante el proceso.

En IUCT se tenía un know-how previo en procesos enzimáticos y, en particular, en enzimas

utilizados para la síntesis de NAs, principalmente con enzimas del tipo NPs y NDTs. La

estructura que se pretendía obtener parecía complicada para ser abordada con estos grupos

de enzimas, así que se decidió probar con enzimas tipo desaminasa, con los que no se había

trabajado anteriormente en nuestro grupo de investigación. Aunque no se consiguió al primer

intento, como se explica más adelante, es más, el enzima finalmente utilizado no se esperaba

que tuviera capacidad de reconocer los sustratos de interés, lo que fue sorprendente y acabó

generando la presentación de una solicitud de patente, actualmente concedida, se esperaba

que este grupo de enzimas, por pertenecer al grupo de las hidrolasas, tuviera una alta

procesividad y no se alcanzara un plateau en la reacción, lo cual debería repercutir en un

aumento de la productividad y mayor facilidad en la recuperación de los productos. Este

último punto se pudo demostrar experimentalmente.

Durante un momento de la ejecución del proyecto, y a la vista de que el enzima desarrollado

presentó una excelente operatividad, se planteó el estudio de una reacción alternativa,

enfocada también a la síntesis final del mismo API pero introduciendo el paso biocatalítico en

un punto anterior de la ruta. No se profundizó en esta reacción alternativa aunque se

demostró que también era posible en las condiciones ensayadas. Esta segunda reacción
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probada se planteó para poder tener un proceso alternativo al principal y tenía el mismo

objetivo que la reacción principal, conseguir una ruta sintética alternativa para poder llegar al

mercado en condiciones competitivas.

En la presente tesis doctoral se recoge todo el trabajo realizado desde el inicio del proyecto,

cuando se planteó la posibilidad de atacar esta molécula desde un punto de vista biocatalítico

hasta que se definió un proceso de obtención del API de interés.
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OBJETIVOS
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El objetivo principal del presente trabajo es el estudio de un proceso biotecnológico para la

obtención de un análogo nucleosídico sofosbuvir mediante biocatálisis como alternativa al

proceso químico existente y con la finalidad de  poder ser comercializado como API en el

momento en que expire la patente en vigor de producto estando vigente la patente de síntesis

del mismo.

Para ello, se han definido y desglosado los siguientes objetivos específicos:

Objetivo preliminar

1. La identificación de los enzimas candidatos participantes en la biosíntesis

Desarrollo de las cepas ingenierizadas

2. La amplificación de los genes de interés correspondientes a la codificación de los

enzimas previamente identificados

3. El clonaje de los genes amplificados

4. La construcción de las cepas recombinantes en las que se introducirán los fragmentos

génicos

5. La expresión  de las proteínas recombinantes

Producción del biocatalizador

6. La producción, a escala de laboratorio, de los enzimas de interés

Pruebas de concepto biocatalíticas

7. La definición del método analítico para el control de calidad del enzima

8. La ejecución de las reacciones cualitativas a nivel de PoC

9. La elección final del enzima interviniente

Caracterización del biocatalizador

10. La evaluación de las mejores condiciones de inducción del enzima

11. La determinación de la solubilidad del enzima

12. El estudio de la posible purificación del enzima

13. La evaluación de las diferentes presentaciones del catalizador

14. La definición del método de determinación de actividad enzimática

15.



34

Escalado de la producción enzimática

16. La adaptación del sistema de expresión (cepa/plásmido)

17. El estudio de la escalabilidad y reproducibilidad del proceso de fermentación

18. El estudio de la estabilidad del biocatalizador y fecha de caducidad del mismo

Optimización de la reacción biocatalítica

19. La determinación de los parámetros críticos de la reacción

20. La evaluación de los tampones de reacción y cambios de mejora

21. La determinación de la estequiometría enzima/sustrato

22. Los estudios de productividad del producto de interés

23. La evaluación de las impurezas de reacción

24. El estudio de la purificación y recuperación del producto de interés

Escalado de la reacción biocatalítica

25. El estudio del escalado de reacción y  puesta a punto de las mejoras obtenidas a

pequeña escala

26. La Optimización y reproducibilidad de la reacción biocatalítica a escala piloto
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MATERIAL Y
MÉTODOS



36



37

1. Desarrollo de las cepas ingenierizadas

1.1. Análisis de ADN en geles de agarosa

Todos los productos de PCR obtenidos, así como las extraciones de plásmidos y digestiones se
analizaron por electroforesis en geles submarinos de agarosa 1% pre-teñidos con SYBR SafeTM

(Invitrogen, Walthman - USA) según se indica a continuación:

Tabla 5. Composición de los geles de agarosa para el análisis de ADN.

Componente Cantidad
Agarosa 0,5 g

Tampón TAE 50 ml
SYBR SafeTM 10000X 5 µl

La composición del tampón TAE se indica en la siguiente tabla:

Tabla 6. Composición del tampón TAE utilizado en este trabajo

Componente Cantidad (g ó ml/l)
Tris base 24,2 g

EDTA (0,5 M, pH 8,0) 10 ml
Ácido acético glacial 5,7 ml

H2O purificada csp. 1000 ml

Para la preparación de los geles se suspende la agarosa en el tampón TAE y se calienta a
ebullición durante dos minutos en un microondas convencional a máxima potencia. Cuando ya
no humea se añade el SYBR SafeTM y se vierte en el molde correspondiente con un peine para
la formación de los pocillos. Una vez solidificado el gel, se sumerge en la cubeta llena con
tampón TAE y se aplica un voltaje de 120 V durante 20 minutos en geles con doble peine y
durante 40 minutos en geles con un único peine.

Acabada la electroforesis, el gel se visualiza en el sistema de captación de imágenes Gel DocTM

EZ System de BioRad.

1.2. Aislamiento de los genes de interés

La cepa Escherichia coli CECT 516 se hizo crecer durante 16 horas a 37ºC en atmósfera

aeróbica en una placa de medio McConkey (Scharlab, Sentmenat - Barcelona), cuya

composición se indica en la Tabla 7.
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Tabla 7. Composición del medio McConkey, fórmula por litro.

Componente Cantidad (g/l)
Digerido pancreático de gelatina 17,0

Peptona de carne 1,5
Peptona de caseína 1,5

Lactosa monohidrato 10,0
Sales biliares 1,5

Cloruro sódico 5,0
Rojo neutro 0,030

Cristal violeta 0,001
Agar 15,0

pH final a 25ºC, 7,1 ±0,2

Una colonia crecida y aislada de la placa del medio de McConkey, se utilizó para hacer PCR

colonial, sin purificación de ADN genómico, utilizando la GoTaq® G2 Flexi DNA Polymerase

(Promega, Fitchburg - USA). El ciclo de PCR consignado se indica, para cada gen, en la Tabla 8.

Tabla 8. Condiciones para las PCRs de aislamiento de los genes cdd y dcd de E. coli.

cdd dcd
Temperatura
(ºC)

Tiempo Temperatura
(ºC)

Tiempo

94 10’ 94 10’

X 35

94 1’ 94 1’

X 3552 45’’ 54 45’’

72 1’ 72 45’’

72 10’ 72 10’

4 Ꝏ 4 Ꝏ

Como cebadores para las PCRs indicadas en la Tabla 8 se utilizaron los oligonucleótidos

indicados en la Tabla 9. Estos oligonucleótidos fueron sintetizados específicamente para el

desarrollo experimental del trabajo expuesto en este documento y adquiridos a Biolegio

(Nijmegen - Países Bajos).
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Tabla 9. Oligonucleótidos utilizados para la amplificación de los genes cdd y dcd de E. coli.

Gen Nombre cebador Secuencia

cdd
EcoCDA_Forw 5'-CATATGCATCCACGTTTTCAAACC-3'

EcoCDA_Rev 5'-GGATCCTTAAGCGAGAAGCACTCGG-3'

dcd
EcodCTPd_Forw 5'- CATATGCGTCTGTGTGACCGAG-3'

EcodCTPd_Rev 5'- GGATCCTTAGTCTTTATCGATTCGGC-3'

Para el análisis de rutina de los productos de PCR, así como para purificación de las bandas

obtenidas de las digestiones en los casos requeridos, se realizaron electroforesis en geles de

agarosa al 1% en tampón TAE (Fisher, Walthman - USA) pre-teñidos con SYBR Safe 10000X

(Invitrogen, Walthman - USA). En cada gel de electroforesis se cargó, como mínimo, un

marcador de tamaño para poder usarlo como referencia (NEB, Ipswich - USA).

1.3. Ligación en el vector intermedio pGEM-T Easy

Los productos de PCR se ligaron en el vector intermedio pGEM -T Easy (Promega, Fitchburg -

USA), el cual permite un rastreo positivo de recombinantes por el método de observación de

colonias blancas y azules en medios de cultivo sólidos suplementados con X-GAL. Esté método

de selección se fundamenta en el hecho que el lugar de inserción del fragmento recombinante

está interrumpiendo la secuencia del gen lacZ, el cual codifica para una enzima capaz de

hidrolizar el X-GAL (incoloro) en un compuesto insoluble de un color azul característico. Por lo

tanto, aquellas colonias que crezcan de color blanco son compatibles con un un genotipo

recombinante, mientras que las colonias que presenten una coloración azul han de ser

consideradas como no recombinantes.

La ligación se llevó a cabo utilizando la ligasa de ADN de T4 (NEB, Ipswich - USA) y las

reacciones de ligación se transformaron en viales de células competentes de Escherichia coli

TOP10 preparadas según el método tradicional de permeabilización con CaCl2 y

transformación por choque térmico (111). Las reacciones de transformación se plaquearon en

medio LB suplementado con ampicilina, IPTG y X-GAL (todos los componentes de la marca

Fisher y Scharlau) según receta indicada en la tabla Tabla 10.

Tabla 10. Composición del medio para el rastreo de transformantes

Componente Cantidad/litro
LB base 25,0 g

Ampicilina sal sódica 100 mg/ml 1,0 ml
IPTG 0,1 M 1,0 ml

X-GAL 20 mg/ml 2,0 ml
Agar 15,0 g
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Las colonias blancas que se tomaron para confirmación de los sospechosos de ser

recombinantes se analizaron por PCR colonial como se ha descrito anteriormente, pero

utilizando el programa y los cebadores indicados en la Tabla 11 y en la Tabla 12,

respectivamente.

Tabla 11. Condiciones para las PCRs de comprobación de los recombinantes.

Temperatura
(ºC)

Tiempo

94 10’

X 40

94 1’

48 45’’

72 1’10’’

72 10’

4 Ꝏ

Tabla 12. Oligonucleótidos utilizados para las PCRs de comprobación de recombinantes en pGEM-T Easy

Nombre cebador Secuencia
T7 promoter 5'-TAATACGACTCACTATAGGG-3'

SP6 5'-ATTTAGGTGACACTATAG-3'

Las colonias confirmadas como recombinantes se conservaron y se utilizaron para recuperar

de su interior la construcción del plásmido intermedio (pGEM_cdd y pGEM_dcd) utilizando el

kit “Plasmid mini” (ATP biotech, Taipei - Taiwan) y eluyendo con H2O libre de DNAsas

(Invitrogen, Walthman - USA) para evitar la inhibición de los pasos posteriores.

1.4. Construcción del vector de expresión y custodia de cepas

Una vez recuperados los plásmidos, fueron digeridos con la finalidad de recuperar los genes de

interés, utilizando en ambos casos, los enzimas NdeI y BamHI (NEB, Ipswich - USA) según las

condiciones indicadas en la Tabla 13. En paralelo, se digirió el plásmido pET22b(+), en las

mismas condiciones, para poder prepararlo para ligación definitiva de los insertos recuperados

de pGEM.
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Tabla 13. Condiciones de digestión para la recuperación de los genes de interés de pGEM.

Componente Volumen (μl)
Plásmido 16   (<1μg DNA)

CutSmart®Buffer 10X 2
NdeI 1

BamHI 1
Vf: 20 μl Incubación 2h a 37ºC

Una vez pasada la incubación, todo el volumen de las reacciones se cargó en geles de agarosa

1% para verificar las digestiones y para purificar desde ellos los fragmentos digeridos de

interés en cada caso, siendo en la digestión de pET22 b(+) el esqueleto abierto del plásmido y

en las digestiones de pGEM los insertos recuperados. Una vez recortadas las bandas de interés,

estas se purificaron utilizando el kit “Gel/PCR DNA Fragment Extraction” (ATP biotech, Taipei -

Taiwan) y eluyendo con H2O libre de DNAsas (Invitrogen, Walthman - USA) para evitar la

inhibición de la posterior ligación definitiva.

La construcción definitiva de los vectores de expresión recombinantes se llevó a cabo

utilizando la ligasa de ADN de T4 (NEB, Ipswich - USA) según las condiciones indicadas en la

Tabla 14.

Tabla 14. Condiciones de ligación de los genes de interés en pET22b(+)

Componente Cantidad
Vector 15 fmol

Inserto (gen) 50 fmol
T4 ADN ligasa 1 μl
Buffer (10X) 2 μl

H2O csp. 20 μl
Vf: 20 μl Incubación 2h a RT

Pasadas las incubaciones, las reacciones de ligación se transformaron en viales de células

competentes de Escherichia coli TOP10 preparadas según el método tradicional de

permeabilización con CaCl2. Las reacciones de transformación se plaquearon en medio LB

(Fisher, Walthman - USA) suplementado con ampicilina a 100 μg/ml y se incubaron a 37ºC

durante 24 horas.

Varias colonias aisladas (hasta 14 por clonaje) se tomaron aleatoriamente de las placas de

crecimiento y se analizaron por PCR colonial para confirmar la presencia del fragmento de

interés utilizando el programa y los cebadores indicados en la Tabla 15 y en la Tabla 16,

respectivamente.



42

Tabla 15. Condiciones para las PCRs de comprobación de los recombinantes de la construcción definitiva de los
genes de interés en el vector pET22 b(+) .

Temperatura
(ºC)

Tiempo

94 10’

X 40

94 1’

50 45’’

72 1’10’’

72 10’

4 Ꝏ

Tabla 16. Oligonucleótidos utilizados para las PCRs de comprobación de recombinantes en pET22 b(+).

Nombre cebador Secuencia
T7 promoter 5'-TAATACGACTCACTATAGGG-3'

T7 terminator 5'- GCTAGTTATTGCTCAGCGG -3'

Una vez identificadas las colonias positivas para cada clonaje, se envió el producto de

amplificación a secuenciar al servicio de genómica de la Universitat Autònoma de Barcelona

por secuenciación capilar Sanger. Los resultados de las reacciones secuenciación se

compararon con las secuencias esperadas para confirmar la correcta construcción de los

vectores recombinantes e identificar, en su caso, las mutaciones presentes respecto a las

secuencias publicadas en las bases de datos. Estas comparaciones se realizaron utilizando el

algoritmo de EMBOSS Needle disponible en el portal de EMBL (https://www.ebi.ac.uk/)

Las propias colonias que se usaron para las PCRs coloniales las cuales sirvieron para identificar

los clones correctos, se resembraron en medio LB y fueron incubadas durante 20 horas a 37ºC.

Estos cultivos líquidos se usaron para preparar los stocks de las propias cepas de clonaje y para

la recuperación de los plásmidos recombinantes. Para la preparación de los stocks, 8 ml de

cada cultivo líquido fueron suplementados con 2 ml de glicerol estéril (Fagron Ibérica, Terrassa

- Barcelona) y fueron congeladas para su conservación a -80ºC.

Los plásmidos recuperados de las cepas de clonaje se utilizaron para transformar sendos viales

de células competentes, preparadas por el método de CaCl2, de la cepa Escherichia coli BL21

(DE3). Los células se transformaron por choque térmico y a continuación se plaquearon en
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placas con medio LB suplementado con ampicilina a 100 μg/ml y se incubaron a 37ºC durante

24 horas. Una colonia aislada de cada clon se resembró en tubos de LB suplementado con

ampicilina a 100 μg/ml y se incubaron a 37ºC durante 24 horas. Estos cultivos crecidos se

suplementaron con glicerol estéril (20% v/v) y se utilizaron para preparar los stocks de las

cepas de expresión. Estos stocks fueron conservados a -80ºC.

2. Producción del biocatalizador

2.1. Cuantificación de proteína total

En todos los casos se cuantificó la proteína total mediante  fluorómetro Qubit (Invitrogen,
Walthman - USA) siguiendo las indicaciones del fabricante. Para la determinación de la
cantidad de proteína de interés (proteína diana) se utilizó el valor de abundancia relativa de la
proteína de interés respecto a la proteína total. Esta proporción se determinó con el sistema
de captación de imágenes Gel DocTM EZ System de BioRad.

2.2. Análisis de proteina en geles desnaturalizantes de poliacrilamida
(SDS-PAGE)

Todas las inducciones de proteína, tanto a escala piloto como de producción, se analizaron en
geles verticales SDS-PAGE bifásicos. Estos geles constaban de una fase apiladora superior
(stacking) y una fase inferior separadora (resolving) según se indica a continuación:

Tabla 17. Composición de los geles SDS-PAGE para el análisis de proteínas.

Componente Resolving Stacking
Acrilamida/bisacrilamida 40 %

(37,5:1)
3 ml 0,25 ml

Tris-HCl 0,5 M, pH 6,8 --- 0,63 ml
Tris-HCl 1,5 M, pH 8,8 2,5 ml ---

SDS 10 % (w/v) 0,1 ml 25 µl
Agua purificada 4,35 ml 1,59 ml

Persulfato amónico 10 % (w/v) 50 µl 12,5 µl
TEMED 5 µl 2,5 µl

Todos los reactivos fueron comprados a Fisher.

Para la preparación de los geles se prepara la fase inferior y cuando ha polimerizado se
prepara la fase superior con el peine para la formación de los pocillos. Una vez solidificado el
gel, se sumerge en la cubeta llena con tampón de electroforesis SDS-PAGE (según la receta
indicada a continuación) y se aplica un voltaje de 180 V durante 60 minutos.
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Tabla 18. Composición del tampón de electroforesis SDS-PAGE utilizado en este trabajo.

Componente Cantidad (g/l)
Tris base 3,03
Glicina 14,4

SDS 1
H2O purificada csp. 1000 ml

Acabada la electroforesis, el gel se lava en agua dos veces en agua purificada y se tiñe con
SimplyBlueTM SafeStain. Una vez teñido se decolora el exceso y se pueden visualizar las bandas
directamente con luz visible. Para su documentación se utiliza el sistema de captación de
imágenes Gel DocTM EZ System de BioRad.

2.3. Producción en matraz

A escala de matraz, la producción del biocatalizador se realizó haciendo crecer  las cepas de

Escherichia coli BL21 recombinantes en medio TB, según receta indicada en la siguiente tabla:

Tabla 19. Receta estándar del medio TB utilizado para la fermentación de las proteínas recombinantes

Componente Cantidad/litro
Extracto de levadura 24,0 g

Triptona 12,0 g
Glicerol 4,0 ml
K2HPO4 12,54 g
KH2PO4 2,31 g

Este medio, una vez autoclavado se suplementaba con ampicilina sal sódica (disuelta en agua y

esterilizada por filtración) a una concentración final de 100 µg/ml. Adicionalmente, en el

momento de la inducción (Abs600 = 0,5 ± 0,1), se añadió IPTG (disuelto en DMSO sin esterilizar)

a una concentración final de 1 mM. El tiempo de inducción de las fermentaciones en matraz

varió desde dos horas en algunos casos como tiempo mínimo hasta las 18 horas en otros. La

recogida del catalizador se efectuó por centrifugación del cultivo a 12000 RCF durante 10

minutos a 4ºC, eliminación del sobrenadante, resuspensión del sedimento en NaCl 0,89%,

sonicación del sedimento y nueva centrifugación como paso de limpieza del catalizador, de

esta segunda centrifugación se recogió el sedimento identificándose como “clarificado”.

2.4. Producción en biorreactor

El escalado de la producción del enzima EcoCDA se realizó en un biorreactor BioFlo (New

Brunswick, Eppendorf) a escala de 5 litros (4,5 litros de volumen de trabajo). Para la
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fermentación se utilizó una estrategia de fed-batch adaptando una metódica previamente

implementada en el grupo de trabajo. Según este método, se parte de un vial del banco celular

inoculado en  10 ml de medio TB durante 30 minutos a 37 ºC para la recuperación de las

células. Pasada esta media hora, 5 ml se usan para inocular 30 ml de medio fresco TB

precalentado suplementado con 100 µg/ml de ampicilina y se mantienen en agitación durante

6 horas aproximadamente. La Abs600 de este inóculo debe ser de 3,0 ± 0,5. Una vez alcanzada

la Ads600 deseada, 100 µl se utilizan para inocular asépticamente el reactor que contiene 2,5

litros de medio TB suplementado con ampicilina (100 µg/ml) y se inicia la fase de crecimiento

en el fermentador. El crecimiento durante la fase de batch se realiza en modo DO-Stat,

consignando el porcentaje de oxígeno disuelto a 30 %. Esta fase dura alrededor de 12 horas y

se identifica su fin en el momento en que aparece un pico en el oxígeno disuelto (spike),

momento que suele coincidir con que el flujo de aire y de oxígeno puro descienden a sus

valores mínimos (0,5 l/min y 0%, respectivamente), así como con un descenso en la velocidad

de agitación. En el momento en que se completa la fase de crecimiento en batch se inicia el

fed-batch. Para esta fase del cultivo se utiliza un medio de alimentación según la receta que se

indica a continuación.

Tabla 20. Receta del medio de alimentación para la fermentación en lote-alimentado

Componente Cantidad/litro
Extracto de levadura 120,0 g

Glicerol 500 ml
(NH4)2SO4 5,0 g

MgSO4·7H2O 5,0 g

La inducción del cultivo se inicia en el mismo momento que la alimentación del reactor, por lo

que se añaden 2,5 ml de IPTG 1 M al vaso del reactor y 2 ml al reservorio con 2 l del medio de

alimentación. Adicionalmente, al medio de alimentación también se añaden 2 ml de ampicilina

1000X (100 mg/ml) para alcanzar una concentración final de ésta de 100 µg/ml en el medio.

La alimentación se inicia de manera exponencial hasta que la bomba alcanza un 50 % de su

velocidad máxima, momento en que esta velocidad de alimentación se mantiene lineal a dicha

velocidad.

La fase de inducción se prolonga durante 4 h, tiempo en que se ha acabado también la

alimentación del reactor.
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Pasada la fase de fermentación, la recogida del cultivo se realiza como se esquematiza a

continuación:

- Se enfría el cultivo a 4ºC. Se mantiene a esta temperatura durante el resto del

proceso para evitar la desestabilización del enzima.

- Se centrifuga todo el cultivo a 12.000 xg durante 20 minutos para recuperar toda la

biomasa (sedimento). El sobrenadante se descarta.

- En este punto se puede parar el proceso congelando el sedimento recogido a -20

ºC.

- Se resuspende el sedimento en tampón PBS frío (receta estándar) de manera tal

que la Abs600 de esta resuspensión se ajuste a 100.

- Todo el volumen del sedimento resuspendido en tampón PBS se lisa pasándolo en

dos ciclos por el disruptor celular GEA Panda Niro Plus2000. El primer ciclo

ajustando la presión a 1000 Bar y el segundo ciclo a 800 Bar. Con este paso se

consigue una lisis celular superior al 99 %.

- Se centrifuga todo el lisado a 12000 xg durante 20 minutos para separar el debris

celular. Se recupera el sobrenadante.

- Se filtra todo el sobrenadante por un sistema de filtración tangencial utilizando un

filtro de membrana de celulosa con un tamaño nominal de poro de 0,45 µm. Se

recupera la fracción permeada y se descarta la fracción retenida.

- Para mejorar su estabilidad (ver resultados), se incorporó un segundo paso de

filtración tangencial esterilizante por un tamaño de poro de 0,22 µm.

- Esta fracción clarificada se congela a -80 ºC sin necesidad de realizar aislamiento

de la proteína de interés por cromatografía ni ningún paso adicional de

purificación, precipitación o concentración.

- Eventualmente se puede liofilizar tras su congelación.

3. Caracterización del biocatalizador

3.1. Optimización del método de determinación de actividad

Inicialmente se intentó poner a punto como método estándar de determinación de actividad

tipo para el enzima EcoCDA un método colorimétrico. Dicho método no llegó a validarse
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debido a su variabilidad y a la dificultad en detectar pequeñas variaciones en la actividad, ya

que se requería trabajar en condiciones muy diluidas para no saturar el detector. Sin embargo,

tal método sirvió para poner a punto las condiciones de partida del método de cuantificación

por HPLC. Aunque la transferencia directa del método colorimétrico al método cromatográfico

presentaba como principal limitación la baja concentración de sustrato o producto, que podía

dificultar la cuantificación a niveles bajos de actividad.

En el laboratorio se disponía de un método general habitualmente usado en la determinación

de nucleósidos, que emplea un gradiente de agua/metanol con un tiempo total de adquisición

de 30 minutos. Sin embargo, los dos analitos de interés, dC y dU, eluían antes de los 15

minutos de análisis, indicativo que se podía acortar tiempo de análisis.

Por ambos motivos, se decidió optimizar el método HPLC con el objetivo de mantener la

separación de los dos analitos reduciendo el tiempo de análisis y averiguar el rango de

concentraciones en que el producto final, dU, presentaba una respuesta lineal.

Después de diferentes pruebas en modo isocrático con diferente composición de FM como

tampón fosfato, ACN, agua y MeOH, se obtuvo que las condiciones óptimas de separación de

dC y dU por HPLC fueran las siguientes:

- FM: 95/5 agua/metanol

- Flujo: 1 ml/min

- Columna: C18 25x0,46 cm y tamaño de partícula 5 µm

- Temperatura columna: 40 ºC

- Detección: 254 nm

- Volumen de inyección: 10 µl

- Tiempo de análisis: 15 minutos

3.2. Definición del método de detención de la reacción de actividad

En los métodos generales de determinación de la actividad enzimática utilizados

anteriormente en el laboratorio para otros enzimas, la reacción se detenía añadiendo 1 ml de

metanol, obteniendo una mezcla del 50% en disolvente orgánico. A este porcentaje de

metanol, la enzima (0,1 µg/ml en la reacción) se demostró que se detenía y no transformaba

más sustrato a producto final.
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Sin embargo, para la optimización de la determinación de la actividad enzimática, se pretendía

aumentar la concentración de sustrato y de enzima en el medio de reacción pero manteniendo

la relación estequiométrica entre ellos. Este aumento podía hacer que la adición de un

volumen de metanol igual al volumen de reacción fuera insuficiente para detener la actividad

de la enzima. Por ello, se decidió realizar unos experimentos previos para determinar el

porcentaje necesario de metanol para detener la reacción.

Así, en cuatro tubos de ensayo se añadieron 900 µl de solución 10 mM de dC en tampón

fosfato 100 mM a pH 7, y las cantidades crecientes de metanol para obtener los porcentajes

finales de 50, 60, 70 y 80% de metanol en el medio. A continuación, se añadieron 100 µl de

una solución de enzima de 50 µg proteína total/ml y se tomó una alícuota de cada tubo (cada

una se diluyó con agua para obtener una concentración de dC de 1 mM para estar dentro del

intervalo de linealidad y también disminuir el porcentaje de metanol de la mezcla) que se filtró

a través de 10 kDa antes de su análisis por HPLC. Después de 4 horas se tomó otra alícuota de

cada tubo y se realizó la misma dilución y filtración que su homólogo de tiempo cero.

4. Diseño y optimización de la reacción biocatalítica

4.1. Reproducibilidad de los resultados de la PoC

La fase de optimización se inició estudiando la reproducibilidad de los resultados observados

en la PoC, puesto que todo el presente trabajo de optimización se realizó con un lote distinto

tanto de biocatalizador como de sustrato 3.2 respecto a los utilizados en la fase PoC. Tal como

se ha comentado anteriormente, este nuevo lote permitió que todo el trabajo a realizar

posteriormente fuera homogéneo por lo que respecta al biocatalizador, para que éste no fuera

una variable adicional en la optimización.

La reacción objetivo a optimizar se muestra a continuación:

Imagen 6. Esquema general de la reacción de interés



49

Las condiciones de reacción para el ensayo se muestran a continuación:

Volumen de reacción: 4 ml

Concentración inicial de nucleósido sustrato (intermedio 3.2): 7,5 mM (3,96

g/l)

Tampón fosfato: 30 mM a pH 7

Volumen de enzima: 40 µl

Estequiometría enzima/sustrato (1 equivalente): 2,0 UA/µmol (3,78 UA/mg)

Temperatura de incubación: 37ºC

Tiempo de incubación: 24 horas (agitación magnética 250 rpm)

La monitorización de las reacciones se llevó a cabo durante 29 h, mediante la toma de

controles intermedios de reacción. Las alícuotas tomadas se filtraron inmediatamente por un

filtro de 10 kDa en formato microplaca por centrifugación a 4500 rpm a 25ºC durante 1 hora

15 minutos3. Los crudos de reacción se analizaron por HPLC según el método descrito más

adelante.

Se llevaron a cabo dos pruebas de concepto paralelamente, en las condiciones descritas, con

ambos lotes de sustrato disponibles (RT-245-071 y MMG-263-048-02).

4.2. Reactivos y patrones utilizados

A continuación se detallan los reactivos utilizados en los experimentos descritos en la fase de

optimización de la reacción biocatalítica:

3 El tratamiento de la alícuota de control de proceso se realizó con el objetivo de eliminar restos biológicos que pudieran dañar el
sistema cromatográfico, pero no es necesario en el proceso de tratamiento del crudo de reacción total (work-up)
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Tabla 21. Descripción de nucleósidos sustratos y patrones utilizados en esta fase del estudio

Compuesto Función Proveedor Referencia Lote PM Pureza (%)

Intermedio 3.2 NA sustrato Cliente4 SOF-PC2 RT-245-071 528,47 99,21

Intermedio 3.2 NA sustrato Cliente SOF-PC2 MMG-263-049-02 528,47 98,75

Intermedio 3.2 NA sustrato Cliente SOF-PC2 MMG-263-049-03 528,47 95,61

Intermedio 3.2 NA sustrato Cliente SOF-PC2 RT-263-032-02 528,47 92,62

Impureza I5 Impureza Cliente N.D.* Se-176-03 529,45 96,30

Sofosbuvir6 Producto final Cliente N.D. MG-238-19-01 529,45 99,40

* N.D.: No Disponible

Tabla 22. Estructuras de los sustratos y productos de interés.

Compuesto Estructura

Intermedio

3.2

(R)-

sofosbuvir

(impureza

I)

Sofosbuvir

4 Por confidencialidad se omite el nombre de la empresa cliente
5 Diasteroisómero en el P => (R)-sofosbuvir
6 (S)-sofosbuvir
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4.3. Método de análisis cromatográfico por HPLC

Método facilitado por el cliente, adaptado:

 Equipos utilizados:

o HPLC Agilent 1200 con Detector DAD (HPLC-04)

o HPLC Agilent 1260 Infinity con detector UV-Vis (HPLC-01)

 Fase móvil: 95/5 H3PO4 0,1% sol. Acuosa / ACN

 Flujo: 1 mL/min

 Volumen de inyección: 10 µL

 Longitud de onda: 260 nm

 Temperatura de columna: 30ºC

Descripción de la columna:

 Marca: Teknokroma

 Modelo: Tracer Excel 120 ODSA (C18)

 Diámetro x longitud: 0,46 x 25 cm

 Tamaño de partícula: 5 µm

 Uso de precolumna Tracer Excel ODS 10 x 3,2 mm

Gradiente de fase móvil:

Tabla 23. Gradiente de fase móvil en el método de HPLC7

Tiempo (min)
Composición de la fase móvil (%)

H3PO4 0,1% sol. acuosa ACN

0 95 5

5 95 5

10 80 20

30 20 80

40 20 80

Equilibrado
50 95 5

60 95 5

7 Facilitado por el cliente y adaptado
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En la Tabla 24 se describen los tiempos de retención para los compuestos de interés. La

columna utilizada en IUCT es equivalente a la descrita y usada por el cliente, proporcionando

una retención similar a la descrita por el cliente, aunque ligeramente superior debido al uso de

precolumna por parte de IUCT.

Tabla 24. Datos de tiempos de retención para sustrato, impureza y producto final con el método analítico facilitado

por el cliente

Compuesto

Datos facilitados por el cliente Datos obtenidos por IUCT

Tiempo de

retención (min)

RRT

(vs sofosbuvir)

Tiempo de

retención (min)

RRT

(vs sofosbuvir)

Intermedio 3.2 R=H 16,85 0,79 19,11 0,84

Impureza I 21,06 0,98 22,38 0,98

Sofosbuvir 21,37 1,00 22,69 1,00

En estas condiciones analíticas se realiza una curva de calibración para el intermedio 3.2 y para

el producto final sofosbuvir (inyectando por triplicado cada patrón disuelto en una mezcla

H2O/MeOH 1/1) con el objetivo de establecer la concentración adecuada para diluir las

muestras a analizar durante el proceso de optimización. El intermedio 3.2 presenta una

respuesta lineal en el rango de concentraciones de 127 ppm a 738 ppm (ver Imagen 7), y para

el sofosbuvir entre 124 ppm y 687 ppm (ver Imagen 8 y Imagen 9), independientemente del

equipo HPLC utilizado.

Imagen 7. Curva de calibrado para el intermedio 3.2 según el método analítico por HPLC a 260 nm (en HPLC-04)
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Imagen 8. Curva de calibrado para sofosbuvir según el método analítico por HPLC a 260 nm (en HPLC-04)

Imagen 9. Curva de calibrado para sofosbuvir según el método analítico por HPLC a 260 nm (en HPLC-01)

4.4. Cuantificación de las muestras analizadas

4.4.1. Conversión como base de cálculo

El resultado de conversión de reacción mostrado en los resultados se obtiene a partir de las

áreas del pico cromatográfico del producto final (sofosbuvir) y el pico del producto de partida

(intermedio 3.2). Para ello se tiene en cuenta el factor respuesta de cada compuesto

(FR=Área/concentración) mediante la inyección por triplicado de patrón de sofosbuvir, de

concentración perfectamente conocida (415 ppm).

Así, el factor respuesta de sofosbuvir es 1,5 veces mayor al factor respuesta del intermedio 3.2

(FR(int. 3.2)=0,65*FR(Sof.) ó FR(Sof.)=1,5*FR(Int. 3.2)).

El cálculo de conversión se realiza según la fórmula siguiente:
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4.4.2. Porcentaje estimado de sofosbuvir formado como base de
cálculo

Paralelamente, se ha calculado el porcentaje estimado de sofosbuvir formado en relación al

valor teórico esperado. Se evita denominarlo “rendimiento” para no confundir este parámetro

con el producto ya aislado y purificado.

Para ello se inyecta mínimo por triplicado un patrón de concentración perfectamente conocida

de sofosbuvir (415 ppm).

El porcentaje estimado de sofosbuvir se obtiene calculando la concentración de sofosbuvir en

la muestra frente la concentración teórica a obtener a partir de la concentración inicial de

sustrato 3.2. Así, se calcula la concentración de sofosbuvir en la muestra a partir del área del

pico de sofosbuvir en la muestra (cuya área está dentro del intervalo de linealidad) y con el

valor medio de área del patrón inyectado en la misma secuencia, teniendo en cuenta la

concentración inicial de sustrato y las diluciones realizadas a la muestra para su análisis. Así, el

porcentaje estimado de sofosbuvir se realiza según la fórmula siguiente:

100*.*
.)(*)(]2.3[

.)(/))(.][*.)((
(%)_ muestradil

SofPMmMinicialsustrato

patrónSofÁreappmpatrónSofmuestraSofÁrea
estimadoSofosbuvir 
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RESULTADOS Y
DISCUSIÓN
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Los resultados del presente trabajo se presentan de manera ordenada en base a  la definición de los

objetivos planteados. Esta estructura describe la cronología conceptual del desarrollo del proyecto,

aunque experimentalmente algunas de las etapas se solaparon en el tiempo.

1. Identificación de enzimas candidatos

Desde el inicio del proyecto se planteó que la  reacción biocatalítica  objetivo para conseguir la

síntesis del sofosbuvir  se llevara a cabo en el último paso de síntesis. De esta manera, los

intermedios previos en la ruta completa se alejaban más de la ruta de síntesis protegida. Así pues,

dado que la idea era utilizar enzimas tipo hidrolasa, específicamente enzimas tipo desaminasa, el

paso propuesto fue el que se indica a continuación.

Imagen 10. Reacción objetivo del presente trabajo. Señalando la posición a desaminar enzimáticamente

Con esta reacción en mente se realizó una búsqueda de enzimas candidatos utilizando las bases de datos Brenda

(https://www.brenda-enzymes.org), UniProt (https://www.uniprot.org) y la web de referencia de la Enzyme Commission

(https://iubmb.qmul.ac.uk/enzyme/). En esta búsqueda se identificaron tres posibles candidatos:

- dCTP desaminasa (desoxicitidina trifosfato desaminasa, EC 3.5.4.13). Cuya reacción natural es

la indicada.

Imagen 11. Reacción natural del enzima dCTP desaminasa

- dCMP desaminasa (desoxicitidina monofosfato desaminasa, EC 3.5.4.12). Cuya reacción

natural es la indicada.

Imagen 12. Reacción natural del enzima dCTP desaminasa

- CDA (citidina desaminasa, EC 3.5.4.5). Cuya reacción natural es la indicada.

Imagen 13. Reacción natural del enzima CDA
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Estos enzimas están descritos en diferentes organismos, tanto procariotas como eucariotas. En los

tres casos se encuentran descritos en Escherichia coli, organismo que se escogió como donador ya

que el know-how previo desarrollado en el grupo indicaba que la producción recombinante es más

factible si el donador y el hospedador son cercanos (en este caso el hospedador iba a ser también

Escherichia coli) que si se trabaja con un donador alejado evolutivamente del hospedador.

La elección de estos tres enzimas candidatos se hizo pensando en dos criterios principalmente:

- A) El compuesto objetivo sofosbuvir, así como su precursor, es portador en posición 5’ del

azúcar de un sustituyente organofosforado muy voluminoso. Este hecho llevó a especular

que un enzima cuyo sustrato natural posea un sustituyente igualmente voluminoso en esta

posición podría facilitar el reconocimiento del compuesto de interés por parte del enzima.

Este criterio llevó a la elección de los enzimas dCTP desaminasa y dCMP desaminasa.

- B) Por otro lado, en la posición 2’ del azúcar, del compuesto de interés se encuentran dos

sustituyentes que no podían ser menospreciados a pesar de no ser muy voluminosos,

especialmente teniendo en cuenta que uno de ellos es un halógeno. Según se ha indicado

más arriba, los enzimas dCTP desaminasa y dCMP desaminasa reconocen

desoxirribonucleótidos, lo que llevó a pensar que un enzima capaz de reconocer tanto ribo-

como desoxirribonucleótidos podría ser más capaz de reconocer las estructuras de interés.

Este criterio llevó a la elección preliminar del enzima CDA.

Como se discute más adelante, de estos tres enzimas únicamente dos de ellos se llegaron a

desarrollar, en concreto los enzimas dCTP desaminasa y CDA de Escherichia coli (identificados como

EcodCTPd y EcoCDA). Esto se debió a que inicialmente se probó el enzima EcodCTPd por priorizar el
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2. Desarrollo de las cepas ingenierizadas

2.1. Aislamiento de los genes de interés

2.1.1. Amplificación del gen dcd de Escherichia coli

El producto obtenido de PCR se analizó en un gel de agarosa, cargando en el mismo gel un marcador

de peso molecular. El tamaño esperado para el gen dcd es de 582 pb.
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Imagen 14. Análisis electroforético del producto de PCR para el aislamiento del gen dcd de E. coli. Izquierda: patrón de
bandas esperado del marcador de peso. Derecha: gel. Carril 1: marcador; Carril 2: producto de PCR.

Se aprecia una banda clara y pura a la altura esperada, confirmando que la reacción de PCR consiguió

amplificar un fragmento compatible con la secuencia de dcd. Aunque se aprecia una banda tenue en

la parte baja del gel atribuible a ser primer dimer, no es preocupante y no se aprecian auténticas

inespecificidades, por lo que se decidió continuar sin realizar ninguna purificación adicional. El tubo

de reacción se conservó congelado.

2.1.2. Amplificación del gen cdd de Escherichia coli

El producto de PCR se analizó en un gel de agarosa, cargando en el mismo gel un marcador de peso

molecular. El tamaño esperado para el gen cdd es de 885 pb.

Imagen 15. Análisis electroforético del producto de PCR para el aislamiento del gen cdd de E. coli. Izquierda: patrón de
bandas esperado del marcador de peso. Derecha: gel. Carril 1: marcador; Carril 2: producto de PCR.

Se aprecia una banda clara y pura a la altura esperada, confirmando que la reacción de PCR consiguió

amplificar un fragmento compatible con la secuencia de cdd sin ninguna inespecificidad. El tubo de

reacción se conservó congelado.

2.2. Clonajes de los genes amplificados

2.2.1. Clonaje del gen dcd de Escherichia coli en pGEM-T Easy

El producto de amplificación del gen dcd se ligó sin purificación previa al vector pGEM-T Easy y la

reacción de ligación se transformó en células de E. coli TOP10 competentes. Tras la siembra en placa
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y posterior incubación, crecieron cientos de colonias, tanto blancas como azules. 12 colonias blancas

se aislaron (colonias dcd_1 a dcd_12) y se analizaron por digestión. El resultado de las digestiones se

muestra en la Imagen 16.

Imagen 16. Análisis electroforético de la digestión de los plásmidos extraídos de las colonias dcd_1 a dcd_12. Izquierda:
patrón de bandas esperado del marcador de peso. Derecha: geles. Carriles 1 y 16: marcador; Carril 2: digestión miniprep
dcd_1; Carril 3: digestión miniprep dcd_2; Carril 4: digestión miniprep dcd_3; Carril 5: digestión miniprep dcd_4; Carril 6:
digestión miniprep dcd_5; Carril 7: digestión miniprep dcd_6; Carriles 8 y 9: vacíos; Carril 10: digestión miniprep dcd_7;
Carril 11: digestión miniprep dcd_8; Carril 12: digestión miniprep dcd_9; Carril 13: digestión miniprep dcd_10; Carril 14:
digestión miniprep dcd_11; Carril 15: digestión miniprep dcd_12.

El resultado del análisis de esta digestión confirmó que 9 de las 12 colonias presentaban algún

problema con la construcción. Sin embargo, tres colonias (dcd_10, dcd_11 y dcd_12) sí presentaban

la correcta inserción del gen dcd de E. coli dentro del vector pGEM, apreciándose una banda de ≈ 3

kpb atribuible al esqueleto vacío del vector y una de < 600 pb atribuible al gen dcd. La banda borrosa

en la parte baja del gel (≈ 100 pb) se corresponde con restos de ARNs degradados durante la

purificación del ADN plasmídico.

De este mismo gel se aprovechó para recortar la banda de interés de los tres carriles en que se

habían cargado las muestras y se conservaron juntas para su posterior copurificación.

2.2.2. Clonaje del gen cdd de Escherichia coli en pGEM-T Easy

El producto de amplificación del gen cdd se ligó sin purificación previa al vector pGEM-T Easy y la

reacción de ligación se transformó en células de E. coli TOP10 competentes. Tras la siembra en placa

y la incubación, únicamente crecieron 6 colonias, siendo 5 de ellas azules y una única blanca (colonia

cdd_1). Esta colonia blanca se conservó y se utilizó para realizar una miniprep y digestión. El

resultado de la digestión se muestra en la Imagen 17.

1      2     3     4      5    6      7     8           9    10   11    12  13   14   15  16
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Imagen 17. Análisis electroforético de la digestión del plásmido extraído de la colonia cdd_1. Izquierda: patrón de bandas
esperado del marcador de peso. Derecha: gel. Carriles 1 y 4: marcador; Carriles 2 y 3: producto de la doble digestión del
plásmido con NdeI y BamHI.

El resultado del análisis de esta digestión confirmó la correcta inserción del gen cdd de E. coli dentro

del vector pGEM, apreciándose una banda de ≈ 3 kpb atribuible al esqueleto vacío del vector y una

de < 900 pb atribuible al gen cdd. La banda borrosa en la parte baja del gel (≈ 100 pb) se corresponde

con restos de ARNs degradados durante la purificación del ADN plasmídico.

De este mismo gel se aprovechó para recortar la banda de interés de los dos carriles en que se había

cargado la muestra y se conservó para su posterior purificación.

2.2.3. Clonaje del gen dcd de Escherichia coli en pET22 b(+)

Las bandas recortadas del gel correspondientes a las tres colonias positivas se copurificaron y se

utilizaron para clonar dentro del vector de expresión pET22 b(+) linealizado. Una vez realizada la

ligación y la transformación en E. coli TOP10, en las placas sembradas con la reacción de

transformación se apreciaron cientos de colonias. 70 de estas colonias se aislaron en placas

maestras. Con 28 de ellas (dcd_22_1 a dcd_22_28) se realizaron PCRs coloniales para confirmar la

presencia del inserto de interés. El resultado del análisis electroforético de estas PCRs coloniales se

muestra en la Imagen 18. El tamaño esperado para el producto de PCR de un recombinante positivo

es de unos 800 a 900 pb y para un resultado no recombinante es de unos 200 a 300 pb.

1       2       3      4

61

Imagen 17. Análisis electroforético de la digestión del plásmido extraído de la colonia cdd_1. Izquierda: patrón de bandas
esperado del marcador de peso. Derecha: gel. Carriles 1 y 4: marcador; Carriles 2 y 3: producto de la doble digestión del
plásmido con NdeI y BamHI.

El resultado del análisis de esta digestión confirmó la correcta inserción del gen cdd de E. coli dentro

del vector pGEM, apreciándose una banda de ≈ 3 kpb atribuible al esqueleto vacío del vector y una

de < 900 pb atribuible al gen cdd. La banda borrosa en la parte baja del gel (≈ 100 pb) se corresponde

con restos de ARNs degradados durante la purificación del ADN plasmídico.

De este mismo gel se aprovechó para recortar la banda de interés de los dos carriles en que se había

cargado la muestra y se conservó para su posterior purificación.

2.2.3. Clonaje del gen dcd de Escherichia coli en pET22 b(+)

Las bandas recortadas del gel correspondientes a las tres colonias positivas se copurificaron y se

utilizaron para clonar dentro del vector de expresión pET22 b(+) linealizado. Una vez realizada la

ligación y la transformación en E. coli TOP10, en las placas sembradas con la reacción de

transformación se apreciaron cientos de colonias. 70 de estas colonias se aislaron en placas

maestras. Con 28 de ellas (dcd_22_1 a dcd_22_28) se realizaron PCRs coloniales para confirmar la

presencia del inserto de interés. El resultado del análisis electroforético de estas PCRs coloniales se

muestra en la Imagen 18. El tamaño esperado para el producto de PCR de un recombinante positivo

es de unos 800 a 900 pb y para un resultado no recombinante es de unos 200 a 300 pb.

1       2       3      4

61

Imagen 17. Análisis electroforético de la digestión del plásmido extraído de la colonia cdd_1. Izquierda: patrón de bandas
esperado del marcador de peso. Derecha: gel. Carriles 1 y 4: marcador; Carriles 2 y 3: producto de la doble digestión del
plásmido con NdeI y BamHI.

El resultado del análisis de esta digestión confirmó la correcta inserción del gen cdd de E. coli dentro

del vector pGEM, apreciándose una banda de ≈ 3 kpb atribuible al esqueleto vacío del vector y una

de < 900 pb atribuible al gen cdd. La banda borrosa en la parte baja del gel (≈ 100 pb) se corresponde

con restos de ARNs degradados durante la purificación del ADN plasmídico.

De este mismo gel se aprovechó para recortar la banda de interés de los dos carriles en que se había

cargado la muestra y se conservó para su posterior purificación.

2.2.3. Clonaje del gen dcd de Escherichia coli en pET22 b(+)

Las bandas recortadas del gel correspondientes a las tres colonias positivas se copurificaron y se

utilizaron para clonar dentro del vector de expresión pET22 b(+) linealizado. Una vez realizada la

ligación y la transformación en E. coli TOP10, en las placas sembradas con la reacción de

transformación se apreciaron cientos de colonias. 70 de estas colonias se aislaron en placas

maestras. Con 28 de ellas (dcd_22_1 a dcd_22_28) se realizaron PCRs coloniales para confirmar la

presencia del inserto de interés. El resultado del análisis electroforético de estas PCRs coloniales se

muestra en la Imagen 18. El tamaño esperado para el producto de PCR de un recombinante positivo

es de unos 800 a 900 pb y para un resultado no recombinante es de unos 200 a 300 pb.

1       2       3      4



62

Imagen 18. Análisis electroforético del producto de PCR para la confirmación de la inserción del gen dcd de E. coli en pET22
b(+). Izquierda: patrón de bandas esperado del marcador de peso. Derecha: geles. Carriles 1, 9, 17 y 32: marcador; Carril 2:
PCR sobre dcd_22_1; Carril 3: PCR sobre dcd_22_2; Carril 4: PCR sobre dcd_22_3; Carril 5: PCR sobre dcd_22_4; Carril 6: PCR
sobre dcd_22_5; Carril 7: PCR sobre dcd_22_6; Carril 8: PCR sobre dcd_22_7; Carril 10: PCR sobre dcd_22_8; Carril 11: PCR
sobre dcd_22_9; Carril 12: PCR sobre dcd_22_10; Carril 13: PCR sobre dcd_22_11; Carril 14: PCR sobre dcd_22_12; Carril 15:
PCR sobre dcd_22_13; Carril 16: PCR sobre dcd_22_14; Carril 18: PCR sobre dcd_22_15; Carril 19: PCR sobre dcd_22_16;
Carril 20: PCR sobre dcd_22_17; Carril 21: PCR sobre dcd_22_18; Carril 22: PCR sobre dcd_22_19; Carril 23: PCR sobre
dcd_22_20; Carril 24: PCR sobre dcd_22_21; Carril 25: PCR sobre dcd_22_22; Carril 26: PCR sobre dcd_22_23; Carril 27: PCR
sobre dcd_22_24; Carril 28: PCR sobre dcd_22_25; Carril 29: PCR sobre dcd_22_26; Carril 30: PCR sobre dcd_22_27; Carril
31: PCR sobre dcd_22_28.

Se aprecia en el gel que las PCRs coloniales funcionaron bien en todos los casos y que ninguna colonia

quedó sin resultado. Aunque en algunos carriles parecían apreciarse algunas señales dobles.

De las colonias dcd_22_4, dcd_22_9, dcd_22_10, dcd_22_19, dcd_22_22, dcd_22_26 y dcd_22_28 se

prepararon inóculos y minipreps para continuar con las confirmaciones. De las 7 minipreps se

volvieron a realizar PCRs, cuyos resultados se muestran en la Imagen 19.

Imagen 19. Análisis electroforético de las PCRs sobre las minipreps de las colonias que habían aparecido como positivas en
el primer rastreo. Izquierda: patrón de bandas esperado del marcador de peso. Derecha: gel. Carril 1: marcador; Carril 2:
PCR miniprep dcd_22_4; Carril 3: PCR miniprep dcd_22_9; Carril 4: PCR miniprep dcd_22_10; Carril 5: PCR miniprep
dcd_22_19; Carril 6: PCR miniprep dcd_22_22; Carril 7: PCR miniprep dcd_22_26; Carril 8: PCR miniprep dcd_22_28.
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Las PCRs funcionaron bien y se confirmó que las colonias dcd_22_4 y dcd_22_19 parecían presentar

alguna construcción aberrante. Sin embargo, el resto de colonias era compatible con tener la

construcción deseada. Se escogió la colonia dcd_22_9, y su producto de PCR fue secuenciado para

confirmar la correcta construcción y detectar si se había generado alguna mutación puntual o algún

corrimiento de marco.

El resultado del alineamiento de la secuencia obtenida contra la secuencia teórica esperada se

muestra a continuación:

#=======================================
#
# Aligned_sequences: 2
# 1: Expected_seq
# 2: Actual_seq
# Matrix: EBLOSUM62
# Gap_penalty: 10.0
# Extend_penalty: 0.5
#
# Length: 620
# Identity:     619/620 (99.8%)
# Similarity:   619/620 (99.8%)
# Gaps:           0/620 ( 0.0%)
# Score: 3829.0
#
#
#=======================================

Expected_seq       1 ACTTTAAGAAGGAGATATACATATGCGTCTGTGTGACCGAGATATTGAAG     50
||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||

Actual_seq         1 ACTTTAAGAAGGAGATATACATATGCGTCTGTGTGACCGAGATATTGAAG     50

Expected_seq      51 CCTGGCTTGATGAAGGCCGTTTGTCGATCAACCCACGTCCGCCAGTGGAG    100
||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||

Actual_seq        51 CCTGGCTTGATGAAGGCCGTTTGTCGATCAACCCACGTCCGCCAGTGGAG    100

Expected_seq     101 CGTATTAACGGCGCGACGGTGGATGTACGCCTGGGCAATAAATTTCGTAC    150
||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||

Actual_seq       101 CGTATTAACGGCGCGACGGTGGATGTACGCCTGGGCAATAAATTTCGTAC    150

Expected_seq     151 CTTCCGTGGTCACACGGCAGCGTTTATCGATCTGAGCGGTCCCAAAGATG 200
||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||

Actual_seq       151 CTTCCGTGGTCACACGGCAGCGTTTATCGATCTGAGCGGTCCCAAAGATG    200

Expected_seq     201 AAGTGAGCGCCGCGCTTGACCGCGTGATGAGCGATGAGATCGTTCTCGAC    250
||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||

Actual_seq       201 AAGTGAGCGCCGCGCTTGACCGCGTGATGAGCGATGAGATCGTTCTCGAC    250

Expected_seq     251 GAGGGCGAGGCGTTCTATCTTCACCCAGGAGAGCTGGCGCTGGCGGTGAC    300
||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||

Actual_seq       251 GAGGGCGAGGCGTTCTATCTTCACCCAGGAGAGCTGGCGCTGGCGGTGAC    300

Expected_seq     301 GCTGGAGTCGGTGACGCTGCCAGCCGATCTGGTGGGCTGGCTGGACGGGC    350
||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||

Actual_seq       301 GCTGGAGTCGGTGACGCTGCCAGCCGATCTGGTGGGCTGGCTGGACGGGC    350

Expected_seq     351 GTTCCTCACTGGCGCGTCTGGGGCTGATGGTGCACGTCACCGCGCACCGC    400
||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||

Actual_seq       351 GTTCCTCACTGGCGCGTCTGGGGCTGATGGTGCACGTCACCGCGCACCGC    400

Expected_seq     401 ATCGATCCGGGCTGGTCTGGTTGCATTGTGCTGGAGTTCTACAACTCCGG    450
||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||

Actual_seq       401 ATCGATCCGGGCTGGTCTGGTTGCATTGTGCTGGAGTTCTACAACTCCGG    450

Expected_seq     451 TAAGCTGCCGCTGGCGCTGCGTCCGGGCATGTTAATTGGTGCGCTGAGCT    500
||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||

Actual_seq       451 TAAGCTGCCGCTGGCGCTGCGTCCGGGCATGTTAATTGGTGCGCTGAGCT    500

Expected_seq     501 TTGAGCCGCTTTCCGGCCCGGCGGTGCGACCTTACAACCGCCGTGAAGAT    550
||||||||||||||||||||||||.|||||||||||||||||||||||||

Actual_seq       501 TTGAGCCGCTTTCCGGCCCGGCGGCGCGACCTTACAACCGCCGTGAAGAT 550

Expected_seq     551 GCGAAATATCGCAACCAGCAGGGCGCGGTAGCCAGCCGAATCGATAAAGA    600
||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||

Actual_seq       551 GCGAAATATCGCAACCAGCAGGGCGCGGTAGCCAGCCGAATCGATAAAGA    600

Expected_seq 601 CTAAGGATCCGAATTCGAGC    620
||||||||||||||||||||

Actual_seq       601 CTAAGGATCCGAATTCGAGC    620

#---------------------------------------
#---------------------------------------

Imagen 20. Alineamiento entre la secuencia obtenida del clonaje del gen dcd de E. coli y la secuencia publicada

El alineamiento obtenido cubre la totalidad del gen así como algunas bases correspondientes a las

regiones flanqueantes al punto de inserción en el plásmido. En el alineamiento se aprecia que la

inserción se logró con éxito en el punto de interés sin ninguna mutación que ocasionara corrimiento

del marco de lectura ni la pérdida de ninguna secuencia de interés. Se aprecian las dianas

recompuestas para NdeI y BamHI (indicadas en color verde). Adicionalmente, se aprecia que el

apareamiento entre las bases del gen es prácticamente perfecto con la secuencia que aparecía en la

base de datos, detectándose únicamente una base diferente (T503C) la cual comporta un cambio

aminoacídico de una valina por una alanina (V168A), esta mutación se considera creíble y un cambio

menor, ya que ambos aminoácidos son apolares y presentan unas propiedades muy parecidas.
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Con este alineamiento quedó confirmada la correcta construcción del plásmido de expresión

recombinante, al cual se le denominó pET22 b(+)_EcodCTPd.

2.2.4. Clonaje del gen cdd de Escherichia coli en pET22 b(+)

Las bandas recortadas del gel se copurificaron y se utilizaron para clonar dentro del vector de

expresión pET22 b(+) linealizado. Una vez realizada la ligación y la transformación en E. coli TOP10,

en las placas sembradas con el producto de la reacción de transformación se apreció una única

colonia (cdd_22_1) que se confirmó por miniprep y posterior PCR, apreciándose el resultado

mostrado en la Imagen 21. El tamaño esperado para el producto de PCR de un recombinante positivo

es de ≈ 1100 pb y para un resultado no recombinante es de unos 200 a 300 pb.

Imagen 21. Análisis electroforético del producto de PCR para la confirmación de la inserción del gen cdd de E. coli en pET22
b(+). Izquierda: patrón de bandas esperado del marcador de peso. Derecha: gel. Carril 1: producto de PCR; Carril 2:
marcador.

Se aprecia en el gel que la PCR funcionó bien y que rindió una banda pura compatible con ser el

producto esperado. Por lo que el producto de PCR se secuenció para confirmar la correcta

construcción y detectar si se había generado alguna mutación puntual o algún corrimiento de marco.

El resultado del alineamiento de la secuencia obtenida contra la secuencia teórica esperada se

muestra a continuación:

1       2
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1       2
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#=======================================
#
# Aligned_sequences: 2
# 1: Expected_seq
# 2: Actual_seq
# Matrix: EBLOSUM62
# Gap_penalty: 10.0
# Extend_penalty: 0.5
#
# Length: 923
# Identity:     922/923 (99.9%)
# Similarity:   922/923 (99.9%)
# Gaps:           0/923 ( 0.0%)
# Score: 5618.0
#
#
#=======================================

Expected_seq 1 ACTTTAAGAAGGAGATATACATATGCATCCACGTTTTCAAACCGCTTTTG     50
||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||

Actual_seq         1 ACTTTAAGAAGGAGATATACATATGCATCCACGTTTTCAAACCGCTTTTG     50

Expected_seq      51 CCCAACTTGCGGATAACTTGCAATCTGCACTGGAACCTATTCTGGCAGAC    100
||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||

Actual_seq        51 CCCAACTTGCGGATAACTTGCAATCTGCACTGGAACCTATTCTGGCAGAC    100

Expected_seq     101 AAGTACTTCCCCGCTTTGTTGACCGGGGAGCAAGTCTCATCGCTGAAGAG    150
||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||

Actual_seq       101 AAGTACTTCCCCGCTTTGTTGACCGGGGAGCAAGTCTCATCGCTGAAGAG    150

Expected_seq     151 CGCAACGGGGCTGGACGAAGACGCGCTGGCATTCGCACTACTTCCGCTGG    200
||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||

Actual_seq       151 CGCAACGGGGCTGGACGAAGACGCGCTGGCATTCGCACTACTTCCGCTGG    200

Expected_seq     201 CGGCGGCCTGTGCGCGTACGCCATTGTCGAATTTTAATGTTGGCGCAATT 250
||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||

Actual_seq       201 CGGCGGCCTGTGCGCGTACGCCATTGTCGAATTTTAATGTTGGCGCAATT    250

Expected_seq     251 GCGCGCGGTGTGAGCGGAACCTGGTATTTCGGTGCCAATATGGAATTTAT    300
||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||

Actual_seq       251 GCGCGCGGTGTGAGCGGAACCTGGTATTTCGGTGCCAATATGGAATTTAT    300

Expected_seq     301 TGGTGCGACAATGCAGCAAACCGTTCATGCCGAACAAAGCGCGATCAGCC    350
||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||

Actual_seq       301 TGGTGCGACAATGCAGCAAACCGTTCATGCCGAACAAAGCGCGATCAGCC    350

Expected_seq     351 ACGCCTGGTTGAGTGGTGAAAAAGCGCTTGCAGCCATCACCGTTAACTAC    400
||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||

Actual_seq       351 ACGCCTGGTTGAGTGGTGAAAAAGCGCTTGCAGCCATCACCGTTAACTAC    400

Expected_seq     401 ACGCCTTGTGGTCACTGCCGTCAGTTTATGAATGAACTGAACAGCAGTCT    450
||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||

Actual_seq       401 ACGCCTTGTGGTCACTGCCGTCAGTTTATGAATGAACTGAACAGCAGTCT    450

Expected_seq     451 GGATCTGCGTATTCATCTGCCGGGCCGCGAGGCACACGCGCTGCGTGACT    500
||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||

Actual_seq       451 GGATCTGCGTATTCATCTGCCGGGCCGCGAGGCACACGCGCTGCGTGACT    500

Expected_seq     501 ATCTGCCAGATGCCTTTGGGCCGAAAGATCTGGAGATTAAAACGCTGCTG    550
||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||

Actual_seq       501 ATCTGCCAGATGCCTTTGGGCCGAAAGATCTGGAGATTAAAACGCTGCTG    550

Expected_seq     551 ATGGACGAACAGGATCACGGCTATGCGCTGACGGGTGATGCGCTTTCTCA    600
||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||

Actual_seq       551 ATGGACGAACAGGATCACGGCTATGCGCTGACGGGTGATGCGCTTTCTCA    600

Expected_seq     601 GGCAGCGATTGCGGCGGCAAACCGTTCGCACATGCCTTACAGTAAGTCGC    650
|||||||||||||||||||||||||||||||||||.||||||||||||||

Actual_seq       601 GGCAGCGATTGCGGCGGCAAACCGTTCGCACATGCTTTACAGTAAGTCGC    650

Expected_seq     651 CAAGCGGTGTCGCGCTGGAATGTAAAGACGGTCGTATTTTCAGTGGCAGC    700
||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||

Actual_seq       651 CAAGCGGTGTCGCGCTGGAATGTAAAGACGGTCGTATTTTCAGTGGCAGC    700

Expected_seq     701 TACGCTGAAAACGCCGCATTCAACCCGACTCTGCCACCGTTGCAGGGAGC    750
||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||

Actual_seq       701 TACGCTGAAAACGCCGCATTCAACCCGACTCTGCCACCGTTGCAGGGAGC    750

Expected_seq     751 GTTAATTCTGTTGAATCTCAAGGGTTATGATTACCCGGATATCCAGCGCG    800
||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||

Actual_seq       751 GTTAATTCTGTTGAATCTCAAGGGTTATGATTACCCGGATATCCAGCGCG    800

Expected_seq     801 CGGTTCTGGCAGAAAAAGCCGATGCGCCGTTGATTCAGTGGGATGCCACC    850
||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||

Actual_seq       801 CGGTTCTGGCAGAAAAAGCCGATGCGCCGTTGATTCAGTGGGATGCCACC    850

Expected_seq     851 TCCGCAACGCTGAAAGCTCTCGGCTGTCACAGTATCGACCGAGTGCTTCT 900
||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||

Actual_seq       851 TCCGCAACGCTGAAAGCTCTCGGCTGTCACAGTATCGACCGAGTGCTTCT    900

Expected_seq     901 CGCTTAAGGATCCGAATTCGAGC    923
|||||||||||||||||||||||

Actual_seq       901 CGCTTAAGGATCCGAATTCGAGC    923

#---------------------------------------
#---------------------------------------

Imagen 22. Alineamiento entre la secuencia obtenida del clonaje del gen cdd de E. coli y la secuencia publicada

El alineamiento obtenido cubre la totalidad del gen así como algunas bases correspondientes a las

regiones flanqueantes al punto de inserción en el plásmido. En el alineamiento se aprecia que la

inserción se logró con éxito en el punto de interés sin ninguna mutación que ocasionara corrimiento

del marco de lectura ni la pérdida de ninguna secuencia de interés. Se aprecian las dianas

recompuestas para NdeI y BamHI (indicadas en color verde). Adicionalmente, se aprecia que el

apareamiento entre las bases del gen es prácticamente perfecto con la secuencia que aparecía en la

base de datos, detectándose únicamente una base diferente (C614T) la cual comporta un cambio

aminoacídico de una prolina por una leucina (P205L). Esta mutación se considera creíble y menor ya

que ambos aminoácidos pertenecen al grupo de aminoácidos apolares y poseen unas propiedades

muy parecidas.

Con este alineamiento quedó confirmada la correcta construcción del plásmido de expresión

recombinante, al cual se le denominó pET22 b(+)_EcoCDA.
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2.3. Custodia de las cepas

2.3.1. Custodia de las cepas de clonaje

Las mismas colonias que se usaron para preparar las minipreps que fueron confirmadas se usaron

para preparar stocks de almacenaje a largo plazo de las cepas de clonaje. Estos stocks fueron

identificados como:

Escherichia coli TOP10_pET22b(+)_EcodCTPd

Escherichia coli TOP10_pET22b(+)_EcoCDA

2.3.2. Generación y custodia de las cepas de expresión

Las mismas minipreps que se utilizaron como molde para las PCRs de confirmación y secuenciación se

utilizaron, una vez confirmadas, para transformar células competentes de la cepa E. coli BL21(DE3). El

cultivo líquido de las transformaciones se utilizó para preparar stocks de las cepas de expresión,

identificadas como:

Escherichia coli BL21(DE3)_pET22b(+)_EcodCTPd

Escherichia coli BL21(DE3)_pET22b(+)_EcoCDA

3. Producción de los biocatalizadores

3.1. Expresión piloto de las proteínas recombinantes

3.1.1. Expresión piloto de EcodCTPd

Las muestras tomadas durante la inducción piloto de EcodCTPd se cargaron en un gel SDS-PAGE; los

resultados se muestran en la Imagen 23. El tamaño esperado para la proteína de interés es de 21,25

kDa.

Imagen 23. Inducción piloto de EcodCTPd. Izquierda: patrón de bandas esperado del marcador de peso. Derecha: gel.
Carriles 1 y 4: marcador; Carril 2: C- de expresión a las 3 h post-inducción; Carril 3: EcodCTPd a las 3 h post-inducción.

1       2         3       4
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En la expresión piloto se aprecia una banda clara. Aún siendo menos intensa que la inducción de

EcoCDA, como se ha comentado en los métodos, con el material recuperado de esta inducción se

obtuvo suficiente enzima como para efectuar las pruebas de concepto y, dado que finalmente se

descartó el uso de este enzima, no se realizó ninguna prueba adicional de producción, ni a pequeña

escala ni en reactor, siendo ésta la única inducción de este gen que se realizó.

3.1.2. Expresión piloto de EcoCDA

Las muestras tomadas durante la primera inducción piloto de EcoCDA se cargaron en un gel SDS-

PAGE y los resultados se muestran en la Imagen 24. El tamaño esperado para la proteína de interés

es de 32 kDa.

Imagen 24. Inducción piloto de EcoCDA. Izquierda: patrón de bandas esperado del marcador de peso. Derecha: gel. Carril 1:
marcador; Carril 2: C- de expresión a las 4 h post-inducción; Carril 3: EcoCDA a las 4 h post-inducción; Carril 4: C- de
expresión O/N; Carril 5: EcoCDA O/N.

En la expresión piloto se pudo apreciar una clara expresión de la proteína de interés, la cual fue más

evidente a las 4 horas post-inducción que tras la inducción O/N.

3.2. Producción, a escala de laboratorio, del EcoCDA

En la producción de rutina a pequeña escala se mantuvieron únicamente durante 3 horas las

inducciones, en la Imagen 25, se muestra el resultado para uno de los lotes producidos en tales

condiciones.

1      2         3       4         5
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Imagen 25. Inducción de EcoCDA. Carril 1: C- de expresión a la 1 h post-inducción; Carril 2: EcoCDA a la 1 h post-inducción;
Carril 3: C- de expresión a las 2 h post-inducción; Carril 4: EcoCDA a las 2 h post-inducción; Carril 5: C- de expresión a las 2,5
h post-inducción; Carril 6: EcoCDA a las 2,5 h post-inducción; Carril 7: C- de expresión a las 3 h post-inducción; Carril 8:
EcoCDA a las 3 h post-inducción; Carril 9: SN sonicado del C- de expresión a las 3 h post-inducción; Carril 10: SN sonicado de
EcoCDA a las 3 h post-inducción.

En la imagen del gel se puede apreciar que la expresión de la proteína alcanza un máximo a las 2

horas post-inducción, aun manteniéndose estable durante los siguientes muestreos. Adicionalmente,

en la muestra sonicada se aprecia que la cantidad de proteína soluble es muy alta, por lo que el

método de procesado sirve tanto para recuperar la proteína como para concentrarla.

4. Pruebas de concepto biocatalíticas preliminares

4.1. Pruebas de concepto preliminar con EcodCTP

La primera aproximación en condiciones de prueba de concepto se realizó con la enzima EcodCTP

directamente sobre el intermedio 3.2 del sofosbuvir que se pretendía transformar. En concreto, las

condiciones de esta PoC fueron las indicadas:

Imagen 26. Representación de la reacción probada en condiciones de PoC con la enzima EcodCTP

- Concentración de sustrato 3.2: 7,5 mM

- Cantidad de enzima (presentación líquida): 1 % v/v

- Medio de reacción: tampón fosfato 30 mM pH 7

- Volumen de reacción: 1 ml

- Temperatura de reacción: 37 ºC

- Agitación : No

- Tiempo de reacción: 24 h

1       2         3       4 5        6        7        8       9       10
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El resultado de esta reacción fue analizado por HPLC pero no se observó ningún avance de la

reacción, por lo que se consideró que, a pesar de que todo indicaba que la reacción no era posible,

debía repetirse incorporando en paralelo una reacción control. Esta reacción control que se

incorporó en la repetición de la PoC fue la desaminación de la 2’-desoxicitidina-5’-trifosfato. Este

compuesto es el sustrato natural de la enzima usada, por lo que se esperaba que sirviera como

reacción tipo para determinar si la enzima estaba funcionando bien, y por tanto la reacción sobre 3.2

era inviable, o si la enzima se había expresado en forma inactiva. Esta reacción control se realizó en

las mismas condiciones que la PoC indicada para el intermedio 3.2. La reacción propuesta como

control se muestra en la siguiente imagen.

Imagen 27. Representación de la reacción tipo establecida para la enzima EcodCTP

La repetición de la reacción de PoC con el intermedio 3.2 con la adición de la reacción control

demostró que la enzima sí estaba operativa, pero que era incapaz de reconocer el intermedio 3.2,

por lo que se desestimó continuar realizando pruebas con esta enzima.

4.2. Pruebas de concepto preliminar con EcoCDA

En vista que la enzima EcodCTP no había mostrado actividad sobre el intermedio 3.2 se decidió

probar la enzima EcoCDA, a pesar que la bibliografía desaconsejaba el uso de estas enzimas para el

reconocimiento de sustratos con sustituyentes voluminosos en 5’8. La reacción que se probó fue la

misma indicada en la Imagen 26 y en las mismas condiciones indicadas. El análisis por HPLC de esta

reacción de EcoCDA sobre el intermedio 3.2 mostró una conversión cuantitativa del sustrato, por lo

que se decidió seguir adelante con esta enzima para todo el desarrollo del proceso. Este hecho

resultó tan sorprendente que se realizaron algunas pruebas adicionales para confirmar la capacidad

enzimática sobre algunos otros sustratos portadores de modificaciones organofosforadas similares

en 5’, confirmándose en todos los casos la actividad de la enzima sobre los sustratos. Estos resultados

(no mostrados aquí) llevaron a la solicitud de una patente europea para proteger industrialmente el

proceso9. Esta patente ha sido aprobada en Europa y China y está actualmente en trámite en EEUU,

Canadá, Japón, Corea y México.

8 Faivre-Nitsche, S.E. et al. (1999) Eur. J. Biochem. 263, 896-903
9 EP3271468B1
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5. Estudio de la posible purificación de la enzima

Se decidió probar si era factible conseguir una presentación más pura del biocatalizador. Para ello se

tomó una muestra líquida del extracto enzimático y se probó una precipitación salina fraccionada, ya

que se contaba en el grupo con experiencia previa en este tipo de purificaciones. La muestra se trató

con (NH4)2SO4 a una concentración final de un 20% (p/v) y se dejó precipitando en hielo durante 2

horas. Tras este tiempo se centrifugó para separar el sobrenadante (SN) del sedimento (pellet). El SN

de la precipitación con 20 % de (NH4)2SO4 se suplementó con un 10 % adicional de la sal y se repitió la

incubación en frio y la centrifugación. Las muestras de este proceso de precipitación se analizaron en

un gel SDS-PAGE y los resultados se muestran a continuación.

Imagen 28. Análisis SDS-PAGE de las pruebas de precipitación fraccionada. Carriles 1 y 10: vacíos; Carriles 2, 5, 7 y 10:
Marcador de peso molecular; Carril 3: Pellet precipitación con 20% de (NH4)2SO4; Carril 4: Pellet precipitación con 30% de
(NH4)2SO4; Carril 6: SN precipitación con 20% de (NH4)2SO4; Carril 8: SN precipitación con 30% de (NH4)2SO4.

A la vista de los resultados se apreció que no se consigue una fracción especialmente limpia del

catalizador con el proceso descrito pero la que la recuperación es muy buena. El proceso se dejó

como posible proceso de semipurificación alternativo a otras opciones como la cromatografía,

aunque no se ahondó más en este punto dado que durante el proceso de optimización de la reacción

de interés no se detectaron impurezas relevantes atribuibles al biocatalizador.

6. Escalado de la producción enzimática

6.1. Adaptación del sistema de expresión (cepa/plásmido)

Como desde el inicio se concibió este proyecto con una clara vocación industrial, antes de desarrollar

un proceso de escalado, se tuvieron en consideración algunas posibles consecuencias comerciales

futuras. En concreto se estudió las posibles limitaciones que podía tener la producción del

biocatalizador. Las pruebas realizadas hasta el momento se habían realizado utilizando un sistema de

expresión comercial. Esto es, como se ha comentado más arriba, el clonaje del gen de interés dentro

del plásmido de expresión pET22 b(+) y esta construcción recombinante transformada en la cepa de

expresión BL21(DE3) de Escherichia coli. Esta combinación de plásmido + cepa utiliza el sistema de

1       2       3       4       5      6        7       8        9      10
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de la precipitación con 20 % de (NH4)2SO4 se suplementó con un 10 % adicional de la sal y se repitió la

incubación en frio y la centrifugación. Las muestras de este proceso de precipitación se analizaron en

un gel SDS-PAGE y los resultados se muestran a continuación.

Imagen 28. Análisis SDS-PAGE de las pruebas de precipitación fraccionada. Carriles 1 y 10: vacíos; Carriles 2, 5, 7 y 10:
Marcador de peso molecular; Carril 3: Pellet precipitación con 20% de (NH4)2SO4; Carril 4: Pellet precipitación con 30% de
(NH4)2SO4; Carril 6: SN precipitación con 20% de (NH4)2SO4; Carril 8: SN precipitación con 30% de (NH4)2SO4.

A la vista de los resultados se apreció que no se consigue una fracción especialmente limpia del

catalizador con el proceso descrito pero la que la recuperación es muy buena. El proceso se dejó

como posible proceso de semipurificación alternativo a otras opciones como la cromatografía,

aunque no se ahondó más en este punto dado que durante el proceso de optimización de la reacción

de interés no se detectaron impurezas relevantes atribuibles al biocatalizador.

6. Escalado de la producción enzimática

6.1. Adaptación del sistema de expresión (cepa/plásmido)

Como desde el inicio se concibió este proyecto con una clara vocación industrial, antes de desarrollar

un proceso de escalado, se tuvieron en consideración algunas posibles consecuencias comerciales

futuras. En concreto se estudió las posibles limitaciones que podía tener la producción del

biocatalizador. Las pruebas realizadas hasta el momento se habían realizado utilizando un sistema de

expresión comercial. Esto es, como se ha comentado más arriba, el clonaje del gen de interés dentro

del plásmido de expresión pET22 b(+) y esta construcción recombinante transformada en la cepa de

expresión BL21(DE3) de Escherichia coli. Esta combinación de plásmido + cepa utiliza el sistema de
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expresión conocido como T7/lac. En este sistema de expresión, el gen clonado está regulado bajo el

promotor  del fago T7, y la ARN polimerasa necesaria para reconocer este promotor está codificada

en un gen cromosómico en la cepa hospedadora controlado a su vez por el promotor lac (Plac). De

esta manera, en el momento en que se induce el cultivo con IPTG, se activa la expresión

cromosómica de la ARN polimerasa de T7, la cual se encarga de la transcripción del gen de interés

clonado en el plásmido. Todos los componentes de este sistema de expresión han estado sujetos a

protección industrial por parte de patentes. Y aunque aparentemente estas patentes están ya

caducadas, por lo menos esto es claro para el sistema T7/lac en sí mismo, el hecho es que en el

momento de la adquisición comercial tanto del plásmido (Novagen, Merck) como de la cepa

(Invitrogen), se acepta tácitamente el compromiso contractual de su uso estrictamente para

investigación (For research only). Para el caso que nos ocupa, se intentó el contacto con Novagen

para conseguir una licencia de explotación comercial de la proteína producida usando este plásmido,

pero no se logró ninguna propuesta concreta tras múltiples contactos. En el caso de Invitrogen, no se

obtuvo respuesta alguna.

Llegados a este punto se planteó la posibilidad de desarrollar internamente un sistema propio de

expresión recombinante en condiciones FTO, que no pudiera estar sujeto a futuras limitaciones

comerciales.

Por un lado se incorporó en el laboratorio una cepa de Escherichia coli adquirida a la CECT con un

acuerdo de licencia no exclusiva para la realización de una explotación comercial de la cepa. En

concreto, la cepa licenciada fue la CECT 7619 (K12 “wildtype”). La elección de esta cepa fue por ser

una cepa GRAS y por ser ampliamente conocida, estando su genoma secuenciado y anotado. Sin

embargo, esta cepa salvaje se consideró que era arriesgado utilizarla para la producción de proteínas

recombinantes por ser poseedora de dos proteasas inespecíficas (Lon y OmpT). La presencia de estas

proteasas se consideró que podía repercutir negativamente en la productividad de la enzima

heteróloga ya que, si bien la enzima podría producirse, podía degradarse rápidamente, incluso con

las células ya lisadas durante el proceso de recogida, representando un problema de estabilidad de la

enzima. Por todo ello se procedió a realizar un doble KO sobre ambas proteasas utilizando el método

conocido como “recombineering”. Esta cepa generada se custodió en el laboratorio identificada

como:

Escherichia coli KO_02

Aunque esta cepa fue generada inicialmente para este proyecto, quedó almacenada en la colección

de cepas del laboratorio y fue utilizada posteriormente para otros proyectos.

Por otro lado, para la construcción del plásmido, se contó con el servicio de una empresa de síntesis

de ADN (Atum Bio). Esta empresa ofrece servicios de síntesis de fragmentos de ADN bajo demanda
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con opción de ser entregados al cliente insertados en un plásmido de expresión bajo un contrato de

licencia FTO. Adicionalmente, esta empresa ofrece un servicio de optimización de codones para

mejorar la expresión recombinante y la posibilidad de utilizar diferentes sistemas de expresión. En

este caso, dado que la cepa KO_02 no es una cepa (DE3) y no es compatible con el sistema T7, se

escogió el uso del promotor de T5 inducible por IPTG, el cual es reconocido por la ARN polimerasa de

E. coli. Este plásmido fue transformado dentro de la cepa KO_02, generando así la cepa productora

de EcoCDA, y conservada en el laboratorio identificada como:

Escherichia coli KO_02_ pD441-SR_EcoCDA

6.2. Preparación de un banco celular

Una vez desarrollada la cepa de expresión se realizó un banco celular caracterizado y homogéneo

para poder disponer de la cepa en condiciones reproducibles cada vez que fuera requerida. La

caracterización del banco incluyó parámetros tales como recuento celular, pureza, estabilidad del

plásmido, identidad y potencia de la proteína recombinante. Este banco celular se produjo en medio

de cultivo TB (receta estándar) en fase exponencial de crecimiento, y fue conservado a -80ºC

alicuotado en viales monouso con 1 ml/vial. Se obtuvieron un total de 90 viales.

6.3. Estudio de la escalabilidad y reproducibilidad del proceso de
fermentación

Una vez preparado el banco celular y caracterizado se realizaron pruebas de escalabilidad de

producción del biocatalizador utilizando la nueva cepa en escala de reactor piloto, a 4 litros en

formato lote alimentado. Se realizaron tres lotes adaptando un proceso estándar previamente

incorporado en el laboratorio. Estos tres lotes se evaluaron para poder estimar la reproducibilidad

del proceso y la posibilidad de su producción a escala comercial.

En la siguiente tabla se resumen los resultados de los controles de proceso.
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Tabla 25. Parámetros más representativos de la productividad de EcoCDA en los tres cultivos de prueba en reactor en
régimen de lote alimentado

Parámetro Lote #1 Lote #2 Lote #3

Abs600 inóculo 3,25 2,60 3,30

Abs600 inicio alimentación 41,0 49,5 49,0

Abs600 final alimentación
exponencial

56 64 60

Abs600 final cultivo 60 86 72

Peso húmedo de biomasa
obtenido (g/l)

76,82 133,55 84,17

Abs600 pellet resuspendido 94 99 92

Volumen lisado recogido (ml) 2000 3600 2800

Volumen SN recuperado (ml) 1600 3000 2500

Volumen retenido clarificación
(ml)

295 600 270

Volumen filtrado clarificación
(ml)

1235 2320 2100

Cantidad de proteína diana en el
producto final (mg/ml)

3,43 4,25 6,54

Potencia del producto final
obtenido (UA/ml)

6493 6157 7817

Como se aprecia en la Tabla 25, aunque las tres fermentaciones presentaron cierta variabilidad, se

consideró que la productividad era suficiente para continuar con el desarrollo del proyecto, por lo

que se utilizó el método propuesto para la producción del enzima EcoCDA.
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Imagen 29. Gráfico de control de uno de los cultivos en biorreactor en que se puede apreciar la evolución de la agitación, el
oxígeno disuelto y los flujos de aire y de oxígeno puro. Se indica con una flecha el momento en que acabó la fase den batch
y se inició la fase de alimentación e inducción.

6.4. Estudio de estabilidad del biocatalizador

Con objetivo de conocer mejor el biocatalizador, así como de definir cuál debería ser su presentación,

se propuso realizar un estudio de estabilidad. Inicialmente se planteó un estudio de estabilidad con

controles semanales del material obtenido filtrado por 0,45 µm y conservado a temperatura

ambiente (RT), a 2-8 ºC y a -20 ºC. La estabilidad del catalizador en estas condiciones fue evaluada

por SDS-PAGE, actividad enzimática y biocarga. Este estudio no llegó a concluirse porque en los

primeros controles se evidenció que el catalizador no era estable a RT ni a 2-8 ºC, incluso a -20 ºC la

bajada de la actividad fue notable. Estos resultados se atribuyeron a la elevada biocarga que tenía el

catalizador obtenido según el proceso descrito.

Estos resultados llevaron a que se incorporara un paso final de filtración esterilizante por un filtro de

0,22 µm. Con este nuevo material se realizó un nuevo estudio de estabilidad, manteniendo esta vez

las muestras de estabilidad a -20 ºC, -80 ºC y a RT en formato liofilizado. En vista de las nuevas

condiciones de almacenamiento, se cambiaron también los puntos de muestreo, los cuales se

tomaron a las 24 h, 1 mes, 2 meses, 3 meses y 6 meses. Los resultados de actividad de este estudio

de estabilidad se muestran a continuación.
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Tabla 26. Resultados de actividad del estudio de estabilidad del catalizador expresados en % de recuperación por
comparación con el primer punto del muestro

Tiempo de
muestreo 24 h 1 mes 2 meses 3 meses 6 meses

Condiciones -20 ºC -80 ºC RT -20 ºC -80 ºC RT -20 ºC -80 ºC RT -20 ºC -80 ºC RT -20 ºC -80 ºC RT

% recuperación
de actividad

100 100 100 85 96 95 65 94 92 83 95 94 79 96 95

Como se puede observar en la Tabla 26, el catalizador demostró ser estable en condiciones de

congelación a -80 ºC y en formato liofilizado, siendo la temperatura de -20ºC insuficiente para su

estabilidad.

7. Desarrollo del método de determinación de la actividad tipo

7.1. Definición del método analítico

Una vez obtenido el biocatalizador y, más allá de su demostración de operatibilidad a nivel de PoC, se

requería la definición de un método de determinación de la actividad tipo del enzima para poder

estandarizar las condiciones de reacción. Este método se consideró clave para poder comparar lotes

de enzima, así como para poder realizar el desarrollo del proceso de la síntesis del compuesto de

interés con garantías. Como reacción tipo para el enzima EcoCDA, se definió la desaminación de dC a

dU. Para optimizar este método de determinación de actividad, se debía primero establecer el

método analítico de HPLC para, posteriormente, poder determinar las condiciones de reacción.

En las condiciones del método por HPLC optimizado, la dC eluye a tr = 8,1 minutos y la dU a tr = 10,9

minutos, y ambos compuestos demostraron ser estables en la fase móvil de análisis.

Con este método HPLC se realizó una recta de calibrado a ocho puntos en el rango de

concentraciones de 20 a 600 ppm para dU.
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Imagen 30. Recta patrón para dU con el método analítico optimizado

Tras la optimización del método, se determinó que durante el análisis de las muestras, después

de 6-8 inyecciones con el método isocrático, se inyectaría un blanco con un método en

gradiente de agua/metanol hasta un 10/90 para limpiar la columna de posibles contaminantes

de las muestras, si los hubiera.

7.2. Definición del método de detención de la reacción de actividad

Los análisis por HPLC de las muestras generadas indicaron que a la concentración de enzima de

5 µg proteína total/ml se necesitaban porcentajes de metanol iguales o superiores al 70% para

detenerla, ya que a porcentajes inferiores se observa presencia de dU en el medio.

Adicionalmente, en la muestra detenida con un 80% de metanol se apreció un precipitado

claro compatible con la precipitación del sustrato, lo que era coherente con que a un

porcentaje algo menor ya el enzima estuviera inactivo. Por lo tanto, en los siguientes ensayos

de actividad, se definió detener la mezcla de reacción con un porcentaje de metanol del 70%.

7.3. Optimización determinación actividad enzimática

A partir del intervalo de linealidad obtenido para dU con el método HPLC isocrático se decidió

que el punto medio de la recta, 250 ppm aproximadamente, fuera la concentración a alcanzar

después de la detención de la reacción y de las diluciones adecuadas de la mezcla cuando

hubiera, en un supuesto, un 50% de conversión a dU. La concentración de partida idónea para

ello era 10 mM de dC y, a tenor de los resultados obtenidos, la mezcla de reacción se detendría

añadiendo la cantidad de metanol suficiente para alcanzar un 70% en solución de dicho

disolvente.
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7.4. Exploración cinética enzimática (I)

El objetivo de esta primera exploración de la cinética enzimática era evaluar el

comportamiento del enzima a lo largo del tiempo para determinar el tiempo óptimo de la

reacción en las condiciones ensayadas. Se multiplicaron por 50 las concentraciones de sustrato

y enzima que previamente se habían ensayado en un método de determinación de actividad

mediante espectrofotometría. Este método espectrofotométrico no llegó a demostrarse útil

por la elevada variabilidad y baja sensibilidad que presentó y no se muestra aquí, pero sirvió

como punto de partida para las condiciones de optimización del método por HPLC, siendo las

condiciones de reacción propuestas las siguientes:

- Concentración de sustrato dC: 9 mM

- Concentración de proteína total: 5 µg/ml

- Medio de reacción: tampón fosfato 100 mM pH 7

- Volumen de reacción: 2 ml

- Temperatura de reacción: 37 ºC

- Agitación : No10

- Tiempo de reacción: a determinar (monitorización cada minuto durante 10 minutos)

- Detención de la reacción con 2,4 volúmenes de metanol

Así, para la monitorización de las reacciones (se realizó el experimento por duplicado, rx.1 y

rx.2) se tomaron 100 µl de crudo de reacción y se mezclaron con 240 µl de metanol. Cada

control se diluyó 1/3 en agua (100 µl muestra + 200 µl de agua) y se filtró por filtros de 10 kDa

mediante centrifugación, siendo el filtrado el que se analizó por HPLC según el método

optimizado.

Se realizaron blancos de reacción a 1, 5 y 10 minutos, donde se mezcló y atemperó el sustrato

dC y aparte el producto final dU en las condiciones de reacción, en ausencia de enzima, y

diluyéndolos en metanol y agua como las muestras de reacción.

A partir de las áreas obtenidas para las muestras analizadas por HPLC se calcularon las

unidades de actividad (UA) por ml de extracto recuperadas en función del tiempo para ambas

réplicas, según se muestran en la siguiente gráfica:

10 No se realizaron ensayos de actividad con agitación magnética pero no se consideró un parámetro crítico ya que el sustrato
presentaba solubilidad total en la mezcla de reacción.
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Imagen 31. Representación de la actividad enzimática del extracto a lo largo del tiempo cuando la concentración de
proteína total en la reacción es de 5 µg/ml

En la representación se observa que a tiempos mayores se recuperan menos unidades de

enzima, hecho representativo de la saturación de la reacción. Cromatográficamente se

observó que el sustrato dC se consumía completamente antes de los 3 minutos de reacción. Si

el método fuera robusto, es decir, que a cualquier tiempo de reacción se obtuviera el mismo

valor de actividad, la gráfica esperada sería una línea recta con pendiente igual a cero. Ambas

réplicas del experimento fueron reproducibles, sus curvas tienen el mismo comportamiento.

Los blancos de reacción mostraron que tanto sustrato como producto final eran estables en las

condiciones de ensayo y detención de la reacción.

7.5. Exploración cinética enzimática (II)

A tenor de los resultados de la primera exploración de la cinética enzimática, se decidió

disminuir la cantidad de proteína total inicial presente en la reacción, manteniendo la cantidad

de sustrato dC para forzar una progresión más lenta de la reacción y conseguir así que la

recuperación del número de UA fuera menos dependiente del tiempo de reacción.

Para ello, se realizaron dos nuevos experimentos, en las mismas condiciones de reacción que

las descritas, con dos diluciones distintas del extracto enzimático EcoCDA_150417; una que
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contenía 10 µg/ml (rx.3) y otra con 5 µg/ml (rx.4). Estas dos reacciones se monitorizaron cada

minuto durante 10 minutos, de la misma manera descrita, y se analizaron por HPLC.

A partir de las áreas obtenidas de las muestras analizadas por HPLC se calcularon las unidades

de actividad (UA) por ml de extracto recuperadas en función del tiempo para ambas

reacciones así como los micromoles de dU formados a lo largo del tiempo.

Imagen 32. Representación de la actividad a lo largo del tiempo cuando la concentración de proteína total en la
reacción era de 1 µg/ml (rx.3) o de 0,5 µg/ml (rx.4)

Imagen 33. Representación de la formación de dU a lo largo del tiempo cuando la concentración de proteína total
en la reacción es de 1 µg/ml (rx.3) o de 0,5 µg/ml (rx.4)
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En la Imagen 32 se observa que para rx.3 la pendiente de la recta aún no es cero, a diferencia

de rx.4, aunque en el último minuto se observa cierta disminución. Este comportamiento se ve

reflejado en la representación de la formación de dU a lo largo del tiempo, Imagen 33, donde

se observa mayor linealidad en el experimento rx.4 que en el experimento rx.3 hasta el minuto

9.

De estos resultados se concluyó que se debía trabajar a concentraciones inferiores a 0,5 µg/ml

de proteína total en la reacción para prolongar en el tiempo esa linealidad o pendiente cero en

la recuperación de actividad. Por lo tanto, se asumió que había que preparar diluciones del

extracto inferiores o iguales a 5 µg/ml de proteína total.

7.6. Exploración cinética enzimática (III)

Se decidió realizar cinco experimentos adicionales donde se modificó la concentración de

proteína total en la reacción, disminuyendo este valor hasta 25 veces, con el fin de observar si

la transformación del sustrato a producto final dU era lineal con el tiempo.

Así, los experimentos propuestos siguieron las mismas condiciones de reacción que las

descritas, excepto la concentración del extracto enzimático:

Tabla 27. Parámetros de reacción de los ensayos rx.5 a rx.9

Nº rx [sustrato] (mM) [prot.total] (µg/ml) Observaciones

5 9 0,5 Réplica de rx.4

6 9 0,2 -----

7 9 0,1 -----

8 9 0,05 -----

9 9 0,02 -----

Estas cinco reacciones se monitorizaron cada dos minutos durante 10 minutos y se analizaron

por HPLC.

A partir de las áreas obtenidas de las muestras analizadas por HPLC se calcularon las unidades

de actividad (UA) por ml de extracto recuperadas en función del tiempo para todos los
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experimentos (ver Imagen 34) así como los micromoles de dU formados a lo largo del tiempo

(ver Imagen 35).

La recuperación de UA fue constante independientemente del tiempo en los cinco

experimentos ensayados (cada reacción presenta una recta con pendiente cero), siendo los

experimentos rx.6 y rx.7 los más estables. El experimento rx.5, réplica de rx.4 y experimento

con más concentración de proteína total en la reacción dentro de esta serie de ensayos,

mostró a partir de los 6 minutos una ligera disminución de la recuperación de UA, aunque

siguió manteniéndose dentro del intervalo lineal de recuperación. A medida que se diluyó más

la cantidad de proteína total en la reacción (ensayos rx.8 y rx.9) existe más variabilidad en la

recuperación de UA, aunque de igual manera que en el ensayo rx.5, siguen estando dentro del

intervalo lineal de recuperación.

Observándose la formación de dU a lo largo del tiempo de reacción (Imagen 35), se aprecia

como los ensayos rx.6, rx.7 y rx.8 mostraron una tendencia lineal superior en los 10 minutos

totales de reacción que los ensayos extremos en concentración de proteína total rx.5 y rx.9.

Imagen 34. Representación de la actividad a lo largo del tiempo cuando la concentración de proteína total en la
reacción fue de 0,5 µg/ml (rx.5), de 0,2 µg/ml (rx.6), de 0,1 µg/ml (rx.7), de 0,05 µg/ml (rx.8) o de 0,02 µg/ml (rx.9)
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Imagen 35. Representación de la formación de dU a lo largo del tiempo cuando la concentración de proteína total
en la reacción fue de 0,5 µg/ml (rx.5), de 0,2 µg/ml (rx.6), de 0,1 µg/ml (rx.7), de 0,05 µg/ml (rx.8) o de 0,02 µg/ml
(rx.9)

Tras esta cinética enzimática, se determinó que las mejores condiciones para determinar la

actividad enzimática del enzima EcoCDA eran las siguientes:

- Concentración de sustrato dC: 9 mM dC

- Concentración de proteína total: 0,1 µg/ml

- Medio de reacción: tampón fosfato 100 mM a pH 7

- Temperatura de reacción = 37 ºC

- Agitación = No

- Tiempo de reacción = 5 minutos

- Detención de la reacción: adición de 2,4 volúmenes de metanol

En estas condiciones, el resultado de actividad medida a un punto sería robusto en un rango

de concentración de proteína total entre 0,2 y 0,05 µg/ml en la reacción.

A pesar de lo expuesto en cuanto a la robustez del método enzimático, los cálculos se basaban

en áreas de unas 500 mAu*s, lo que correspondía a unas 25 ppm en las muestras inyectadas

en el HPLC. Por ello se decidió, en este momento, seguir avanzando en la optimización del

método pensando entonces, no sólo en la robustez de la reacción enzimática, sino también en

que los resultados analíticos fueran fiables. La concentración de 25 ppm de dU está dentro del

y = 1,5329x + 1,0197
R² = 0,9956

y = 0,7031x + 0,145
R² = 0,9994

y = 0,3952x + 0,0428
R² = 0,9997

y = 0,1618x + 0,0479
R² = 0,9997

y = 0,0638x + 0,0255
R² = 0,98630

2

4

6

8

10

12

14

16

18

0 2 4 6 8 10 12

dU
 (µ

m
ol

)

Tiempo  (minutos)

Cantidad dU formada

rx 5

rx 6

rx 7

rx 8

rx 9



83

rango de linealidad de la cuantificación del HPLC, sin embargo se pretendió realizar una

segunda ronda de optimización para evaluar si se podía mantener la robustez del método

consiguiendo simultáneamente áreas mayores en los cromatogramas del producto de interés a

cuantificar.

7.7. Exploración cinética enzimática (IV) 11

Se decidió realizar cinco experimentos adicionales, dos de ellos por duplicado, donde se

reproducían las mejores condiciones hasta el momento, pero duplicando la concentración de

enzima y duplicando y quintuplicando la concentración de sustrato, y usando una alícuota de

enzima que ya había sido descongelada anteriormente una vez (ver Tabla 28).

Así, los experimentos propuestos se realizaron en tampón fosfato 100 mM a pH 7 y a 37ºC sin

agitación variando la concentración de sustrato y la de proteína total, así como la alícuota

usada del extracto enzimático EcoCDA_150417:

Tabla 28. Parámetros de reacción de los ensayos rx.26 a rx.33

Nº
rx

[sustrato]
(mM)

[prot.total]
(µg/ml)

Monitorización
(min)

Observaciones

26 9 0,1 5, 10, 15 -----

27 9 0,1 5, 10, 15 -----

28 9 0,2 5, 10, 15 -----

29 9 0,2 5, 10, 15 -----

30 9 0,1 5, 10, 15
Enzima

cong./descong.

31 9 0,2 5, 10, 15
Enzima

cong./descong.

32 18 0,2 2,4,6,8,10,15 -----

33 45 0,2 2,4,6,8,10,15 -----

Estas reacciones se monitorizaron en los tiempos indicados en la tabla anterior. Se tomó una

alícuota de 100 µl de la mezcla de reacción, que se detuvo en 240 µl de MeOH. Se tomaron

200 µl de la mezcla metanólica y se diluyeron en 200 µl de agua calidad HPLC (dilución ½), se

11 Las reacciones rx 10 a rx 25 que no se muestran aquí corresponden al estudio de la actividad enzimática en presencia de
cosolventes (ver apartado 12.5.1).
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filtraron por filtros de 10 KDa mediante centrifugación, siendo el filtrado el que se analizó por

HPLC según el método optimizado y descrito.

Imagen 36. Representación de la formación de dU a lo largo del tiempo en los experimentos rx.26 a rx.33

Imagen 37. Representación de la actividad a lo largo del tiempo en los ensayos rx.26 a rx.33

Los experimentos rx.26 y rx.27 eran las reacciones de referencia de las mejores condiciones

obtenidas (ver rx.7) en este caso, pero, no se reprodujeron los resultados obtenidos

anteriormente, siendo los valores de actividad recuperados tres veces inferiores. Los
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resultados de los demás experimentos no se pudieron comparar con estos de referencia

aunque sí se pudieron detectar unas tendencias:

- Doblar la cantidad de enzima (rx.28 y rx.29) y también la de sustrato (rx.32) no parecía

alterar la actividad comparando con los resultados de la Imagen 34. Además se

obtenían áreas mayores para el producto final en los cromatogramas. Pero en el

aumento de 5 veces la concentración de sustrato (rx.33), se observó que la

recuperación de las UA no fue constante y disminuía con el tiempo, indicativo de la

saturación de la reacción.

- El enzima congelado y descongelado (rx.30 y rx.31) parecía haber perdido cierta

actividad pero no se pudo calcular la pérdida de actividad precisa porqué los valores

de referencia no eran fiables.

Para la confirmación de dichas tendencias, se decidió repetir los ensayos de referencia así

como los de la alícuota de enzima congelada y descongelada.

7.8. Exploración cinética enzimática (V)

En vista de los resultados obtenidos en la cinética enzimática IV, se decidió repetir parte de los

experimentos realizados y descritos en el apartado anterior para confirmar las tendencias

atribuidas a los ensayos realizados.

Los experimentos se realizaron en tampón fosfato 100 mM a pH 7 y a 37ºC sin agitación

variando la concentración de sustrato y la de proteína total, así como la alícuota usada del

enzimático EcoCDA_150417:
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Tabla 29. Parámetros de reacción para los ensayos rx.34 a rx.45

Nº
rx

[sustrato]
(mM)

[prot.total]
(µg/ml)

Monitorización
(min)

Observaciones

34 9 0,1 5 -----

35 9 0,1 5 -----

40 9 0,1 5 -----

41 9 0,1 5 -----

42 9 0,1 5
Enzima

cong./descong.

43 9 0,1 5
Enzima

cong./descong.

44 18 0,2 5,10,15,20,30 -----

45 18 0,4 5,10,15,20,30 -----

Tabla 30. Resultados de actividad enzimática obtenidos a los 5 minutos en los ensayos de rx.34 a rx.45

Ensayo Actividad
enzimática

(UA/ml)

34 10955,6

35 10969,9

40 9939,6

41 9615,0

42 8375,6

43 8372,2

44 9953,9

45 8266,2
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Imagen 38. Representación de la formación de dU a lo largo del tiempo en los ensayos rx.44 (18 mM dC y 0,2 µg/ml)
y rx.45 (18 mM y 0,4 µg/ml)

Los resultados obtenidos en las condiciones estándar (rx.34 y rx.35) fueron muy similares a los

obtenidos anteriormente (ensayo rx.7) concluyendo que los resultados de los ensayos rx.26 y

rx.27 habían sido anómalos. También se observó que la solución diluida del enzima se podía

conservar en hielo durante una hora sin afectar a su actividad enzimática (rx.40 y rx.41).

El uso de una alícuota de extracto enzimático que había sido previamente descongelada una

vez, mostró una ligera disminución de su actividad, pero los datos indicaron que el extracto

soporta un ciclo de congelación-descongelación sin alterar significativamente su actividad

enzimática.

La Imagen 38 indica que hasta los 30 minutos, la formación de dU fue lineal para el

experimento rx.44 donde se partía de 18 mM de sustrato y 0,2 µg/ml de proteína total,

recuperando así, el mismo valor de unidades durante ese tiempo y obteniendo valores de área

razonables del producto final dentro del intervalo lineal. Estos datos fueron reproducibles a los

obtenidos en el ensayo rx.32 descrito en el apartado anterior. En cambio, cuando se partió de

0,4 µg/ml de proteína total, en 30 minutos no se obtuvo una recta lineal, sino una curvatura de

ésta, indicando la saturación de la reacción enzimática.
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7.9. Exploración cinética enzimática (VI)

A tenor de los resultados obtenidos en el apartado anterior, se pretendió averiguar el

comportamiento de la reacción manteniendo la concentración de sustrato a 18 mM en una

ventana experimental del doble y la mitad de la concentración de proteína de 0,2 µg/ml, y en 2

y 15 minutos de reacción. Al  mismo tiempo se evaluó la reproducibilidad a sólo un punto así

como la respuesta a extractos enzimáticos que habían sufrido un ciclo de congelación-

descongelación12.

Tabla 31. Parámetros de reacción para los ensayos rx.46 a rx.52

Nº
rx

[sustrato]
(mM)

[prot.total]
(µg/ml)

Monitorización (min) Observaciones

46 18 0,4 2,5/5/7,5/10/12,5/15 -----

47 18 0,2 2,5/5/7,5/10/12,5/15 -----

48 18 0,1 2,5/5/7,5/10/12,5/15 -----

49 18 0,2 10 -----

50 18 0,2 10 -----

51 18 0,2 10
Enzima

cong./descong.

52 18 0,2 10
Enzima

cong./descong.

Los experimentos indicados en la tabla anterior se realizaron en tampón fosfato 100 mM a pH

7 y a 37ºC sin agitación, manteniendo la concentración de sustrato a 18 mM y la de proteína

total en un rango de 0,1 y 0,4 µg/ml, así como la alícuota usada del enzimático

EcoCDA_150417. Las muestras se detuvieron con 2,4 volúmenes de metanol y posteriormente

se diluyeron ½ con agua para ser filtradas por 10 KDa por centrifugación previo a su análisis

por HPLC.

12 Se determinó de nuevo la actividad enzimática de estas muestras ya que las condiciones enzimáticas (concentración de sustrato
y proteína total) habían sido modificadas respecto las anteriores determinaciones de este tipo de muestras.
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Tabla 32. Resultados de actividad enzimática obtenidos a los 10 minutos en los ensayos rx.46 a rx.52

Ensayo Actividad enzimática
(UA/ml)

46 12658,57

47 6664,31

48 6142,54

49 5573,42

50 5422,22

51 6044,94

52 6584,43

Imagen 39. Representación de la formación de dU a lo largo del tiempo en los ensayos rx.46 (0,4 µg/ml), rx.47 (0,2
µg/ml) y rx.48 (0,1 µg/ml)

y = 1,9068x + 0,6673
R² = 0,9972

y = 0,5388x - 0,0458
R² = 0,9986

y = 0,2764x - 0,1201
R² = 0,9488

0

5

10

15

20

25

30

35

0 2 4 6 8 10 12 14 16

rx 46

rx 47

rx 48

Lineal (rx 46)

Lineal (rx 47)

Lineal (rx 48)

Cantidad de dU formada

dU
 (µ

m
ol

)

Tiempo (min)



90

Imagen 40. Representación de la actividad a lo largo del tiempo en los ensayos rx.46, rx.47 y rx.48

A la vista de los resultados se pudo concluir que un ciclo de descongelación/congelación no

degrada al catalizador, ya que las UA recuperadas en las rx.51 y rx.52 no fueron menores (de

hecho fueron numéricamente mayores) que las reacciones de referencia (rx.49 y rx.50).

Sin embargo, la reacción rx.46 devuelve el doble de UA que las rx.47 y rx.48. Esta diferencia

podía atribuirse a un error experimental, pero el hecho es que se comprobó que existía

bastante variabilidad entre los resultados, no sólo de esta serie experimental, sino también

respecto a los de ensayos anteriores que deberían ser comparables; las rx.49 y rx.50 devolvían

resultados menores que las rx.32, rx.44 y rx.47, de las que son réplicas.

Parece que había algún factor no controlado que provocaba una variabilidad excesiva entre

ensayos13.

A pesar de ello, se empezaron a definir unas condiciones de reacción que podrían ser

adecuadas para establecer la reacción tipo para el ensayo de actividad. Una variable que se

pretendió estudiar es el comportamiento del enzima, esto es, cambiar del lote que se había

usado hasta el momento (EcoCDA_150417), que es un lote producido por fermentación en

13 Posteriormente, con el uso de un nuevo lote de enzima procedente de fermentación en biorreactor, esta variabilidad quedó
muy minimizada. Por tanto, pudo atribuirse a la insuficiente homogeneidad de la muestra de enzima utilizada en la primera parte
del estudio.
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erlenmeyer, a un lote producido por fermentación en biorreactor el cual, aún sin optimizar,

debería ser representativo del tipo de catalizador que se debería producir en el futuro. Por

todo ello se decidió acabar de ajustar la optimización del método con el nuevo lote (05-USP12-

P01) para ver si era más homogéneo en los resultados y para comprobar también, si el método

era adecuado.

7.10.Exploración cinética enzimática (VII) 14

Con objetivo de comprobar si las condiciones exploradas hasta el momento servían para

evaluar los lotes producidos en el biorreactor se realizaron seis nuevas cinéticas que

correspondían a duplicados de tres condiciones, todas ellas realizadas con el nuevo lote de

catalizador (05-USP12-P01) que contenía 10 mg de proteína total / ml de extracto.

Tabla 33. Parámetros de reacción para los ensayos rx.82 a rx.87.

Nº
rx

[sustrato]
(mM)

[prot.total]
(µg/ml)

Monitorización
(min)

Observaciones

82 18 0,4 10, 15, 20 -----

83 18 0,4 10, 15, 20 -----

84 18 0,2 10, 15, 20 -----

85 18 0,2 10, 15, 20 -----

86 18 0,1 10, 15, 20 -----

87 18 0,1 10, 15, 20 -----

La monitorización se realizó como se describe anteriormente, deteniendo 100 µl de la reacción

con 240 µl de metanol y diluyendo ½ con agua para filtrar. Los resultados obtenidos de estas

reacciones se representan en las siguientes gráficas.

14 En las reacciones rx 53 a rx 60 se detectó una pérdida de actividad enzimática sin una causa clara. Desde la rx 61 a la rx 81 se
realizaron repeticiones hasta la identificación de la causa de la pérdida de actividad, siendo esta el lote de KH2PO4 usado para la
preparación del tampón.
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Imagen 41. . Representación de la actividad a lo largo del tiempo en los ensayos rx.82 y rx.83 (0,4 µg/ml), rx.84 y
rx.85 (0,2 µg/ml), rx.86 y rx.87 (0,1 µg/ml)

Imagen 42. Representación de la formación de dU a lo largo del tiempo en los ensayos rx.82 y rx.83 (0,4 µg/ml),
rx.84 y rx.85 (0,2 µg/ml), rx.86 y rx.87 (0,1 µg/ml)

Se aprecia claramente que las unidades recuperadas en todos los casos (en todas las series y

para todos los tiempos) son muy similares, detectándose sólo una serie por encima del resto,

la rx.82 que corresponde con una de las réplicas que contenían mayor concentración de

proteína total. Para comprobar si esta deriva entre las réplicas podía deberse, precisamente, a

una tendencia presente en las reacciones con mayor cantidad de proteína, se programaron
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nuevos experimentos a mayores concentraciones de enzima. Salvo por esta discrepancia en

una serie respecto a las otras, el resto de características de las cinéticas fueron satisfactorias,

en ninguna cinética se apreció saturación hasta los 20 minutos ensayados y la recuperación de

las unidades pareció independiente del tiempo y de la dilución enzimática.

7.11.Exploración cinética enzimática (VIII)

Según lo expuesto en el apartado anterior, se realizaron ocho nuevas reacciones con el mismo

enzima para poder evaluar si, por un lado, se detectaba una tendencia en la disparidad de

resultados a mayores concentraciones de enzima presente en la reacción y si, por otro lado, se

podían aumentar las áreas de producto dU detectadas en los cromatogramas (en estas

reacciones rondaban las 2500 mAu*s en las reacciones de mayor contenido enzimático a los 15

minutos), lo que conseguiría acercar las áreas a la zona central de la linealidad de

cuantificación, bien aumentando el tiempo de reacción, bien la cantidad de enzima, bien

combinando ambos factores.

Las reacciones realizadas se resumen en la siguiente tabla:

Tabla 34. Parámetros de reacción para los ensayos rx.88 a rx.95

Nº
rx

[sustrato]
(mM)

[prot.total]
(µg/ml)

Monitorización
(min)

Observaciones

88 18 0,4 5, 10, 15, 20 -----

89 18 0,4 5, 10, 15, 20 -----

90 18 0,8 5, 10, 15, 20 -----

91 18 0,8 5, 10, 15, 20 -----

92 18 1,6 5, 10, 15, 20 -----

93 18 1,6 5, 10, 15, 20 -----

94 18 2,5 5, 10, 15, 20 -----

95 18 2,5 5, 10, 15, 20 -----

La toma de controles se realizó como se ha descrito anteriormente. Los resultados graficados

obtenidos se muestran en las siguientes gráficas.
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Imagen 43. Representación de la actividad a lo largo del tiempo en los ensayos rx.88 y rx.89 (0,4 µg/ml), rx.90 y
rx.91 (0,8 µg/ml), rx.92 y rx.93 (1,6 µg/ml), rx.94 y rx.95 (2,5 µg/ml)

Imagen 44. Representación de los µmoles formados de dU a lo largo del tiempo en los ensayos rx.88 y rx.89 (0,4
µg/ml), rx.90 y rx.91 (0,8 µg/ml), rx.92 y rx.93 (1,6 µg/ml), rx.94 y rx.95 (2,5 µg/ml)

En este caso, también se apreció cierta variabilidad en el global de los resultados pero no fue

atribuible a ninguna tendencia relacionada con el aumento de la concentración enzimática

presente en la reacción.

Sí se apreció cierto grado de saturación en el control de 20 minutos para las reacciones rx.94 y

rx.95, que eran las que contenían mayor cantidad de enzima, que corresponde con un

descenso en las UA recuperadas en estas dos reacciones a partir del control de los 15 minutos,
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por lo que no se recomendaría un control a tiempos tan largos con esta concentración

enzimática. Sin embargo, hasta esta saturación, se apreció de nuevo que todas las reacciones

devolvían valores similares de UA, lo que reforzó la robustez del método.

Para escoger las condiciones que se iban a definir como condiciones de ensayo se tuvo en

cuenta la posibilidad de variación de los lotes a analizar, por lo que se pretendía establecer

unas condiciones que pudieran resistir variaciones importantes en los valores de actividad sin

mermar la confianza en el valor devuelto por el método. Por ello, no se iban a indicar como

condiciones de ensayo aquellas que estuvieran cerca del límite de saturación sino que, en su

lugar, se iban a marcar como condiciones estándar aquellas que se situaran en una zona más

central del espacio experimental para que si un nuevo lote de catalizador presentara doble de

actividad / mg de proteína o triple de actividad pueda igualmente ser analizado sin saturación

del método. Por todo lo expuesto, las condiciones de 0,4 µg de proteína / ml parecían

adecuadas ya que presentaban margen de maniobra tanto por el límite superior como por el

inferior, y el tiempo que se escogió es de 15 minutos ya que, en estas condiciones, las áreas de

nuevo estaban por encima de 2000 mAu*s.

Aún así, para intentar aumentar algo más las áreas del producto a detectar, y para también

establecer un valor de proteína total que facilitara en el futuro las diluciones a realizar del

catalizador, se propuso una corrección para pasar de 0,4 a 0,5 µg de proteína total / ml. Este

valor se consideró adecuado y centrado en el espacio experimental explorado, pero es un valor

que, en sí mismo, no se había probado hasta el momento, así que se programó una nueva

cinética con estos valores coincidiendo con el estudio de reproducibilidad de las condiciones

de reacción.

7.12.Reproducibilidad del método, cinética enzimática (IX)

Como se ha comentado en el apartado anterior, se pretendió evaluar la reproducibilidad del

método a la vez que comprobar que las condiciones de reacción propuestas encajaban con los

valores obtenidos hasta el momento. Por ello se realizaron las siguientes reacciones,

ejecutadas por dos analistas diferentes.
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Tabla 35. Parámetros de reacción para los ensayos rx.96 a rx.109

Nº
rx

[sustrato]
(mM)

[prot.total]
(µg/ml)

Monitorización
(min)

Observaciones

96 18 0,5 15 Analista 1

97 18 0,5 15 Analista 1

98 18 0,5 15 Analista 1

99 18 0,5 15 Analista 1

100 18 0,5 15 Analista 1

101 18 0,5 15 Analista 1

102 18 0,5 5, 10, 15, 20, 25, 30 Analista 1

103 18 0,5 15 Analista 2

104 18 0,5 15 Analista 2

105 18 0,5 15 Analista 2

106 18 0,5 15 Analista 2

107 18 0,5 15 Analista 2

108 18 0,5 15 Analista 2

109 18 0,5 5, 10, 15, 20, 25, 30 Analista 2

El muestreo de las reacciones se realizó de igual manera a lo descrito en los apartados

anteriores. El resumen de los resultados se presenta en las siguientes gráficas.
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Imagen 45. Representación de la actividad a lo largo del tiempo en los ensayos rx.102 y rx.109

Imagen 46. Representación de los µmoles formados de dU a lo largo del tiempo en los ensayos rx.102 y rx.109

En la representación de los resultados se ha eliminado el punto de los 15 minutos de la rx.102

por considerarse un error experimental, ya que estaba claramente alejado de la tendencia

lineal.
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Las cinéticas de la reacción que se obtuvieron en las nuevas condiciones descritas eran

claramente lineales y no presentaron saturación de la reacción. Salvo el valor descartado, las

dos réplicas realizadas presentaron valores muy similares en todos los puntos, lo que confirmó

que estas condiciones eran coherentes con las condiciones exploradas tanto por encima como

por debajo del punto nominal.

En cuanto a los doce replicados ejecutados para determinar la variabilidad del método, se

obtuvo un CV global de un 8,2%, lo que se interpreta como un muy buen CV para un ensayo

enzimático (ver Tabla 36).

Respecto a las áreas de producto obtenidas a los 15 minutos, todas rondaron las 3000 mAu*s,

lo que corresponde a unas 140-150 ppm según la recta de cuantificación del método.

Tabla 36. Resultados de actividad, precisión y reproducibilidad (ensayos rx.96 a rx.101, y rx.103 a rx.108)

Analista Ensayo Actividad
enzimática (UA/ml) Parámetros estadísticos

1

rx.96 5949,4

rx.97 5483,2 Media 6073,3

rx.98 6069,4 Desv.est. 606,4

rx.99 6564,8 CV(%) 9,98

rx.100 5409,3

rx.101 6963,5

2

rx.103 6262,9

rx.104 5666,4 Media 5748,9

rx.105 5431,7 Desv.est. 295,0

rx.106 5794,1 CV(%) 5,13

rx.107 5825,0

rx.108 5513,3

Parámetros estadísticos

Media 5911,1

Desv.est. 485,2

CV(%) 8,21
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Por todo ello se consideró que las condiciones desarrolladas cumplían los requerimientos para

el método enzimático y se dio por terminada la optimización, definiéndose el método analítico

para la evaluación de rutina de los nuevos lotes de catalizador EcoCDA..

8. Optimización de la reacción biocatalítica

8.1. Descripción de la cinética de la reacción

8.1.1. Reproducibilidad de los resultados de la PoC

Los resultados obtenidos en los ensayos de reproducibilidad de la PoC se muestran a

continuación:

Tabla 37. Resultados de conversión a 24 h de las diferentes pruebas de concepto.

Experimento Lote sustrato Lote Enzima Conversión a 24 h (%)

PoC-1 RT-245-071 141111_02 86

PoC-2 RT-245-071 141111_02 83

PoC-3 RT-245-071 150417 97

PoC-4 MMG-263-049-02 150417 97

A tenor de estos resultados, se observó que el proceso es reproducible, por lo que se

consideró que la PoC era suficientemente consistente como para iniciar su optimización. Estos

resultados definieron el punto de partida de esta nueva fase, a partir del nuevo lote de

sustrato y de enzima que se utilizaron en ella.

8.1.2. Estudio de solubilidad

Con el objetivo de establecer las máximas concentraciones de trabajo que permitieran

solubilizar el sustrato, a las posibles distintas temperaturas en estudio, se realizaron pruebas

de solubilidad hasta determinar la concentración de saturación del sustrato en el medio de

reacción (intermedio 3.2.) y producto final (sofosbuvir).
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Tabla 38. Resultados de solubilidad del intermedio 3.2 y del producto final en el medio de reacción

Compuesto
Solubilidad15

g/l mM

Intermedio 3.2 15 28,4

Sofosbuvir 7 13,2

El producto de partida, intermedio 3.2., presentó mayor solubilidad en el medio de reacción

que el producto final sofosbuvir. Este dato se consideró relevante y se tuvo en cuenta ya desde

el inicio del proceso en vistas al diseño del proceso de work-up.

8.1.3. Estudio del efecto de la concentración de sustrato

El objetivo en este momento fue determinar cómo se comporta la reacción cuando se trabaja

a máxima carga de sustrato en disolución, aprovechando la diferente solubilidad de ambos

productos en el medio de reacción (ver tabla anterior).

Para ello se realizaron reacciones a máxima solubilidad de sustrato y al 75% de su solubilidad

(este segundo valor se introdujo con la finalidad de comprobar si existe inhibición del enzima

por sustrato).

Se realizó una batería de cuatro experimentos, todos ellos a 37ºC combinando los parámetros:

Tabla 39. Condiciones de las reacciones R9A1 a R9A4 para el estudio de la concentración de sustrato

Experimento Concentración sustrato (g/l) Equivalentes Enzima

R9A1 15,15 (100%) 1

R9A2 11,4 (75%) 1

R9A3 15,15 (100%) 2

R9A4 11,4 (75%) 2

15 Medio: Tampón fosfato 30 mM a pH 7, Tª = 37ºC
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Tal y como se observa en los siguientes perfiles de reacción, en ninguno de los experimentos

se observó inhibición del enzima por sustrato, puesto que el aumento de la concentración

rinde mayor conversión a producto final (R9A1 vs R9A3).

Por otra parte, se observa como un aumento en la relación estequiométrica entre sustrato y

enzima (R9A3 y R9A4), doblando la cantidad de biocatalizador respecto a los experimentos

anteriores, es capaz de transformar hasta un 30% más de producto en los mismos tiempos de

reacción, por lo que el aumento de la cantidad de biocatalizador en el medio ejerce un efecto

favorable sobre la conversión.

Imagen 47. Estudio del efecto de la concentración de sustrato sobre el perfil cinético de la reacción

8.1.4. Estudio del efecto de la estequiometría enzima/sustrato a
37ºC

Partiendo de la estequiometría de referencia estudiada durante la PoC (1 equivalente), se

procedió a modificar este parámetro para evaluar cuál es su efecto, principalmente sobre la

cinética de la reacción.

Para ello se realizó una batería de seis experimentos, todos ellos a 37ºC y saturación de

sustrato (15 g/l de producto de partida), combinando los parámetros:
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Tabla 40. Condiciones de las reacciones realizadas para el estudio de la  estequiometría enzima / sustrato

Experimento Equivalentes Enzima

R9A1 1

R9A3 2

R9A5 2,5

R9A6 3

R9A13 0,5

R9A14 0,75

Las reacciones se monitorizaron durante un periodo de 24 horas, excepto aquellas con una

relación estequiométrica inferior a 1, que se monitorizaron durante 48 horas en previsión que

su velocidad de reacción se viera ralentizada por este factor.

Los resultados obtenidos se muestran a continuación:

Imagen 48. Estudio del efecto de la estequiometría enzima/sustrato sobre el perfil cinético de la reacción

Tal y como se observa en los perfiles de reacción mostrados, respecto de la reacción control

R9A1 donde se utilizó 1 equivalente de enzima, las reacciones R9A13 (0,5 equivalentes) y

R9A14 (0,75 equivalentes) son las que presentaron conversiones inferiores a mismos tiempos
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de reacción, a pesar de que acabaron alcanzando conversiones cercanas al 90% pasadas

alrededor de 20 h de reacción.

En cambio, la reacción R9A3 donde se utilizaron 2 equivalentes de enzima, mejoró

significativamente la conversión a tiempos de reacción más bajos, superando el 80% a las 8

horas y alcanzando conversión cuantitativa a las 22 horas, aproximadamente.

Comparativamente con R9A3, los perfiles cinéticos de R9A5 (2,5 equivalentes) y R9A6 (3

equivalentes) presentan grandes similitudes, y alcanzaron el 90% de conversión a las 6 horas y

conversión cuantitativa a las 22 horas, aproximadamente.

Así pues, aparentemente una relación enzima/sustrato entre 2 y 3 equivalentes ofrece

mayores conversiones a tiempos de reacción más cortos, compatibles con tiempos de

ocupación de reactor de entre 6 y 8 horas.

El valor óptimo para la síntesis a escala comercial deberá fijarse teniendo en cuenta el balance

coste/beneficio entre el factor tiempo de reactor y relación estequiométrica de enzima vs

sustrato.

8.2. Estudio del efecto del medio de reacción

8.2.1. Sustitución del tampón fosfato por bicarbonato

Considerando la posibilidad de un escalado industrial y las exigencias normativas y

ambientales, se estudió el efecto de sustitución del tampón fosfato potásico por tampón

bicarbonato amónico, al mismo valor de pH, cercano a neutralidad.

Tampón H2PO4
- / HPO4

2- pH=7,0

Tampón H2CO3 / HCO3
- pH=6,99

Previamente, se verificó el comportamiento del enzima en estas nuevas condiciones, para

asegurar su operabilidad. Así, se realizó la determinación de actividad enzimática sobre la

reacción tipo utilizando el citado medio de reacción. El resultado obtenido en este ensayo no

presentó diferencias apreciables respecto del comportamiento enzimático en tampón fosfato

(datos no mostrados), por lo que se procedió a evaluar su aplicabilidad a la reacción de

desaminación del intermedio 3.2.
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Así, se llevó a cabo la reacción con tampón NH4HCO3
16 30 mM para comparar los resultados

con la referencia de KH2PO4 30 mM, tomando las condiciones de referencia a 37ºC y máxima

solubilidad del sustrato (15 g/l), usando un equivalente de enzima.

Los resultados obtenidos se muestran a continuación:

Imagen 49. Estudio del efecto del cambio de tampón: de tampón fosfato (R9A1) a tampón bicarbonato (R9A12)

Tal y como se observa en los perfiles de reacción mostrados, respecto de la reacción control

R9A1 donde se utilizó tampón fosfato 30 mM, la reacción R9A12 en tampón bicarbonato 30

mM presenta el mismo comportamiento, no observándose ningún efecto por la modificación

de este parámetro.

Esta sustitución permite pasar de un residuo salino de 269 g KH2PO4/kg sofosbuvir a 156 g

NH4HCO3/kg sofosbuvir.

Nota:

El pH del medio se monitorizó de manera semicuantitativa, presentando la siguiente

evolución:

16 Se utilizó sal amónica por ser la disponible en el laboratorio en el momento de realización de este experimento
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Tabla 41. Evolución del pH durante la evolución de la reacción R9A12

Código
Reacción

Control de
reacción

Tiempo (h) pH crudo

R9A12

C1 0,25 7,5

C2 1 9-9,5

C3 2 9-9,5

C4 4 9-9,5

C5 6 9-9,5

C6 23 9-9,5

Cabe remarcar que precisamente por el hecho de observar esta variación de pH con el tiempo,

y a pesar de utilizar un tampón, en realidad el medio deja de tener capacidad tamponante ya

desde el inicio de la reacción17.

Para la reacción R9A1 no se disponía de la determinación de pH equivalente, aunque es de

suponer que quizás presentó una evolución similar. Probablemente por esta razón, la

sustitución de una sal por otra no presentó ningún efecto sobre la conversión.

8.2.2. Eliminación del tampón

Adicionalmente, se estudió el efecto de la eliminación del tampón, y por tanto, de sus sales

inorgánicas, del medio de reacción. Esta modificación tiene como principal ventaja la enorme

reducción de residuos salinos a tratar como resultado de la producción, si bien tiene como

principal inconveniente la incapacidad de amortiguar el ascenso de pH del medio debido a la

eliminación del co-producto amoníaco a medida que transcurre la reacción.

Tampón H2PO4
- / HPO4

2- pH=7,0

Agua desionizada pH= 7,14

Del mismo modo que en el apartado anterior, previamente se verificó el comportamiento del

enzima en estas nuevas condiciones, para asegurar su operabilidad. Así, se realizó la

determinación de actividad enzimática sobre la reacción tipo utilizando agua sin tamponar

como medio de reacción. De nuevo, el resultado obtenido en este ensayo no presentó

diferencias apreciables respecto del comportamiento enzimático en tampón fosfato (datos no

17 Más allá del propio valor de pH, éste revela que la especie NH3 liberada al medio está libre y “viva”. Este aspecto se tuvo muy en
cuenta durante todo el desarrollo puesto que pudiera tener algún efecto sobre el perfil de impurezas observadas durante la
reacción.
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mostrados), por lo que se procedió a evaluar su aplicabilidad a la reacción de desaminación del

intermedio 3.2.

Así, se llevó a cabo la reacción en agua (R9A11) para comparar los resultados con la referencia

de H2PO4
-, tomando las condiciones de referencia a 37ºC y máxima solubilidad del sustrato (15

g/l), usando un equivalente de enzima (R9A1).

El resultado obtenido se muestra a continuación:

Imagen 50. Estudio del efecto del cambio de tampón: de tampón fosfato (R9A1) a agua desionizada en medio no
tamponado (R9A11)

Durante la monitorización de la reacción se controló la variación de pH del medio, pasando de

un valor de neutralidad a tiempo cero, hasta un pH=9 a tiempo final de la reacción.

Tal y como se observa en los perfiles de reacción mostrados, respecto de la reacción control

R9A1 donde se utilizó tampón fosfato 30 mM, la reacción R9A11 en agua presenta el mismo

comportamiento, no observándose ningún efecto en la conversión por la modificación de este

parámetro.

Este resultado se consideró de una gran relevancia medioambiental, ya que finalmente se

había conseguido pasar de un residuo salino de 269 g KH2PO4/kg sofosbuvir a 0 g tampón/kg

sofosbuvir.

A tenor de este resultado, y a pesar de que formaba parte del plan de trabajo inicial, se

descartó estudiar el efecto de la disminución de la concentración del tampón en la reacción,

puesto que el agua sin tamponar ofreció resultados idénticos a los obtenidos con los medios

tamponados con los que se había comparado.
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Nota:

El pH del medio se monitorizó de manera semicuantitativa, presentando la siguiente

evolución:

Tabla 42. Evolución del pH durante la evolución de la reacción R9A11

Código
Reacción

Control de
reacción

Tiempo (h) pH crudo

R9A11

C1 0,25 7

C2 1 8

C3 2 9

C4 4 9

C5 6 9

C6 23 9

De nuevo se observó como la reacción alcanza un pH cercano a 9 a partir de las 2 h de

reacción. Cabe remarcar que precisamente por el hecho de observar esta variación de pH con

el tiempo, y que el tampón utilizado no era capaz de amortiguar el incremento de pH derivado

de la eliminación del amoníaco al medio, aparentemente la eliminación del tampón no

presenta ningún efecto observable sobre la conversión.

En el caso de que esta deriva en el valor pH pudiera ocasionar algún efecto pernicioso sobre la

reacción, por ejemplo sobre la formación de impurezas, alternativamente a la tamponación del

medio, se planteó la posibilidad de una neutralización en continuo mediante la adición de un

ácido mineral adecuado. Esta opción se exploró más adelante (ver 9.4)

8.3. Estudio del efecto de la temperatura de reacción

Paralelamente, se contempló la posibilidad de aumentar la carga del reactor a partir de un

aumento de la temperatura de reacción que permitiera una mayor solubilización del producto

de partida18.

Dado que la máxima temperatura a la que es posible realizar la reacción viene limitada por la

operabilidad del enzima en dichas condiciones, previamente, se verificó el comportamiento del

enzima a distintas temperaturas. Así, se realizó la medida de actividad enzimática sobre la

18 Adicionalmente, existe la posibilidad de aumentar la carga del reactor por sobresaturación del producto de partida en el medio
de reacción, a partir de una suspensión del intermedio 3.2. Este factor se discute en el apartado 9.2.
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reacción tipo, determinando que hasta 45ºC el enzima presenta un nivel de actividad

adecuado. Temperaturas superiores conllevan una inactivación funcional del biocatalizador,

por lo que se descartaron.

Fijada la máxima temperatura a alcanzar, se procedió a determinar la solubilidad de producto

de partida y producto final en el medio, para establecer la concentración de saturación. Los

valores obtenidos se muestran en la siguiente tabla:

Tabla 43. Solubilidad determinada experimentalmente del producto de partida y del producto final a 45ºC

Compuesto
Solubilidad

(Tampón fosfato 30 mM, pH 7, 45ºC)

Solubilidad

(Agua, 45ºC)

Intermedio 3.2 22 g/l (41,6 mM) 23 g/l (43,5 mM)

Sofosbuvir 9 g/l (17,0 mM) 9 g/l (17,0 mM)

Para ello se realizaron dos experimentos, a máxima concentración de sustrato en ambos casos

(15 mg/ml a 37ºC y 22 mg/ml a 45ºC).

Tabla 44. Condiciones de las reacciones R9A1 y R9A7 realizadas a máxima concentración de sustrato

Experimento Temperatura (ºC) [Sustrato] (g/l)

R9A1 37 15

R9A7 45 22

Los resultados obtenidos se muestran a continuación:
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Imagen 51. Estudio del efecto de la temperatura y la concentración de sustrato en el medio

Tal como se muestra en la figura, se observó que cuando la reacción tiene lugar a 45ºC, no sólo

se consigue aumentar la capacidad de carga del reactor en sustrato, sino que también la

cinética de la reacción se ve claramente favorecida, obteniéndose conversiones cercanas al

90% ya a las 5 horas, aproximadamente.

8.4. Estudio combinado del efecto de la temperatura y estequiometría
de reacción

A la vista de los resultados obtenidos se decidió estudiar si a 45 ºC se reproducía el mismo

comportamiento en función de la estequiometría enzima/sustrato que el descrito a 37ºC.

Partiendo de la estequiometría de referencia estudiada durante la PoC (1 equivalente), se

procedió a modificar este parámetro para evaluar cuál es su efecto, principalmente sobre la

cinética de la reacción.

Para ello se realizó una batería de cuatro experimentos, a 45ºC y saturación de sustrato (22 g/l

de producto de partida), combinando los parámetros:
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Tabla 45. Condiciones de las reacciones R9A7 a R9A10, llevadas a cabo a 45ºC

Experimento Equivalentes Enzima

R9A7 1

R9A8 2

R9A9 2,5

R9A10 3

Los resultados obtenidos se muestran a continuación:

Imagen 52. Estudio combinado del efecto de la estequiometría enzima/sustrato a 45ºC y saturación de sustrato, con
1 equivalente (R9A7), 2 equivalentes (R9A8), 2,5 equivalentes y 3 equivalentes (R9A10) de enzima

Tal y como se observa en los perfiles de reacción mostrados, respecto de la reacción control

R9A7 donde se utilizó 1 equivalente de enzima, las reacciones R9A8 (2 equivalentes) a R9A10

(3 equivalentes) presentaron conversiones superiores, con una diferencia de hasta un 20% a

mismos tiempos de reacción, a pesar de que todas ellas acabaron alcanzando conversiones

superiores al 90% pasadas alrededor de 22 h de reacción. Las conversiones máximas se

alcanzaron entre las 5 y 6 horas, siendo un tiempo de reacción suficiente para transformar

cuantitativamente el producto de partida a producto final. Solamente en el caso de R9A7 la

elongación del tiempo de reacción presentó una mejora en conversión del 8%.
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Comparativamente con R9A8, los perfiles cinéticos de R9A9 (2,5 equivalentes) y R9A10 (3

equivalentes) presentan grandes similitudes a partir de las 5 horas, mientras que a tiempos

inferiores de reacción la diferencia entre una estequiometría de 2 equivalentes a 3

equivalentes supone un incremento del 20% de conversión a tiempos inferiores, por ejemplo,

a las 3 horas.

Por ello, el valor óptimo en caso de escalado comercial de la reacción deberá fijarse teniendo

en cuenta el balance coste/beneficio entre el factor tiempo de reactor y relación

estequiómetrica de enzima vs. sustrato.

8.5. Estudio combinado de agua como medio de reacción a 45ºC

A tenor de la información acumulada hasta este punto, se estudió el efecto conjunto de

cambio de medio de reacción a agua sin tamponar, y aumento de temperatura a 45ºC, con el

concomitante aumento de concentración de sustrato (22 g/l).  Este ensayo comparativo se

realizó utilizando 1 equivalente de enzima en ambos casos para poder cotejar su

comportamiento con la reacción de referencia en tampón fosfato (R9A7).

Los dos experimentos se realizaron a 45ºC y saturación de sustrato (22 g/l de producto de

partida), combinando los parámetros:

Tabla 46. Condiciones de las reacciones R9A7 y R9A15 para el estudio del uso de agua a 45ºC como medio de
reacción

Experimento Medio de reacción

R9A7 Tampón fosfato 30 mM pH=7

R9A15 Agua desionizada

El perfil cinético de estos experimentos se muestra a continuación:



112

Imagen 53. Comparativa entre los perfiles de reacción llevadas a cabo a 45ºC con 1 equivalente de enzima a
saturación de sustrato en tampón fosfato (R9A7) y a 45ºC con un equivalente de enzima a saturación de sustrato en
agua sin tamponar (R9A15)

Ambos perfiles cinéticos se muestran idénticos a tiempos de reacción inferiores a 5 h,

mostrando a partir de este punto una diferencia de un 5% en conversión, aproximadamente.

Cabe remarcar que en este experimento, el agua como medio de reacción aparentemente

presenta una conversión inferior al medio tamponado.

8.6. Estudio combinado del efecto agua como medio de reacción y
estequiometría enzima/sustrato

Tras comprobar que la reacción era factible en agua, se procedió a estudiar su

comportamiento aumentando la relación enzima/sustrato a 2,5 y 3 equivalentes, dado que los

resultados utilizando 1 equivalente habían resultado más bajos de lo esperado.

Partiendo de la estequiometría de referencia en R9A15 (1 equivalente), se realizó una batería

de experimentos, en agua, a 45ºC y saturación de sustrato (22 g/l de producto de partida),

variando el número de equivalentes de enzima:
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Tabla 47. Condiciones de las reacciones R9A15 a R9A17 para el estudio de la estequiometría enzima / sustrato en
agua a 45ºC

Experimento Equivalentes Enzima

R9A15 1

R9A16 2,5

R9A17 3

Los resultados obtenidos se muestran a continuación:

Imagen 54. Reacciones llevadas a cabo a 45ºC con 1 equivalente de enzima a saturación de sustrato en agua
(R9A15), a 45ºC con 2,5 equivalentes de enzima a saturación de sustrato en agua (R9A16) y a 45ºC con 3
equivalentes de enzima a saturación de sustrato en agua (R9A17)

Tal y como se observa en los perfiles de reacción mostrados, respecto de la reacción R9A15

donde se utilizó 1 equivalente de enzima, las reacciones R9A16 (2,5 equivalentes) y R9A17 (3

equivalentes) presentaron conversiones superiores, con una diferencia de hasta un 25% a

mismos tiempos de reacción, a pesar de que todas ellas acabaron alcanzando conversiones

superiores al 90% pasadas alrededor de 22 h de reacción.

0,0

10,0

20,0

30,0

40,0

50,0

60,0

70,0

80,0

90,0

100,0

0 5 10 15 20 25

Co
nv

er
sió

n 
(%

)

Tiempo (h)

Estudio del efecto combinado estequiometría E/S
en agua a 45ºC

R9A15

R9A16

R9A17



114

Se apreció que a mayor relación estequiométrica, la conversión máxima se alcanza a tiempos

más cortos, entre las 4 y 5 horas, siendo un tiempo de reacción suficiente para transformar

cuantitativamente el producto de partida a producto final. Solamente en el caso de R9A17 la

elongación del tiempo de reacción presentó una mejora en conversión alrededor del 8%.

Comparativamente, los perfiles cinéticos de R9A16 (2,5 equivalentes) y R9A17 (3 equivalentes)

son prácticamente equivalentes, por lo que se consideró el óptimo en 2,5 equivalentes

estequiométricos entre enzima y sustrato.

Nota:

La evolución del pH para estos experimentos se midió y se muestra en la siguiente tabla:

Tabla 48. Evolución del pH durante el transcurso de las reacciones R9A15 a R9A17

Control de
reacción

Tiempo (h)
pH crudo

R9A15
pH crudo

R9A16
pH crudo

R9A17

C1 0,167 7 7,5 8

C2 0,5 8 9 9

C3 1 8,5 9 9

C4 1,75 9 9 9

C5 2,5 9 9 9

C6 3 9 9 9

C7 3,5 9 9 9

C8 4 9 9 9

C9 4,5 9 9 9

C10 5 9 9 9

C11 6,5 9 9 9

C12 22,25 9 9 9

Esta monitorización del pH permitió corroborar que, progresivamente, a medida que la

cantidad de equivalentes de enzima aumenta, la basificación del medio transcurre a mayor

velocidad y se detecta a tiempos más cortos de reacción, aunque en todos los experimentos

realizados hasta la fecha, el valor de pH no superó las 9 unidades (medida semicuantitativa).
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8.7. Perfil de impurezas de la reacción

La presencia de impurezas formadas durante el proceso de biocatálisis se exploró en cada uno

de los experimentos realizados, y especialmente relevante resulta estudiar su evolución a

medida que se modificaron los distintos parámetros de reacción.

Los principales picos cromatográficos detectados y atribuibles a impurezas formadas durante

el proceso son:

Tabla 49. Impurezas detectadas formadas durante la reacción

Asignación tR (min)

Impureza 1 12,4

Impureza 2 15,1

Impureza 3 16,5

De todas ellas, la impureza 3 era la más abundante, y la que presentó mayor variación a

medida que se forzaban las condiciones de reacción, viéndose favorecida su formación cuando

aumenta la temperatura (de 37 a 45ºC), la relación E/S (de 1 a 3 equivalentes) y el tiempo. El

medio de reacción aparentemente también genera algún efecto sobre su incremento, dado

que, en las mismas condiciones de reacción, cuando el medio estaba tamponado en fosfato

potásico su contenido es inferior al medio tamponado en bicarbonato amónico, siendo este

último equivalente a la cantidad de impureza observada cuando el medio de reacción era

simplemente agua desionizada.

Más adelante se profundizó en el estudio de las impurezas, como se discute en el apartado 9.3.

9. Segunda fase de optimización de la reacción biocatalítica

9.1. Resumen de los logros conseguidos en la primera fase de
optimización

Esta fase se inició a partir de los mejores resultados obtenidos durante la primera fase de

optimización19. Las condiciones de reacción establecidas hasta la fecha fueron:

19 Descritas en el apartado anterior. La segunda fase de optimización se planteó tras haber completado los experimentos
inicialmente propuestos, a la vista que la reacción tenía todavía recorrido para mejorar
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Imagen 55. Reacción de desaminación del intermedio 3.2 para la obtención de sofosbuvir.

Volumen de reacción: 4 ml

Concentración inicial de nucleósido sustrato (intermedio 3.2): 43,5 mM (23
g/l)20

Disolvente de la reacción: agua (medio no tamponado)

Temperatura de reacción: 45ºC

Tiempo de reacción estudiado: 24 horas / Agitación: magnética 300 rpm

Estequiometría enzima/sustrato:

0,5 equivalentes: 1,0 UA21/µmol (1,89 UA/mg)

1 equivalente: 2,0 UA/µmol (3,78 UA/mg)

2 equivalentes: 4,0 UA/µmol (7,56 UA/mg)

Tiempo de reacción hasta conversión cuantitativa:

0,5 equivalentes: 27,5 h22

1 equivalente: 24 h

2 equivalentes: 5 h

La monitorización de las reacciones se llevó a cabo durante 22-24 h, mediante la toma de

controles intermedios de reacción. Las alícuotas tomadas se diluyeron inmediatamente con

H2O y MeOH y se filtraron por un filtro de 10 kDa sobre un soporte de tubo tipo eppendorf a

13000 rpm y 10 minutos.23 Los crudos de reacción se analizaron por HPLC según el método

descrito.

9.2. Estudio del efecto de sobresaturación del sustrato

9.2.1. Estudio preliminar

El objetivo de este apartado era determinar la posibilidad de aumentar la concentración de

sustrato por encima de la concentración máxima en disolución, es decir, a sobresaturación de

20 La concentración de 23 g/l corresponde a la máxima solubilidad de sustrato en H2O y a 45ºC
21 UA son las unidades para expresar la actividad enzimática definida como la cantidad de enzima que, en las condiciones de la

reacción tipo, es capaz de transformar 1 micromol de sustrato por minuto
22 Datos obtenidos en medio tampón fosfato a pH 7
23 Este tratamiento de la alícuota de control de proceso se realizó con el objetivo de eliminar restos biológicos que pudieran dañar

el sistema cromatográfico, pero no es necesario en el proceso de tratamiento del crudo de reacción total (work-up)
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sustrato, a concentraciones superiores a 23 g/l. De ser efectiva, esta variación permitiría

incrementar la carga del reactor por cada lote producido.

Se realizaron dos experimentos comparativos, a 45ºC y usando 3 equivalentes del enzima:

Tabla 50. Condiciones de las reacciones R9A18 y R9A19 a sobresaturación de sustrato.

Experimento Concentración sustrato

experimental (g/l)

Porcentaje de

sobresaturación24 (%)

R9A18 24,5 6

R9A19 35,8 55

Tal y como se observa en los siguientes perfiles de reacción, ambos experimentos se

comportaron prácticamente de la misma manera, por lo que para la misma estequiometría de

enzima/sustrato, se demostró que es posible aumentar la concentración, consiguiendo una

mayor transformación de producto por lote de producción:

Imagen 56. Comparativa del perfil de reacción a concentración de sustrato superior a su solubilidad máxima, en
iguales condiciones de reacción (45ºC y 3 equivalentes de enzima)

A pesar de que la conversión resultó ser cuantitativa a tiempos de reacción cercanos a las 5

horas, en estas condiciones se observó como el perfil de impurezas de la reacción aumentó

considerablemente respecto de experimentos anteriores, puesto que, aunque se dan las

24 Respecto de la referencia de solubilidad máxima experimental correspondiente a 23 g/l
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condiciones que favorecen la máxima formación de sofosbuvir, en paralelo también se están

favoreciendo las condiciones que generan estos subproductos no deseados25.

Se observó que la aparición de estas impurezas iba en detrimento del porcentaje de sofosbuvir

formado, valor que progresivamente se alejaba del valor de conversión descrito, dado que

aparentemente, la formación de la impureza 3 se origina a partir del producto sofosbuvir.

9.2.2. Estudio comparativo a distintos niveles de
sobresaturación

Continuando con el estudio presentado en el apartado anterior, pero con el objetivo de

minimizar la cantidad de impurezas formadas, se procedió a ampliar el rango de porcentajes

de sobresaturación estudiados, limitando la estequiometría enzima/sustrato a 2 equivalentes,

para reducir la formación de impurezas.

Se realizaron tres experimentos comparativos, a 45ºC y usando 2 equivalentes del enzima:

Tabla 51. Condiciones de las reacciones R9A20 a R9A22 a sobresaturación de sustrato.

Experimento Concentración sustrato

experimental (g/l)

Porcentaje de

sobresaturación (ca %)

R9A20 39 70

R9A21 54 140

R9A22 67 190

25 Como se ha indicado anteriormente (ver 8.7), la impureza 3 era la más abundante, y la que presentaba mayor variación a
medida que se forzaban las condiciones de reacción, viéndose favorecida su formación cuando aumenta la temperatura (de 37 a
45ºC), la relación E/S (de 1 a 3 equivalentes) y el tiempo.
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Imagen 57. Comparativa del perfil de reacción a concentración de sustrato superior a su solubilidad máxima, en
iguales condiciones de reacción (45ºC y 2 equivalentes de enzima)

Tal y como se observa en los anteriores perfiles de reacción, se consideró que los tres

experimentos se comportaron prácticamente de la misma manera26, y que era posible

incrementar la productividad de la reacción en el sentido de incremento de la concentración

de sustrato inicialmente en el medio27 por unidad de reactor.

En este punto, y a pesar de que muy probablemente se pudiera haber continuado

incrementando la cantidad de sustrato de partida, a las concentraciones indicadas la

formación de impurezas en el medio alcanzó niveles insostenibles (las tres impurezas llegaron

a sumar el 50% en área), por lo que se consideró que la optimización debía interrumpirse hasta

conocer, controlar y/o minimizar el origen y tener alguna evidencia de la identidad de dichas

impurezas (especialmente de la impureza 3, claramente muy mayoritaria).

Por ello, la optimización de la reacción se vio interrumpida en este punto por el estudio

realizado para aportar luz a la formación y control de las citadas impurezas.

26 Las ligeras variaciones observadas en los controles de reacción se atribuyen a la variabilidad asociada a la toma de muestra no
suficientemente homogénea, dada la naturaleza de suspensión, que es más evidente a mayor sobresaturación de sustrato en la
reacción.
27 El aspecto físico de las reacciones donde se trabaja a sobresaturación, habitualmente sigue un patrón de comportamiento.
Inicialmente, el Intermedio 3.2 es un sólido blanco que al introducirse en el medio de reacción, se transforma en una especie de
pasta que dificulta la agitación de la reacción. A medida que va progresando la reacción, esta pasta va desapareciendo y da lugar a
un sólido blanco fino que corresponde a sofosbuvir y que enturbia la reacción. Posteriormente, a medida que se va generando
más cantidad de sofosbuvir, se van formando conglomerados de sólido que quedan adheridos a las paredes del balón de reacción,
probablemente porqué la agitación magnética utilizada era insuficiente para disgregarlos.
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9.3. Estudio preliminar de las impurezas formadas durante la reacción

9.3.1. Perfil de impurezas de la reacción

Tal y como ya se ha comentado anteriormente, los principales picos cromatográficos

detectados y atribuibles a impurezas formadas durante el proceso fueron:

Tabla 52. Descripción de las impurezas detectadas en las reacciones de síntesis del sofosbuvir por HPLC

Asignación tR (min) λmáx (nm)

Impureza 0 11,3 279-280

Impureza 1 12,4 262

Impureza 2 15,1 280

Impureza 3 16,5 262

Impureza 4 18,4 272

De todas ellas, la impureza 3 era la más abundante, y la que presenta mayor variación a

medida que se fuerzan las condiciones de reacción, viéndose favorecida su formación cuando

aumenta la temperatura (de 37 a 45ºC), la relación E/S (de 1 a 3 equivalentes) y el tiempo. El

medio de reacción aparentemente también generó algún efecto sobre su incremento, dado

que, en las mismas condiciones de reacción, cuando el medio estaba tamponado la cantidad

de impureza es inferior a cuando el medio de reacción era simplemente agua desionizada.

A continuación se muestra un cromatograma representativo donde se muestran dichas

impurezas. El pico a 22,66 minutos corresponde a sofosbuvir.
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Imagen 58. Ejemplo de cromatograma donde se observan las impurezas generadas durante la reacción

9.3.2. Hipótesis de trabajo

Teniendo en cuenta que a medida que progresa la reacción de desaminación se desprende NH3

como coproducto de la reacción, el control y monitorización de pH se consideró desde el inicio

del proyecto como un factor clave. Es por ello que inicialmente se trabajaba en medio de

tampón fosfato 30 mM a pH 7, esperando que éste fuera suficiente para mantener estable

este valor. A pesar de ello, y tal y como se ha indicado anteriormente, ni el tampón fosfato ni

el tampón bicarbonato 30 mM a pH 7 conseguían mantener estable el valor de pH a medida

que progresa la reacción, alcanzando las 9-9,5 unidades (medida semicuantitativa) en todos los
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casos, a tiempos más cortos a medida que la cinética de la reacción se incrementa, bien por

aumento de temperatura, de catalizador y/o de concentración de sustrato.

Esta situación comportaba la presencia de dos especies nucleófilas en el medio de reacción,

OH- y NH3, potencialmente “vivas” sobre los distintos centros electrófilos que presentan tanto

el producto de partida como el producto final.

Por todo ello, y como principal hipótesis de trabajo, en el presente estudio la formación de

dichas impurezas se atribuyó a reacciones secundarias paralelas y competitivas que tenían

lugar a través de una, otra o ambas especies nucleófilas, ya sea por la propia inestabilidad de

reactivo y/o sustrato en estas condiciones (e.g. inestabilidad química), o bien debida a

reactividad competitiva catalizada por algún componente presente en el formato del

biocatalizador utilizado (e.g. inestabilidad enzimática).

La principal vía de control de la formación de impurezas, de confirmarse esta hipótesis, debía

pasar por un estricto control de la evolución del pH de la reacción, manteniendo este

parámetro constantemente cercano a un valor por definir.

Así pues, para verificar dicha hipótesis, la primera tarea a realizar consistió en el estudio del

comportamiento del intermedio 3.2. y de sofosbuvir en las condiciones citadas, según se

describe en los siguientes apartados.

9.3.3. Estudio de estabilidad del sustrato intermedio 3.2.

9.3.3.1. Estudio de estabilidad química del
sustrato intermedio 3.2. 28

Se llevaron a cabo dos experimentos de forma paralela a una concentración de 43 mM

(máxima solubilidad):

- En H2O a pH= 7,07

- En H2O basificada a pH= 9,6129

Tabla 53. Controles e impurezas formadas en los experimentos para evaluar la estabilidad química del sustrato.

Muestra Control Tiempo (h) Intermedio 3.2. Impureza 1 Impureza 2 Impureza 3
C2 3 98,36 0 0,44 0
C3 23 97,4 0 0,77 0
C2 3 97,32 0 1,31 0
C3 23 96,07 0 2,06 0

3.2. pH=7,07

3.2. pH=9,61

% Área

28 En el estudio de estabilidad del sustrato intermedio 3.2., no se llevó a cabo el estudio de estabilidad enzimática, ya que
correspondía a llevar a cabo la propia reacción de formación de sofosbuvir
29 La reacción en medio básico se llevó a cabo con el mismo lote que en la prueba a pH neutro, pero en este caso, se basificó con
NH3, ya que es una de las especies presente en el medio de reacción
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En ambos casos, se tomaron controles a 3 y 23 horas y se analizaron por HPLC. Se observa,

tanto a pH neutro como a pH básico, como apareció un pequeño porcentaje de Impureza 2,

que aumenta con el tiempo siendo superior a pH básico que neutro, alcanzando el 2% de área

respecto del área de intermedio 3.2.

De este estudio resulta que aparentemente la impureza 2 proviene del intermedio 3.2. y se

favorece a pH más básicos. Si se analiza el perfil de UV tanto del intermedio 3.2 como de la

impureza 2, ambas presentan un λmáx = 272 nm, hecho que confirma que dicha impureza se

asemeja más al intermedio 3.2 que a sofosbuvir, supuestamente presentando el mismo grupo

cromóforo o equivalente.

9.3.4. Estudio de estabilidad del enzima

Se llevaron a cabo dos estudios de forma paralela añadiendo la cantidad de enzima que

correspondería a adicionar dos equivalentes:

- En H2O a pH= 7,07

- En H2O basificada a pH= 9,61

Tabla 54. Controles e impurezas formadas en los experimentos para evaluar la estabilidad del enzima.

Muestra Control Tiempo (h) tr=4,12 min Impureza 1 Impureza 2 Impureza 3
Enzima pH=7,07 C3 23 44,29 0 0 0
Enzima pH=9,61 C3 23 41,77 0 0 0

% Área

En ambos casos, se tomó un control a las 23 h y se analizó por HPLC. En este caso, no se

observa ninguna de las tres impurezas en estudio. La única señal remarcable en ambos

ensayos es a tr=4,12 minutos, que corresponde a un 45% de área del total y que en los análisis

de reacción, en función de la cantidad de enzima añadido, se observa en mayor porcentaje. En

este caso, cabe destacar que no se observa influencia del pH.

Por lo tanto, de este estudio se pudo confirmar que las impurezas observadas no provienen del

extracto enzimático original ni de ninguna posible degradación que pudiera producirse en las

condiciones de reacción.
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9.3.5. Estudio de estabilidad de sofosbuvir

9.3.5.1. Estudio de estabilidad química de
sofosbuvir

Se llevaron a cabo dos estudios de forma paralela y de forma equivalente al sustrato

intermedio 3.2.:

- En H2O a pH= 7,14

- En H2O basificada a pH= 9,65

Tabla 55. Controles e impurezas del estudio de la estabilidad química del sofosbuvir.

Muestra Control Tiempo (h) Sofosbuvir Impureza 1 Impureza 2 Impureza 3 tr=4,12 min
C1 3 99,25 0,01 0 0,1 0
C2 25 98,96 0,06 0 0,35 0
C1 3 97,88 0,12 0 0,77 0
C2 25 97,34 0,29 0 1,66 0

% Área

SOFOSBUVIR pH=7,14

SOFOSBUVIR pH=9,65

En ambos casos, se tomaron controles a 3 y 25 horas, y se analizaron por HPLC. Se observa

tanto a pH neutro como a pH básico, como apareció un pequeño porcentaje de Impureza 1 y

de Impureza 3, que aumentaban con el tiempo, siendo superiores a pH básico que neutro.

9.3.5.2. Estudio de estabilidad enzimática de
sofosbuvir

Se llevaron a cabo dos estudios de forma paralela y de forma equivalente al estudio de

estabilidad química:

- En H2O a pH= 7,14

- En H2O basificada a pH= 9,65

Tabla 56. Controles e impurezas del estudio de estabilidad enzimática del sofosbuvir.

Muestra Control Tiempo (h) Sofosbuvir Impureza 1 Impureza 2 Impureza 3 tr=4,12 min
C1 3 96,88 0,08 0 0,53 0,5
C2 25 95,33 0,34 0 1,99 0,46
C1 3 95,88 0,12 0 0,8 0,65
C2 25 93,39 0,5 0 2,86 0,59

SOFOSBUVIR + enzima
pH=9,65

% Área

SOFOSBUVIR + enzima
pH=7,14

De forma análoga  al estudio de estabilidad química, en ambos casos, se tomaron controles a 3

y 25 horas, y se analizaron por HPLC. Se observa, tanto a pH neutro como a pH básico, como se

forman las impurezas 1 y 3, y que su porcentaje aumenta con el tiempo. De manera análoga a

los estudios previos, el porcentaje de impurezas presente es superior a pH básico.



125

Del estudio de estabilidad química y enzimática de sofosbuvir resulta  que aparentemente las

impurezas 1 y 3 provienen de sofosbuvir, con absorbancia similar a éste (λmáx (sofosbuvir)= 260 nm

y λmáx (Impurezas 1 y 3)= 262 nm), supuestamente presentando el mismo grupo cromóforo o

equivalente. Es de remarcar el aumento de impureza a pH básico, por tanto, se confirmó la

hipótesis inicial, es decir que la presencia de NH3/OH- en el medio favorece su formación, y que

por tanto, era un factor clave a controlar.

9.3.6. Aislamiento a pequeña escala de las principal es
impurezas

Con el objetivo de disponer de una pequeña muestra de cada impureza por separado para,

como mínimo, analizar cada fracción mediante espectrometría de masas y disponer de algún

dato preliminar de caracterización estructural, se procedió a purificar mediante HPLC analítico

parte del crudo de reacción R9A22 (hasta la fecha, el que contenía mayor porcentaje de

impurezas).

Imagen 59. Cromatograma de la reacción R9A22 a 46 h
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Para ello, se verificó el comportamiento del mismo método cromatográfico inicial, eliminando

el ácido fosfórico de la fase móvil para evitar problemas de posible hidrólisis ácida al

concentrar las fracciones. Se ensayaron dos métodos:

- FM1: TFA 0,05% /ACN pH 2,26

- FM2: H2O/ACN pH 7,00

La FM1 permite evaporar con facilidad el ácido trifluoroacético (a diferencia del H3PO4) a la vez

que mantener los perfiles de UV inalterados respecto de los observados en el método original,

dado que la protonación de los distintos productos no cambia si el valor de pH se mantiene.

Con la FM2 los tiempos de retención y los perfiles de UV de algunas de las sustancias se ven

alteradas, a pesar de ello, se consigue una buena resolución de las señales de interés y unido a

que las fracciones aisladas eran más limpias que usando ácido trifluoroacético en la FM, el uso

de la FM2 fue la elección para llevar a cabo la purificación de las impurezas.

Se prepararon muestras de concentración aproximada 2000, 5000, 20000 y 40000 ppm, y se

inyectaron distintos volúmenes, hasta establecer el valor que a cada concentración permitía

mantener la resolución entre picos.

De esta manera, se recogieron cinco fracciones distintas, atribuidas a los distintos picos

desconocidos que eluyen en el cromatograma de la muestra R9A22, correspondientes a los

siguientes tiempos de retención:

Tabla 57. Diferentes tR según el método utilizado de las impurezas en estudio.

Asignación
Método purificación Método analítico

tR (min)30 tR (min)31

Impureza 0 1,8 11,4

Impureza 1 2,4 12,4

Impureza 2 11,7 15,1

Impureza 3 12,8 16,5

Impureza 4 19,0 18,4

30 Programa de gradiente con cambio de composición a H2O /ACN pH 7,00
31 Programa usando 0,1% H3PO4 /ACN pH 2,30
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Una vez recolectadas, cada fracción se evaporó a sequedad y se reanalizó para determinar su

pureza:

Tabla 58. Cantidad y pureza de las impurezas aisladas.

Asignación tR (min)32 Pureza (área, %) Cantidad aislada (mg)

Impureza 0 11,4 42,7 4,8

Impureza 1 12,4 91,5 5,4

Impureza 2 15,1 96,8 1,9

Impureza 3 16,5 98,0 6,9

Impureza 4 18,4 8,7 ca 1

9.3.7. Análisis de las fracciones colectadas mediante
cromatografía de masas (MS 2)

A continuación se procedió al análisis de las distintas fracciones usando el equipo ESI Ion Trap

Esquire 4000 de Bruker, con introducción directa de la muestra en modo Electrospray (ion

spray) (ESI-MS) para el análisis de masas con lectura de iones en modo positivo y en modo

negativo33. Las muestras se prepararon a una concentración aproximada de 10 ppm en MeOH

de calidad LC/MS.

En cada uno de los modos de detección, las señales de mayor intensidad, atribuidas a los iones

moleculares, se aislaron y fragmentaron, tanto en modo positivo como en modo negativo.

Previamente, se verificó que el método utilizado era adecuado, mediante el análisis de las

muestras de sustrato (intermedio 3.2.) y de sofosbuvir, obteniendo en cada caso perfiles de

ionización en modo positivo y negativo, así como su patrón de fragmentación, perfectamente

interpretables en base a la estructura química de las moléculas analizadas34.

Desafortunadamente, el comportamiento de las muestras de impurezas se manifestó de

manera distinta. Exceptuando  la impureza 3, en todos los casos se obtuvieron señales de baja

intensidad, posiblemente debido a muestras de menor concentración a la estimada35 o por

32 Según el método de aislamiento
33 Condiciones del equipo: capillary: Ramp Range 1500-4500 V; drying gas: 4.0 L/min.; neb. Press.: 10 Psi; gas temp.: 250ºC; scan:
100-900 m/z
34 Pérdidas de masa muy características son: HF (M-20) y PhOH (M-94) en ambos casos
35 Por sobreestimación de peso final de producto colectado
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poca ionización de los productos en las condiciones del método escogido. Por todo ello, estos

datos no  fueron suficientemente inequívocos para ser considerados como potenciales valores

de pesos moleculares, y no se tuvieron en consideración y por lo tanto no se reportan.

El espectro de masas de la impureza 3 muestra los iones que se indican en la siguiente tabla,

junto con un resumen de sus asignaciones, en base a dos posibles asignaciones:

Tabla 59. Resultados obtenidos de m/z y asignaciones en el análisis de la Impureza 3.

Producto Ionización m/z Asignación 1 Asignación 2

Impureza

3

ESI (+)

476

498

[M+H]+ de compuesto de

PM1=475

[M+Na]+ de compuesto de

PM1=475

[M+Na]+ de compuesto de

PM2=453

Ión no atribuible a PM2

ESI (-) 452 Ión no atribuible a PM1 [M-H]- debida a PM2=453

Aunque la asignación de los datos de MS no fue concluyente, en base a los iones observados y

especialmente a la comparativa del patrón de fragmentación de la impureza 3 respecto de la

fragmentación de los patrones de sustrato y sofosbuvir, es remarcable la ausencia de pérdida

de grupo PhOH, aunque se mantiene la pérdida de grupo HF.

9.3.8. Elucidación tentativa de la impureza 3

Hasta este momento, teniendo en cuenta los datos disponibles, la principal hipótesis derivada

de este estudio preliminar de impurezas fue que una posible estructura atribuible a la

impureza 3 pudiera ser:

Imagen 60. Potencial estructura molecular atribuible a la impureza 3

De ser así, su formación pudiera deberse al ataque nucleofílico de OH- sobre el P electrófilo,

con eliminación de grupo fenol.
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Cabe remarcar que esta misma reacción podría también darse sobre la estructura del sustrato,

por lo que alguna de las impurezas restantes podría ser la homóloga sobre el intermedio 3.2.

9.4. Estudio del efecto del control de pH

9.4.1. Estudio preliminar

En base a las hipótesis anteriores, se estableció como prioritario el estudio de la reacción con

estricto control de pH. En primer lugar y dado que hasta la fecha la monitorización de pH se

venía realizando de manera semicuantitativa, se realizó una batería de dos experimentos en

idénticas condiciones de reacción36, aunque a volúmenes superiores (50 y 80 ml,

respectivamente), necesarios para poder medir de manera continua la evolución del pH del

medio a medida que progresa la reacción:

Tabla 60. Condiciones de las reacciones R9A23 y R9A24 en que se monitorizó el pH en continuo.

Experimento Control de pH Intervalo máximo de variación de pH

R9A23 No 6,6037-8,42

R9A24 Sí 6,60-7,46

Los resultados obtenidos se muestran y se discuten a continuación:

 Sin ajuste de pH:

Imagen 61. Evolución del pH en medio no regulado

36 Ver detalles experimentales en el Anexo 1
37 pH de la mezcla de reacción una vez añadido el intermedio 3.2
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Imagen 62. Evolución de la reacción en medio sin ajuste de pH, comparando valores de conversión (%) y
sofosbuvir formado (%)38, respectivamente, así como porcentaje de área de HPLC para las tres impurezas
mayoritarias

De los resultados anteriores se desprende que, de manera reproducible a todo lo descrito

hasta la fecha, la conversión de sustrato 3.2. a sofosbuvir alcanzó valores cuantitativos sobre

las cinco horas de proceso, en estas condiciones.

El progreso de la reacción en términos de porcentaje de sofosbuvir formado respecto de

sofosbuvir esperado coincide con el porcentaje de conversión hasta un cierto punto en el que,

también afectado por una toma de muestra no representativa de la suspensión total, la línea

de sofosbuvir formado (%) se desvía de la línea de conversión (%), con una disminución clara

de contenido en sofosbuvir a partir de las 8 horas de reacción.

Esta involución de contenido en producto principal coincide perfectamente con un incremento

extraordinario del contenido en impurezas, especialmente en impureza 3, que, aparentemente

podía ser el producto resultante de una reacción secundaria, paralela y competitiva cuyo

sustrato era el propio sofosbuvir. Las otras dos impurezas, aunque aumentaron de manera

más sostenida en el tiempo, se encontraban en porcentajes completamente indeseables.

38 Puesto que la reacción es una suspensión, la toma de muestra en algunos puntos puede no ser homogénea y ocasionar algunos
valores anómalos, tal como los observados en el gráfico.
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Tabla 61. Controles e impurezas de la R9A23 con monitorización pero sin corrección de pH.

Código

Reacción

Control

reacción
Tiempo (h)

Impureza 1 (%)

tr=12,4min

Impureza 2 (%)

tr=15,1min

Impureza 3 (%)

tr=16,5min

R9A23

C1 0,16 0 0,44 0

C2 0,5 0 1,16 0,3

C3 1 0,16 1,9 1,02

C4 1,5 0,31 2,33 1,87

C5 2 0,5 2,65 2,96

C6 3 0,89 2,9 5,07

C7 3,5 1,11 2,99 6,13

C8 4,3 1,43 3,05 7,79

C9 5,05 1,69 3,07 9,17

C10 6,1 2,19 3,11 11,82

C11 7,2 2,65 3,12 14,13

C12 8 2,87 3,11 15,19

C13 9,2 3,23 3,1 16,92

C14 24,5 6,45 3,04 32,05

 Con ajuste de pH a valores 6,60<pH<7,5:

Para confirmar el efecto que un ajuste de pH a valores inferiores pudiera tener sobre este

comportamiento, se procedió a realizar el experimento R9A24, donde el valor de pH se

mantuvo en un intervalo estrecho de variación, siempre inferior a 7,5, mediante la adición

controlada de pequeños volúmenes (hasta 110 µl) de una disolución de ácido acético 1 M. El

tiempo de monitorización de reacción fue de 8 horas. El volumen total añadido fue de 1,77 ml.
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Imagen 63. Cromatograma del control de reacción de R9A24 a 7,5h

Imagen 64. Evolución del pH en medio ajustado entre 7,1 y 7,5
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Imagen 65. Evolución de la reacción con el ajuste de pH entre 7 y 7, 5 aproximadamente, comparando valores de
conversión (%) y sofosbuvir formado (%)39, así como el porcentaje de área de HPLC para las tres impurezas
mayoritarias. Puede observarse como su presencia disminuye significativamente

En términos de conversión, la transformación fue cuantitativa a los mismos tiempos que antes,

aunque dos valores son especialmente relevantes:

- Durante todo el progreso de la reacción, el porcentaje de sofosbuvir formado respecto

del esperado siguió la misma tendencia que la conversión, con valores finales

estimados entre el 90 y 100%.

- La cantidad de impurezas formadas durante el progreso de la reacción se vió

claramente minimizada (ver ampliación a continuación), en especial la formación de la

impureza 3 (tr=16,5 min), por lo que se confirmó la incidencia de la presencia de OH-

y/o NH3 libres sobre su formación. A pesar de ello siguió siendo la impureza

mayoritaria.

Imagen 66. Ampliación de la proporción y evolución de las principales impurezas en función del progreso de la
reacción R9A24

39 Puesto que la reacción es una suspensión, la toma de muestra en algunos puntos puede no ser homogénea y ocasionar algunos
valores anómalos, tal como el observado aproximadamente a 3,5 h de reacción
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Tabla 62. Controles e impurezas de la R9A24 con monitorización y corrección de pH

Código

Reacción

Control

reacción
Tiempo (h)

Impureza 1 (%)

tr= 12,4min

Impureza 2 (%)

tr= 15,1min

Impureza 3 (%)

tr= 16,5min

R9A24

(ajuste pH 7,2 a 7,5)

C1 0,11 0 0,17 0

C2 0,52 0 0,26 0

C3 1 0 0,3 0,12

C4 1,5 0 0,36 0,23

C5 2 0,1 0,36 0,34

C6 2,5 0,12 0,4 0,46

C7 3,0 0,16 0,44 0,61

C8 3,5 0,1 0,36 0,62

C9 4,0 0,29 0,45 0,87

C10 4,5 0,15 0,39 0,88

C11 5 0,17 0,4 1,01

C12 5,5 0,21 0,44 1,23

C13 6,1 0,27 0,48 1,52

C14 6,5 0,28 0,47 1,6

C15 7 0,29 0,45 1,63

C16 7,5 0,29 0,43 1,65

9.4.2. Estudio comparativo a distintos intervalos de pH

En base a los resultados anteriores, se amplió el estudio del efecto del pH sobre la formación y

evolución de las impurezas formadas durante la reacción, realizando los siguientes

experimentos:
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Tabla 63. Condiciones de las reacciones R9A29 y R9A30 con control de pH

Experimento Control de pH Intervalo máximo de variación de pH

R9A29 Sí 6,6040-7,00

R9A30 Sí 6,3541-6,55

1.Ajuste a valores 6,60<pH<7,0:

Los resultados obtenidos se muestran y se discuten a continuación:

Imagen 67. Evolución del pH en medio ajustado entre 6,6 y 7,0

Imagen 68. Evolución de la reacción con el ajuste de pH entre 6,6 y 7, 0 aproximadamente, comparando valores
de conversión (%) y sofosbuvir formado (%)42, así como porcentaje de área de HPLC para las tres impurezas, en
porcentajes inferiores a 0,67%

40 pH de la mezcla de reacción una vez añadido el intermedio 3.2
41 Ver nota 40
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Imagen 69. Ampliación de la proporción y evolución de las principales impurezas en función del progreso de la
reacción

Tabla 64. Controles e impurezas de la R9A29 con monitorización y ajuste de pH entre 6,6 y 7,0

Código
Reacción

Control
reacción

Tiempo (h)
Impureza 1 (%)

tr=12,4min
Impureza 2 (%)

tr=15,1min
Impureza 3 (%)

tr=16,5min

R9A29
(ajuste pH
6,60-7,00)

C1 0,13 0 0,21 0
C2 0,5 0 0,21 0,05
C3 1,0 0,01 0,21 0,11
C4 1,5 0,02 0,19 0,14
C5 2,0 0,03 0,2 0,19
C6 2,5 0,03 0,18 0,21
C7 3,0 0,04 0,2 0,28
C8 3,5 0,06 0,22 0,39
C9 4,02 0,06 0,2 0,42

C10 4,5 0,07 0,22 0,5
C11 5,0 0,08 0,2 0,52
C12 5,6 0,08 0,21 0,53
C13 6,0 0,08 0,19 0,55
C14 6,6 0,1 0,22 0,64
C15 7,0 0,1 0,19 0,67
C16 7,5 0,1 0,16 0,52

42 Puesto que la reacción es una suspensión, la toma de muestra en algunos puntos puede no ser homogénea y ocasionar algunos
valores anómalos, tal como el observado aproximadamente a 7,5 h de reacción
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2. Ajuste a valores 6,35<pH<6,55:

El experimento se realizó del mismo modo que los anteriores, obteniendo los siguientes

resultados:

Imagen 70. Evolución del pH en medio ajustado entre 6,35 y 6,55

Imagen 71. Evolución de la reacción con el ajuste de pH entre 6,35 y 6,55 aproximadamente, comparando valores
de conversión (%) y sofosbuvir formado (%)43, así como el porcentaje de área de HPLC para las tres impurezas, en

porcentajes inferiores a 0,5%

43 Puesto que la reacción es una suspensión, la toma de muestra en algunos puntos puede no ser homogénea y ocasionar algunos
valores anómalos
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Imagen 72. Ampliación de la proporción y evolución de las principales impurezas en función del progreso de la
reacción

Tabla 65. Controles e impurezas de la R9A30 con monitorización y ajuste de pH entre 6,35 y 6,55

Código
Reacción

Control
reacción

Tiempo (h)
Impureza 1 (%)

tr=12,4min
Impureza 2 (%)

tr= 15,1min
Impureza 3 (%)

tr= 16,5min

R9A30
(ajuste pH
6,35-6,55)

C1 0,14 0,00 0,00 0,00
C2 0,50 0,00 0,19 0,05
C3 1,00 0,00 0,16 0,09
C4 1,50 0,00 0,16 0,14
C5 2,00 0,02 0,14 0,18
C6 2,50 0,02 0,13 0,16
C7 3,00 0,03 0,14 0,20
C8 3,50 0,03 0,13 0,22
C9 4,00 0,04 0,13 0,27

C10 4,70 0,04 0,13 0,32
C11 5,00 0,05 0,14 0,33
C12 5,50 0,05 0,15 0,36
C13 6,00 0,05 0,16 0,38
C14 6,60 0,06 0,15 0,40
C15 7,00 0,06 0,15 0,47
C16 7,50 0,06 0,13 0,46
C17 8,00 0,05 0,09 0,40

9.4.3. Resumen de los ensayos comparativos del estudio de pH

De acuerdo con la hipótesis formulada en relación al posible origen y formación de las

impurezas del proceso, el ajuste del pH en el medio de reacción permitió reducir el porcentaje

de impurezas en el crudo de reacción hasta porcentajes aceptables, considerablemente bajos
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teniendo en cuenta que el enzima se encontraba en forma de extracto celular parcialmente

clarificado. El ajuste de pH más favorable se determinó entre 6,35 y 6,55.

Tabla 66. Resumen de los pH monitorizados durante las reacciones R9A23, R9A24, R9A29 y R9A30 con los
porcentajes correspondientes de las tres impurezas de proceso a estudio

Código
Reacción

Ajuste de pH Tiempo (h)
Impureza 1 (%)

tr=12,4min

Impureza 2 (%)

tr= 15,1min

Impureza 3 (%)

tr= 16,5min

R9A23 No (6,60-8,42) 8.00 2,87 3,11 15,19
R9A24 Sí (7,20-7,50) 7,50 0,29 0,43 1,65
R9A29 Sí (6,60-7,00) 7,50 0,10 0,16 0,52
R9A30 Sí (6,35-6,55) 8,00 0,05 0,09 0,40

La disminución del pH del medio no afecta a la evolución de la conversión a sofosbuvir, tal y

como se muestra en la Imagen 73.

Imagen 73. Evolución de la conversión en los diferentes ensayos de ajuste de pH
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Imagen 74. Rango de ajuste de pH de los diferentes ensayos realizados

9.5. Estudio combinado del efecto agua como medio de reacción y
estequiometría enzima/sustrato (II)

Con el fin de intentar optimizar el uso de catalizador, se procedió a estudiar la relación

estequiométrica entre enzima y sustrato a niveles inferiores a 2 equivalentes, el cual había sido

el mejor resultado obtenido en el estudio previo de dicha relación tal y como se ha descrito

anteriormente.

Partiendo de la estequiometría intermedia y de referencia en R9A15 (1 equivalente), se realizó

una batería de experimentos, en agua, a 45ºC y saturación de sustrato (23 g/l producto de

partida), variando el número de equivalentes de enzima y en uno de ellos con adición sucesiva

de enzima a un punto durante el transcurso de la reacción (experimento R9A26):

Tabla 67. Equivalentes de enzima utilizados en las reacciones R9A25 a R9A28.

Experimento Equivalentes enzima
R9A25 0,5
R9A26 0,5+0,5
R9A27 1
R9A28 2

Los resultados obtenidos se muestran a continuación:
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Imagen 75. Evolución de la conversión de los cuatro experimentos realizados en el estudio combinado
del efecto agua como medio de reacción y estequiometría enzima/sustrato (II) a 45ºC

Tal y como se observa en los perfiles de reacción mostrados, a mayor cantidad de equivalentes

de enzima utilizados se obtiene una mayor conversión a tiempos de reacción más cortos,

llegando a alcanzar valores de conversión de alrededor del 90% en el caso de 1 y 2

equivalentes a tiempo 24 horas.

En el caso de la reacción R9A26, inicialmente se utilizaron 0,5 equivalentes de enzima hasta las

4 horas de reacción (los datos de conversión obtenidos son reproducibles con los valores de la

reacción R9A25, a igual número de equivalentes). En este punto, cuando a R9A26 se le

adicionaron otros 0,5 equivalentes de enzima (véase el cambio de pendiente en R9A26 en la

Imagen 75), se llega a alcanzar los resultados de conversión a tiempo final exactamente como

R9A27 (que utiliza 1 equivalente de enzima desde el inicio de la reacción).

Como se había observado y descrito anteriormente, a mayor relación estequiométrica, la

conversión máxima se alcanza a tiempos más cortos, alrededor de las 5 horas de reacción,

siendo un tiempo suficiente para transformar cuantitativamente el producto de partida a

producto final. A mayores tiempos de reacción, una menor relación estequiométrica

proporciona conversiones cuantitativas, alrededor de las 24 horas de reacción, usando 1

equivalente de enzima, bien sea añadido a tiempo cero o a mitad del proceso.
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En esta batería de experimentos, el uso de 0,5 equivalentes de enzima (reacción R9A25)

requirió mayores tiempos de reacción para transformar cuantitativamente el producto de

partida a producto final.

Por todo ello, se concluyó que la relación estequiométrica óptima enzima/sustrato era 1

equivalente, añadido completamente desde el inicio del proceso.

9.6. Estudio de sobresaturación con ajuste del pH entre 6,35 -6,55

En las mejores condiciones de reacción ensayadas hasta la fecha se decidió realizar un último

ensayo de sobresaturación del sustrato de partida 3.2 en el medio (sobresaturación 200%, ver

condiciones de reacción en la tabla resumen del Anexo 1), ajustando el pH entre 6,35 y 6,55.

Imagen 76. Evolución del pH en medio ajustado entre 6,35 y 6,55

La naturaleza física de la mezcla de reacción era cambiante a lo largo del tiempo, siendo a

tiempo inicial un sólido dispersado y sólido transparente adherido a las paredes del balón el

cual se iba transformando en una suspensión blanquecina de sólido fino y un sólido

aglomerado en movimiento, que se iba disgregando a medida que transcurre la reacción.

A las 2 horas del inicio de la reacción se observaba como la suspensión blanquecina se aclaraba

y se obtenía una agrupación del sólido blanco formado que se iba adhiriendo al fondo y

paredes del balón de reacción, e incluso en las paredes del electrodo, observándose mayor

dificultad de ajuste del pH a mayor tiempo de reacción.

Esta suspensión cambiante dificultaba especialmente en este experimento la toma de muestra

homogénea y representativa del crudo de reacción. Este efecto se observa claramente cuando
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se representan los valores de conversión y formación de sofosbuvir en los distintos controles

del proceso (ver Imagen 77).

Imagen 77. Evolución de la reacción con el ajuste de pH entre 6,35y 6,55 aproximadamente, comparando valores de
conversión (%) y sofosbuvir formado (%) según bases de cálculo, así como porcentaje de área de HPLC para las tres
impurezas, en porcentajes inferiores a 0,9%

En este caso, puesto que la reacción era una suspensión y existía sólido aglomerado en

movimiento por la sobresaturación del medio, la toma de muestra para los controles fue de la

parte soluble y suspensión de sólido fino pero no del sólido aglomerado depositado en el

fondo del reactor. Por ese motivo, el porcentaje obtenido para sofosbuvir formado no supera

el 25%, valor infraestimado respecto del real, como se demuestra a continuación.

Para corregir esta desviación y disponer del valor real de porcentaje de sofosbuvir formado, el

crudo de reacción se llevó a sequedad, obteniendo 7,8 g44, y se analizó una alícuota

homogénea del crudo seco.

El análisis por HPLC y el cálculo de valores de conversión (%) y sofosbuvir formado (%), según

bases de cálculo descritas, muestran que aún existía producto de partida sin reaccionar (valor

de conversión: 74% y valor de sofosbuvir formado: 81%).

44 El peso esperado de sofosbuvir eran 7,07 gramos si la conversión era cuantitativa, pero a esta masa debe sumarse la
contribución de las sales de neutralización, los restos de enzima y las impurezas.

0
10
20
30
40
50
60
70
80
90

100

0 2 4 6 8

%

Tiempo de reacción (h)

Perfil de reacción de R9A32 (sobresaturación 200% y
ajuste pH 6,35 a 6,55)

% CONVERSIÓN CORREGIDA

% Estimado de Sofosbuvir
formado

%imp. 12,4min

%imp. 15,1min

% imp 16,5min



144

Es relevante que en este caso la impureza mayoritaria fuera la que eluye a 15,1 minutos

(Impureza 2). El hecho que en este ensayo la impureza 2 tenga mayor porcentaje sobre las

otras dos impurezas se puede atribuir a la mayor cantidad inicial de sustrato en el medio, y al

hecho que a su vez presenta una evolución de la conversión a sofosbuvir más lenta, dada la

poca homogeneidad dentro de la heterogeneidad de la reacción.

Imagen 78. Ampliación de la proporción y evolución de las principales impurezas en función del progreso de la
reacción

Tabla 68. Controles e impurezas de R9A32, reacción a sobresaturación de sustrato y control de pH.

Código
Reacción

CONTROL
REACCIÓN

Tiempo
(h)

Impureza 1
(%)

tr=12,4min

Impureza 2
(%)

tr= 15,1min

Impureza 3
(%)

tr= 16,5min

R9A32
(ajuste pH 6,35-

6,55)

C1 0,13 0 0,53 0,05
C2 0,50 0 0,49 0,05
C3 1,00 0 0,4 0,09
C4 1,50 0 0,39 0,09
C5 2,00 0 0,44 0,13
C6 2,55 0 0,59 0,14
C7 3,01 0 0,68 0,17
C8 3,50 0 0,72 0,2
C9 4,00 0,04 0,84 0,24

C10 4,50 0,05 0,82 0,25
C11 5,00 0,05 0,79 0,3
C12 5,56 0,04 0,69 0,31
C13 6,01 0,06 0,81 0,35
C14 6,50 0,06 0,8 0,36
C15 7,09 0 0,86 0,43
C16 7,50 0,05 0,74 0,42
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10. Estudio preliminar de purificación del crudo

Paralelamente, se inició un estudio preliminar de purificación de un crudo de reacción; en

concreto, de un crudo donde se había controlado la variación de pH para disminuir la

formación de impurezas.45

Se decidió trabajar con una alícuota del crudo total (ver Esquema 1).46 Inicialmente, se

observaba un sólido fino que se filtraba a través de una placa fritada47 (el sólido obtenido se

denomina, en adelante, “PRECIPITADO”). El filtrado (en adelante, “FILTRADO”), era

ligeramente turbio, puesto que parte del sólido había pasado a través del filtro.

Sobre el FILTRADO se llevó a cabo una extracción con AcOEt (durante este proceso se generó

mucha interfase). En este caso, la fase acuosa (“F.ACUOSA 1”), era completamente

transparente.

La interfase se agrupó con la F.ORGÁNICA 1, y el conjunto se lavó con una solución acuosa

saturada de NaCl, generándose “F.ORGÁNICA 2” y “F.ACUOSA 2”.

Esquema 1. Proceso de work-up en la obtención de sofosbuvir

Todas estas fracciones se analizaron por HPLC, los resultados se muestran en la siguiente
figura.

45 Crudo de reacción R9A24, donde se obtuvo una conversión del 97,9 % y el % total de las tres impurezas fue de 2,4%
46 A parte del sólido fino, en el balón de reacción también había un sólido pastoso, que se quedó adherido al imán y al fondo del
balón. Se disolvió en AcOEt y se trasvasó a un vial y se concentró a sequedad (esta fracción se denomina “SÓLIDO”)
47 El tamaño de poro del fritado que se usó es de 16 a 40 micras, por lo que el sólido obtenido tenía un tamaño de partícula
inferior
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CRUDO SÓLIDO FILTRADO PRECIPITADO F.ACUOSA 1 F. ACUOSA 2 F.ORGÁNICA 2
% Área Sofosbuvir 91,67 89,48 88,56 96,62 57,00 25,51 95,22
% Área 3.2-H 1,01 0,07 1,17 0,75 4,20 2,71 0,78
% imp 16,5min 3,05 0,036 4,6 0,08 19,44 34,37 0,03
%imp. 12,4min 0,55 0 0,83 0 3,63 6,57 0
%imp. 15,1min 0,58 0 0,97 0 4,71 8,38 0
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Imagen 79. Análisis del contenido de las fracciones generadas durante el ensayo de work-up

Los resultados obtenidos se resumen de la siguiente manera::

- El sólido que quedó unido al fondo del balón como sólido pastoso (SÓLIDO),

corresponde mayoritariamente a sofosbuvir. Se observa un 1% adicional que

corresponde al intermedio 3.2 sin reaccionar y a la impureza 3 (tR= 16,5 min), que se

generó a partir de sofosbuvir.

- El PRECIPITADO tiene prácticamente la misma composición que el SÓLIDO, mientras

que en el FILTRADO se encuentran un porcentaje superior del Intermedio 3.2. (hecho

que corresponde a la mayor solubilidad de éste frente a sofosbuvir) y también se

encuentran las impureza 2 (tR= 15,1 min),  que es la que se genera a partir del

intermedio 3.2. Por otro lado, también se encuentra la impureza 1 (tR= 12,4 min), que

provendría del sofosbuvir, cuya solubilidad en H2O es mayor a la de sofosbuvir y la

impureza 3.

- Cuando se llevaron a cabo las extracciones, se observó que en la fase orgánica

(F.ORGÁNICA 2) hay mayoritariamente sofosbuvir y el porcentaje de intermedio 3.2 y

de la impureza 3 es muy similar al del precipitado.

El principal resultado obtenido de este ensayo es que el sofosbuvir es más soluble en fase

orgánica que en fase acuosa y de ahí que en la F.ACUOSA 1 el porcentaje sea del 57% y que

posteriormente en el lavado con brine48, el porcentaje disminuya al 26%.

48 Solución sobresaturada de NaCl
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A pesar de ser un ensayo preliminar, se consiguió disminuir el porcentaje de impurezas que

desde el crudo de reacción van hacia la fase orgánica, por lo que la pureza de sofosbuvir

extraído era superior.

11. Verificación sobre intermedio de ruta no infringente

La tarea final que completó esta fase del estudio consistió  en la verificación de los resultados

del trabajo de optimización realizado sobre el intermedio 3.2 obtenido según la ruta del

originador al intermedio 3.2 obtenido a través de la ruta alternativa, no infringente de patente.

Este último compuesto contenía aproximadamente un 4,23% del diastereómero R como

principal impureza (ver Imagen 80).

Imagen 80. Cromatograma del intermedio 3.2 obtenido a través de la ruta no infringente

El objetivo de este estudio preliminar consistió en determinar la estereoselectividad del

enzima respecto a ambos sustratos, para verificar su capacidad de biotransformar dicha

impureza diastereomérica a (R)-sofosbuvir, también denominado Impureza I.
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Imagen 81. Sustratos y productos finales del ensayo de estereoselectividad del enzima

Los tiempos de elución para estos cuatro compuestos analizados se describen en la siguiente

tabla:

Tabla 69. RT i RRT obtenidos para los 4 compuestos analizados.

Compuesto
Tiempo de

retención (min)49

RRT

(vs (S)-sofosbuvir)

(R)-Intermedio 3.2 (R=H) 18,73 0,83

(S)-Intermedio 3.2 (R=H) 18,86 0,84

(R)-Sofosbuvir (Impureza I) 22,18 0,98

(S)-Sofosbuvir (Producto deseado) 22,48 1,00

Las condiciones de reacción en las que se realizó este experimento se corresponden a las del

ensayo R9A27 en condiciones de saturación del producto de partida en agua a 45ºC y 1

equivalente de enzima, y ajustando el pH del medio entre 6,35 y 6,55 como el ensayo R9A30,

49 Los tiempos de retención son ligeramente diferentes a los mostrados en apartado de materiales y métodos debido al análisis en
diferentes equipos HPLC pero el RRT se mantiene respecto sofosbuvir.
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por ser las que hasta la fecha habían permitido una mayor transformación y productividad (ver

detalles en tabla experimental en el Anexo 1, Imagen 83 y Imagen 84).

A continuación se muestra un cromatograma ejemplo, a tiempo final, del experimento

realizado:

Imagen 82. Ampliación del cromatograma del control de reacción de R9A31 a 7,5 h
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Los resultados obtenidos se muestran  a continuación:

Imagen 83. Evolución del pH en medio ajustado entre 6,35 y 6,55 en la reacción R9A31

Imagen 84. Evolución de la reacción con el ajuste de pH entre 6,35y 6,55 aproximadamente, comparando valores de
conversión (%) y sofosbuvir formado (%)50, así como porcentaje de área de HPLC para las tres impurezas, en
porcentajes inferiores a 0,5%

50 Puesto que la reacción es una suspensión, la toma de muestra en algunos puntos pudo no ser homogénea y ocasionar algunos
valores anómalos
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Imagen 85. Ampliación de la proporción y evolución de las principales impurezas en función del progreso de la
reacción

Tabla 70. Tabla de controles e impurezas de estudio de la reacción R9A31

Código
Reacción

CONTROL
REACCIÓN

Tiempo
(h)

Impureza 1
(%)

tr=12,4min

Impureza
2 (%)
tr=

15,1min

Impureza 3
(%)

tr= 16,5min

Impureza
3.2 (%)

tr= 18,7min

Impureza I
(%)

tr= 22,1min

R9A31
(ajuste pH
6,35-6,55)

C1 0,24 0 0,52 0,05 3,93 0,24
C2 0,50 0 0,42 0,07 3,44 0,33
C3 1 0 0,4 0,1 3,19 0,5
C4 1,5 0,01 0,35 0,13 2,97 0,66
C5 2 0,015 0,3 0,12 2,85 0,86
C6 2,51 0,018 0,35 0,17 2,69 0,89
C7 3 0,018 0,31 0,15 2,54 1,02
C8 3,51 0,02 0,32 0,197 2,44 1,14
C9 4,02 0,018 0,26 0,16 2,23 1,32

C10 4,5 0,027 0,33 0,23 2,29 1,31
C11 5 0,02 0,28 0,198 2,11 1,43
C12 5,55 0,024 0,25 0,19 2,02 1,62
C13 6 0,03 0,34 0,26 2,02 1,55
C14 6,51 0,03 0,3 0,25 1,9 1,68
C15 7 0,04 0,38 0,32 1,97 1,71
C16 7,5 0,042 0,41 0,31 2,07 1,93
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El cálculo de la conversión a Impureza I se realiza según la siguiente fórmula:

Fórmula 1. Cálculo de la conversión a Impureza I.

100*
)2.3.()65,0*).((

65,0*).(
(%)

IntimpurezaÁreaIimpÁrea

IimpÁrea
Conversión




Se tiene en cuenta los factores respuesta de sofosbuvir e Intermedio 3.2 para el cálculo, ya que

no se disponía de patrón de la impureza del diastereisómero (R) del intermedio 3.2, y en el

caso de la Impureza I se comprobó que su FR es muy similar al obtenido con el patrón

sofosbuvir.

En la Tabla 71 se muestra el porcentaje de conversión a Impureza I así calculado:

Tabla 71. Valores obtenidos de Impureza I en los diferentes controles de R9A31.

Código
Reacción

CONTROL
REACCIÓN

Tiempo
(h)

Conversión a
Impureza I (%)

R9A31 (ajuste
pH 6,35-6,55)

C1 0,24 3,7
C2 0,50 5,7
C3 1 9,0
C4 1,5 12,2
C5 2 16,0
C6 2,51 17,3
C7 3 20,2
C8 3,51 22,7
C9 4,02 27,3

C10 4,5 26,6
C11 5 30,0
C12 5,55 33,6
C13 6 32,6
C14 6,51 35,8
C15 7 35,4
C16 7,5 37,1

Se observa que a medida que avanza la reacción, la Impureza I iba aumentando su porcentaje

de área en el medio y la impureza del intermedio 3.2, disminuía a su vez. Cabe remarcar que la

conversión a impureza I ((R)-sofosbuvir) no es tan rápida como a (S)-sofosbuvir en esta misma

reacción, por lo que se puede afirmar que, a pesar de no ser estereoespecífico, aparentemente

el enzima es más selectivo para el isómero (S) que para el (R), al nivel de impureza presente.
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12. Tercera fase de optimización de la reacción biocatalítica

12.1.Demostración de la reproducibilidad de resultados con el
biocatalizador lote 05-USP12-P01

Dado que esta fase del proyecto requería el uso de un nuevo lote de biocatalizador (enzima

lote 05-USP12-P01), y aunque el control de calidad del producto cumplía con las

especificaciones, se procedió a evaluar que este nuevo lote de enzima se comportaba de

manera equivalente en la reacción, rindiendo los mismos resultados, y por tanto, demostrando

su reproducibilidad.

Así, se realizó un experimento preliminar réplica del experimento R9A32 ya descrito, donde la

variable introducida era precisamente el lote de biocatalizador utilizado51.

De nuevo, se utilizó agitación magnética, con ajuste de pH por adición sucesiva de disolución

1M de ácido acético, manteniendo el pH comprendido entre 6,37 y 6,60.

Imagen 86. Evolución del pH en el medio de reacción

51 Posteriormente, y por una confusión experimental, se observó que la concentración de ambas reacciones era ligeramente
diferente. En R9A32 se partía de 167 mM de producto de partida, mientras que en R9A33 fue 133 mM
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La reacción se comportó de manera análoga a lo observado en experimentos anteriores, es

decir, se trataba de una suspensión heterogénea cambiante a lo largo del tiempo, donde

existía un sólido adherido a las paredes del balón y una solución blanquecina fina, que se

aglomeraba en grumos.

La reacción se monitorizó durante 12 horas, pasadas las cuales se dejó enfriar a temperatura

ambiente.

El perfil cinético de la evolución de la reacción se muestra a continuación, en comparación con

el obtenido en la reacción equivalente R9A32:

Imagen 87. Evolución de la reacción por comparativa entre resultados obtenidos con el lote de enzima 150417 (en
R9A32) respecto del lote de enzima 05-USP-P01 en (R9A33), y representación de sofosbuvir formado en R9A33

A pesar de la ligera diferencia en las concentraciones de sustrato entre ambas reacciones, la

comparativa entre sus conversiones muestra como el nuevo lote de enzima 05-USP12-P01 se

comportó de manera análoga y reproducible respecto al lote 150417.

De nuevo, la heterogeneidad de la muestra, con gran cantidad de sólido depositado en el

fondo del reactor y adherido a las paredes dificultó la toma de muestra52 y no refleja

exactamente la cantidad de sofosbuvir formado presente en el medio de la reacción.

52 Para evitar la obturación de la pipeta muestreadora, la toma de muestra se realizó principalmente del sobrenadante
heterogéneo. Esto conllevó que puediera estar infraestimada la cantidad real de sofosbuvir formado a un determinado valor de
tiempo
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Tabla 72. Tabla resumen comparativa del porcentaje de sofosbuvir detectado en los controles de las reacciones
R9A32 y R9A33

En base a estos resultados, se consideró demostrado que el uso de un nuevo lote de

biocatalizador en esta fase del proyecto no suponía una variable adicional respecto a lo ya

desarrollado en fases anteriores, y que el proceso del que se disponía hasta la fecha mostraba

buena reproducibilidad.

12.2.Efecto del cambio en el sistema de agitación (de magnética a
mecánica)

Este experimento se realizó con el objetivo de evaluar si el cambio de sistema de agitación, de

agitación magnética a mecánica, era capaz de mejorar la solubilidad y disminuir la

heterogeneidad del medio, evitando que quedaran grumos ocluyendo al producto de partida

que dificultaran su transformación a producto final. Adicionalmente, se tuvo en consideración

que, llegado el momento de un eventual escalado comercial del proceso, este tipo de agitación

era mucho más compatible con los sistemas industriales.

En el experimento R9A34 se mantuvieron las mismas condiciones que en el experimento

R9A33 con la única variable del cambio de sistema de agitación, en este caso, agitación

mecánica utilizando un agitador de tipo paleta teflonada retráctil a una velocidad de 150 rpm.

CONTROL
REACCIÓN

HORAS
REACCIÓN

% CONVERSIÓN
CORREGIDA

R9A32

CONTROL
REACCIÓN

HORAS
REACCIÓN

% CONVERSIÓN
CORREGIDA

R9A33
C1 0,13 7,7 C1 0,17 5,4
C2 0,50 17,3 C2 0,53 17,7
C3 1,00 29,6 C3 0,98 28,5
C4 1,50 34,9 C4 1,51 37,9
C5 2,00 39,9 C5 1,98 46,4
C6 2,55 43,8 C6 2,60 56,6
C7 3,01 50,1 C7 2,98 61,6
C8 3,50 56,5 C8 3,53 66,2
C9 4,00 61,8 C9 4,00 69,5

C10 4,50 66,3 C10 4,54 74,0
C11 5,00 71,3 C11 5,06 76,2
C12 5,56 77,1 C12 5,58 77,8
C13 6,01 78,8 C13 5,96 81,5
C14 6,50 81,5 C14 6,54 81,9
C15 7,09 83,7 C15 7,00 81,9
C16 7,50 85,8 C16 7,54 86,0

C17 8,00 85,7
C18 9,06 87,6
C19 10,03 92,0
C20 11,08 93,2
C21 11,79 94,1

R9A32

R9A33
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Como en los experimentos anteriores, el pH se mantuvo controlado en un intervalo entre 6,35

y 6,50 por adición de sucesivas alícuotas de ácido acético 1 M durante el progreso de la

reacción. El volumen total añadido correspondió a 11,64 ml.

El aspecto físico del producto de partida en el medio de reacción fue el de un gran grumo tipo

bola conjuntamente con una parte más pegajosa unida a las paredes del matraz. La

homogeneidad de la suspensión rápidamente mejoró con la agitación mecánica, a pesar de

que la turbidez del sistema aumentó con la adición del biocatalizador.

A medida que progresó el tiempo de reacción se observó la presencia de mucha mayor

cantidad de sólido blanco en suspensión pero, a diferencia de lo observado en los

experimentos con agitación magnética, en este caso las paletas permitieron una mejor

agitación y mantener una gran parte del sólido en suspensión fina, mientras que otra parte del

sólido se mantuvo adherido a las paredes del reactor.

La toma de controles de proceso se realizó del mismo modo ya descrito para experimentos

anteriores, fundamentalmente del sobrenadante heterogéneo. Aunque se intentó tomar

fracción del sólido en suspensión, se tuvo que asumir que la cantidad presente en la toma de

muestra no fuera representativa del total.

El perfil cinético obtenido se muestra a continuación, donde se compara el resultado del

experimento R9A34 con el experimento R9A33 en el que se utilizaba agitación magnética.
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Imagen 88. Evolución comparativa de las reacciones R9A33 y R9A34

Tabla 73. Porcentaje de conversión corregida en los diferentes controles de la reacción R9A34.

Según se desprende del perfil cinético y de los datos anteriores, ambas reacciones

transcurrieron a conversiones comparables, teniendo en cuenta el error inherente a la toma

de muestra para el control en proceso. El comportamiento observado sobre las 5,5 h se

atribuye precisamente a este efecto, puesto que progresivamente existía mucho más sólido
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C8 3,50 71,9
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C11 5,00 79,9
C12 5,52 78,4
C13 6,00 76,2
C14 6,50 71,8
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C16 7,51 73,6
C17 8,00 74,9
C18 9,00 78,1
C19 10,02 81,3
C20 11,01 85,1
C21 11,51 85,8

R9A34
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blanco en suspensión en el medio, a diferencia de experimentos anteriores. De nuevo, se

concluye que la agitación mecánica es más efectiva y mantiene más cantidad de sólido no

aglomerado. Además, en estas condiciones el enzima se mantiene funcional a pesar de que

con la agitación mecánica pueden existir más fuerzas de cizalla que lo degraden, por lo que se

considera importante que la velocidad de agitación sea moderada.

Visualmente, el aspecto de la suspensión en el experimento realizado en agitación mecánica

era de un sólido mucho más fino, menos grumoso y más fluido que el del experimento

realizado en agitación magnética.

Una vez transcurrido el tiempo de reacción, el reactor se dejó atemperar fuera del baño

termostático hasta temperatura ambiente, hasta el día siguiente. Posteriormente se realizó el

tratamiento del crudo de reacción.

Tal y como se ha comentado anteriormente la agitación mecánica mejora el aspecto físico de

la reacción y, a pesar de la heterogeneidad del sistema, permite conseguir una suspensión

menos grumosa y pegajosa. Por lo tanto, en los sucesivos experimentos se decidió incorporar

este factor en las condiciones de reacción.

12.3.Estudio del efecto del grado de semi-purificación del
biocatalizador

A pesar de que el propio producto de partida en el medio de reacción acuoso presentaba

comportamiento de adhesión a las paredes del reactor, no parecía descartable que parte del

aspecto pegajoso que se observaba en el medio de reacción tuviera su origen asociado a la

presencia de componentes celulares presentes en el extracto enzimático que se añadía al

medio como biocatalizador. En todos los experimentos realizados hasta la fecha, se había

utilizado un extracto celular clarificado pero no purificado, puesto que la purificación de una

proteína contribuye en gran medida a un aumento significativo de sus costes de producción,

de manera proporcional (normalmente exponencial) al grado de pureza requerido.

El proceso de purificación tiene como finalidad aislar una o varias proteínas de una mezcla

compleja que contiene restos celulares del microorganismo huésped. En una primera fase es

posible separar partes proteicas de las no proteicas, para finalmente, y de manera mucho más

minuciosa, normalmente a través de técnicas cromatográficas, aislar la proteína de interés del

resto de proteínas acompañantes. Por ello, excepto en los casos en los que esté claramente

justificado, en un entorno industrial se prioriza el uso de células enteras o extractos

enzimáticos al de proteína purificada.
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Con la finalidad de aportar información al respecto, se realizó un experimento adicional a lo

establecido en el plan de trabajo original que consistía en el estudio del efecto del uso de una

fracción semi-purificada del biocatalizador sobre el aspecto físico y la evolución de la reacción.

Así pues, y siguiendo protocolos internos, se procedió a preparar una fracción semi-purificada

y posteriormente liofilizada del lote 05-USP12-P01. De esta manera, el biocatalizador utilizado

en este experimento, codificado como R9A35, contenía menor cantidad de restos celulares

que el extracto celular del cual procedía. El resto de condiciones de reacción se mantuvieron

invariables (para más detalles, ver Anexo 1), incluyendo la agitación mecánica a 150 rpm.

Como en los experimentos anteriores, el pH se mantuvo controlado en un intervalo entre 6,38

y 6,50 por adición de sucesivas alícuotas de ácido acético 1 M durante el progreso de la

reacción.

El aspecto físico del producto de partida en el medio de reacción fue, igual que se describe

para R9A34, el de un gran grumo tipo bola conjuntamente con una parte más pegajosa unida a

las paredes del matraz cuya homogeneidad rápidamente mejoró con la agitación mecánica. Se

mantuvo un tiempo de contacto de cinco minutos previo a la adición del enzima, que se añadió

al medio de reacción resuspendido en una fracción de un 20% del volumen total de la reacción

(20 ml de agua), previamente atemperada a 45ºC.

A medida que progresó el tiempo de reacción se observaba la presencia de mucha mayor

cantidad de sólido blanco en suspensión, gran parte en forma de suspensión fina no

apelmazada.

La toma de controles de proceso se realizó del mismo modo ya descrito para experimentos

anteriores, fundamentalmente del sobrenadante heterogéneo. El tiempo total en el que se

estudió la reacción fue de 10 h. El volumen total de ácido acético añadido correspondió a

12,80 ml.

La conversión final obtenida correspondió a un 99,6%. El perfil cinético obtenido se muestra a

continuación:
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Imagen 89. Evolución de la reacción R9A35

Una vez transcurrido el tiempo de reacción, el reactor se dejó atemperar fuera del baño

termostático hasta temperatura ambiente, hasta el día siguiente. Posteriormente se realizó el

tratamiento del crudo de reacción, según se describe en el correspondiente apartado.

Es de remarcar el aspecto del producto depositado en el reactor, consistente en un sólido

blanquecino y nada apelmazado, que se filtró y lavó en agua fría (aproximadamente a 5ºC). Sin

mayor tratamiento que el indicado, la pureza por HPLC del producto sólido obtenido fue del

99,8%.

Así, la principal conclusión de este experimento fue que el formato semi-purificado y liofilizado

del enzima permite obtener un sólido más pulverulento y menos pegajoso, que mejora el

rendimiento, a la vez que facilita y simplifica el procesado del crudo de reacción.

Por tanto, a partir de este punto se consideró demostrado y justificado que el formato semi-

purificado y liofilizado del enzima tiene mejores prestaciones que el formato de extracto

celular no purificado, y por tanto, en los experimentos sucesivos se utilizó el enzima en forma

semi-purificada y liofilizada.
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12.4.Efecto de un medio acidificado desde e l inicio de la reacción, sin
corrección de pH durante el proceso

El objetivo de este apartado era evaluar la posibilidad de neutralización in situ del amoniaco

formado en el medio de reacción, sin la necesidad de corrección del pH a lo largo de la

reacción. Esta corrección se había realizado hasta la fecha mediante adiciones sucesivas de una

solución de ácido acético 1M como agente neutralizante, pero el cambio a un medio

acidificado desde el inicio, de ser posible, abría la puerta al uso de un sistema más sencillo.

Se pretendía comprobar la capacidad de neutralización directa de un medio ácido, por

ejemplo, ácido acético o ácido cítrico, sobre un equivalente de amoniaco subproducto de la

reacción de desaminación. En el caso de que esta neutralización fuera efectiva, se debería

demostrar que la conversión, rendimiento y perfil de impurezas de la reacción no se veían

afectados por este cambio.

12.4.1. Estudio del efecto del pH sobre la actividad de EcoCDA

Previamente al cambio del medio de reacción, se realizó un estudio sobre la actividad

enzimática del biocatalizador en diferentes condiciones de pH, concretamente, en el intervalo

comprendido entre 4,0 < pH < 7,0. Para ello, se prepararon los correspondientes medios y se

determinó la actividad enzimática sobre el sustrato 2’-desoxicitidina a través de su

biotransformación a 2’-desoxiuridina.

Los resultados obtenidos se muestran a continuación:

Tabla 74. Valores de actividad enzimática del enzima en función del pH.

Valor de pH Actividad enzimática (%)
7,0 100
6,5 73
6,0 75
5,5 58
5,0 30
4,5 6
4,0 2

A tenor de estos datos, se demostró que no era conveniente trabajar a valores de pH inferiores

a 6,0  dado que el enzima estaría trabajando en condiciones subóptimas, inadecuadas para los

objetivos del estudio.
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Por tanto, se recomienda ajustar el valor de pH de trabajo en un rango comprendido entre 6,0

y 7,0, desaconsejando valores de pH inferiores a 6,0 que se traducen en una pérdida

importante de actividad del enzima53.

12.4.2. Pruebas preliminares de control de pH

Una vez establecido el intervalo seguro de trabajo en términos de actividad enzimática y de

minimización de formación de impurezas del proceso, se consideraron dos ácidos débiles para

llevar a cabo esta acidificación desde el inicio de la reacción. Estos dos ácidos fueron:

- Ácido acético. Monoprótico, con un valor de pKa de 4,75

- Ácido cítrico. Triprótico, cuyos correspondientes valores de pKa son los siguientes:

 pKa1: 3,15

 pKa2: 4,77

 pKa3: 6,40

En base a la información anterior, se descartó el uso de ácido acético, monoprótico, con valor

de pKa fuera del intervalo de pH seleccionado.

En cambio, para el ácido cítrico triprótico, era posible considerar su capacidad de

neutralización cercana al valor de pKa3.

Se realizaron diversos experimentos simulando las condiciones de una reacción de

desaminación estándar, donde en cada experimento el medio de reacción (agua neutra) se

sustituyó por una disolución de ácido cítrico que contenía el número equivalentes de dicho

ácido, ajustado el valor de pH inicial según se muestra en la tabla siguiente. A continuación, se

añadió gota a gota la cantidad de amoniaco correspondiente a 1 equivalente, cantidad que

teóricamente se formaría en esta reacción virtual54. El pH de la reacción ascendió hasta el valor

de pH final que se indica en la misma tabla.

Adicionalmente, en cada experimento se calculó la cantidad de residuo salino de citrato

amónico formado por Kg de producto final formado suponiendo conversión total.

53 Aunque se ha demostrado que  el enzima es operativo a valores superiores, incluso a valores cercanos a pH 9, la formación de
impurezas a estos valores desaconseja trabajar fuera del rango 6,0 < pH < 7,0
54 En este experimento no se utilizó ni sustrato ni enzima, por lo que no era posible que se generara amoniaco, que se añadió externamente de manera controlada.
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Tabla 75. Experimentos enfocados a la evaluación de utilizar un medio ácido desde el inicio de la reacción.

Experimento
Ácido Cítrico

(g)

[Ácido
cítrico]

(g/l)

Eq. Ácido
cítrico

pH inicial pH final
Kg Residuo salino/Kg
sofosbuvir formado

1 3,9 48,8 1,5 6,01 8,68 0,69

2 5,2 65,0 2,0 6,01 8,56 0,92

3 10,3 128,8 4,0 6,01 7,66 1,84

4 12,9 161,3 5,0 6,05 7,41 2,30

5 20,6 257,5 8,0 6,05 6,61 3,67

6 23,3 291,3
9,0

6,01 6,31
4,13

7 23,1 288,8 6,42 7,57

Tal como puede observarse (experimento 6), son necesarios del orden de 9 equivalentes de

ácido cítrico para poder neutralizar un equivalente de amoniaco y que el pH de la reacción

quede comprendido en el intervalo deseado. Aún así, cuando en estas mismas condiciones, el

pH inicial se ajusta a un valor más cercano al real inicial55 (experimento 7), el medio llega a

alcanzar un valor de pH fuera del rango deseado, hasta 7,57.

Por todo lo mencionado hasta este punto, tomando en gran consideración la cantidad de sales

generadas durante esta neutralización, finalmente se descartó realizar la reacción biocatalítica

utilizando el sistema de neutralización in situ del amoniaco formado y conservar el método de

adición controlada de ácido acético para ir ajustando el pH a medida que progresa la reacción

de desaminación.

12.5.Efecto del uso de un cosolvente orgánico miscible en agua

El objetivo de este apartado era evaluar la posibilidad de aumentar la solubilidad de producto

de partida y producto final en el medio de reacción, para poder disminuir la heterogeneidad de

la masa de reacción, evitando el aspecto pastoso de la misma, a la vez que incrementar la

carga del reactor.

Se pretendió comprobar el comportamiento de la reacción en presencia de determinados

solventes orgánicos. En este apartado se estudió el efecto de un cosolvente miscible en agua

sobre la reacción biocatalítica.

En el caso de que esta adición fuera posible, se debería demostrar que la conversión,

rendimiento y perfil de impurezas de la reacción mejoraban con este cambio.

55 Se toma como base de cálculo la reacción R9A32, donde la variación de pH fue entre 6,35 y 6,55.
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12.5.1. Estudio del efecto de cosolventes orgánicos sobre la
actividad de EcoCDA

Previamente a los ensayos con cosolventes, se realizó un estudio sobre la actividad enzimática

del biocatalizador en diferentes disolventes, seleccionados teniendo en cuenta:

1) solubilidad de producto de partida y producto final;

2) miscibilidad en agua;

3) Peb superior a temperatura de reacción.

Los candidatos a estudio fueron: MeOH, EtOH, ACN y THF.

Para ello, se determinó la actividad enzimática sobre el sustrato 2’-desoxicitidina a través de su

biotransformación a 2’-desoxiuridina en diferentes porcentajes de cada uno de los disolventes

anteriores.

Los resultados que se obtuvieron se muestran a continuación:

Imagen 90. Efecto de la presencia de cosolventes orgánicos en la determinación de actividad del enzima (el valor
del 100% corresponde a la actividad enzimática en las condiciones estándar, es decir, en medio acuoso tamponado
y ausencia de solventes orgánicos). La medida se realiza a 5 minutos de tiempo de contacto

Según se observa en el gráfico anterior, la presencia de bajos porcentajes de THF afecta en

gran medida a la actividad enzimática, con una pérdida de actividad del 26% con tan solo un

5% de THF.
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Hasta un porcentaje del 10%, la presencia de MeOH, EtOH y de ACN afecta de manera similar

al enzima, con una pérdida de actividad comprendida entre el 5 y 8%. En cambio, a medida

que la cantidad de disolvente aumenta, el comportamiento de ACN se aleja del de los

alcoholes, de manera que un 20% de ACN tiene un efecto dramático sobre la actividad, con

una pérdida del 90% respecto de la capacidad de transformación en condiciones estándar.

Al porcentaje del 20%, MeOH mantiene un 79% de la actividad mientras que EtOH mantiene

un 69%.

A tenor de estos datos, el disolvente que se seleccionó fue el MeOH, y se decidió utilizarlo a

porcentajes no superiores al 10%.

12.5.2. Estudio del efecto de la presencia de MeOH sobre la
reacción

Una vez seleccionado el disolvente, se procedió a determinar la solubilidad de producto de

partida y de sofosbuvir en las nuevas condiciones, considerando la presencia de un 10% de

MeOH como cosolvente de reacción:

Tabla 76. Valores experimentales de solubilidad del producto de partida y del producto final a 45ºC en agua con y
sin MeOH como cosolvente.

Compuesto Solubilidad (g/l)
(Agua/MeOH 90/10, 45ºC)

Solubilidad (g/l)
(Agua, 45ºC)

Intermedio 3.2 33,7 23
Sofosbuvir 15,3 9

En el experimento R9A36 se incorporaron las mejoras conseguidas en los experimentos

anteriores, con la única variable del cambio de medio de reacción, siendo en este caso una

mezcla agua/metanol 90/10.

Como en los experimentos anteriores, el pH se pretendió mantener controlado en el intervalo

preestablecido por adición de sucesivas alícuotas de ácido acético 1M durante el progreso de

la reacción.

El aspecto físico del producto de partida en el medio de reacción era el de una suspensión

blanquecina de mayor solubilidad a la observada en experimentos anteriores. El enzima se

adicionó al medio según lo indicado anteriormente, momento en el que se observaba como la

suspensión blanquecina se enturbiaba ligeramente y pasaba a un color menos blanco.
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A pesar de que en los primeros minutos de reacción se observó una cierta variación de pH,

ésta era inferior a la obtenida en experimentos anteriores. A partir de 1 hora de reacción, la

variación de pH fue prácticamente inexistente, por lo que aparentemente el progreso de la

reacción era anómalamente bajo. Aún así, se mantuvo el experimento en estudio hasta 6,5

horas, con el objetivo de disponer de la serie de resultados analíticos mediante técnica

cromatográfica HPLC. El volumen total de ácido acético añadido fue de 0,77 ml.

A partir de los 15 minutos de reacción apareció un sólido grumoso depositado en el fondo del

balón que iba cambiando a una textura más pegajosa. Posteriormente, este comportamiento

se atribuyó a la coagulación y precipitación de componentes del enzima en el medio orgánico,

y no a producto de partida ni producto final.

Las observaciones realizadas se traducen en el perfil cinético que se muestra a continuación.

Los resultados de este experimento se comparan con los del experimento R9A35:

Imagen 91. Efecto de la presencia de 10% de MeOH en la evolución de la reacción

A tenor del gráfico anterior se puso de manifiesto que el tiempo de contacto en el que EcoCDA

es capaz de mantener su funcionalidad en este medio orgánico es insuficiente para conseguir

un adecuado progreso de la reacción.

Por ello, se descartó utilizar como medio de reacción una mezcla agua/metanol 90/10.
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12.6.Efecto del uso de un solvente orgánico (en un sistema bifásico L -L)

El objetivo de este apartado era evaluar la posibilidad de mejorar la solubilidad de producto de

partida y/o del producto final en el medio de reacción, para poder disminuir la heterogeneidad

de la masa de reacción, evitando el aspecto pastoso del mismo, a la vez que incrementar la

carga del reactor y simplificar el procesado del crudo de reacción.

Como se ha comentado, se pretendía comprobar el comportamiento de la reacción en

presencia de determinados solventes orgánicos. En concreto, en este apartado se estudió el

efecto de un solvente inmiscible en agua sobre la reacción biocatalítica, en particular, de

acetato de etilo (AcOEt).

En el caso de que la presencia de AcOEt fuera posible, se debería demostrar que la conversión,

rendimiento, perfil de impurezas y procesado del crudo de la reacción mejoraban con este

cambio.

Fijado el disolvente, se procedió a determinar la solubilidad de producto de partida y

sofosbuvir en este medio, dado que se esperaba que existiera un cierto reparto de cada

componente entre las dos fases:

Tabla 77. Valores experimentales de solubilidad del producto de partida y del producto final a 45ºC en agua y en
AcOEt.

Compuesto Solubilidad (g/l)
(AcOEt, 45ºC)

Solubilidad (g/l)
(Agua, 45ºC)

Intermedio 3.2 ca 1056 23
Sofosbuvir >78,8 9

12.6.1. Estudio del efecto de la presencia de AcOEt sobre la
reacción

La reacción R9A37 se realizó en las mismas condiciones que el experimento R9A3557, donde

para no alterar la concentración inicial de sustrato se utilizó un volumen de reacción de 200 ml

compuesto por una mezcla 50/50 agua/AcOEt.

Para evitar que el enzima estuviera en contacto directo con el disolvente orgánico, pudiendo

desnaturalizarse y perder funcionalidad, el disolvente AcOEt atemperado a 45ºC se añadió

lentamente al medio de reacción, evitando la formación de turbulencias, una vez que el

reactor ya contenía el producto de partida y el biocatalizador a la temperatura de reacción. En

este caso se mantuvo una suave agitación mecánica a una velocidad de 100 rpm.

56 A ligera sobresaturación, el producto presenta aspecto pegajoso enganchado al fondo del recipiente. Cuando se enfría la
solución queda turbia
57 A excepción del lote de producto de partida, y evidentemente, el medio de reacción. Ver detalles en Anexo 1
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Aún así, hay que tener en cuenta que el disolvente presenta una cierta solubilidad en agua.

Teniendo en cuenta datos bibliográficos58 (2 g/100 ml a 20ºC y 45 g/100 ml a 81ºC), se estima

que a 45ºC la fase acuosa puede contener del orden de un 8% de AcOEt disuelto. Este

porcentaje estimado se suponía que iba a estar inevitablemente en contacto con el

biocatalizador en la fracción correspondiente a la fase acuosa.

A pesar de las precauciones anteriores, se observó en el fondo del reactor un sólido pegajoso

de identidad dudosa. El pH de la fase acuosa se controló según lo establecido, aunque el

comportamiento derivado de la poca variación de pH de nuevo sugirió la ausencia de reacción.

Así, a partir de los 30 minutos de reacción no fue necesaria ninguna adición de ácido acético

para corregir el pH, que incluso disminuyó progresivamente a medida que progresaba el

tiempo, desde un valor de 6,48 hasta 6,14 a las 4,5 horas de reacción, tiempo en el que se

detuvo definitivamente. El volumen total de ácido acético añadido fue de 0,4 ml.

Imagen 92. Efecto de la presencia de AcOEt en el medio sobre la evolución de la reacción

Transcurrido el tiempo de reacción, el crudo se dejó enfriar hasta temperatura ambiente, y las

fases acuosa y orgánica se separaron. Cuando la fase orgánica se concentró a sequedad se

58 Monografía de AcOEt en “The Index Merck”, 12th Ed.
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obtuvieron 6,23 g de un sólido blanco que contenía en porcentaje de área un 94% de producto

de partida y un 3% de sofosbuvir.

A tenor de los resultados anteriores se puso de manifiesto que en presencia de AcOEt el

enzima no presenta funcionalidad, tal como se observa en el gráfico anterior. El análisis

cromatográfico de la fase acuosa y de la fase orgánica mostró como ambos productos están

repartidos en las dos fases, por lo que el producto de partida migra ya desde tiempo cero a la

fase orgánica, donde aumenta progresivamente a medida que progresa el tiempo de contacto.

Dado que el enzima no es funcional en la fracción en la que se encuentra mayoritariamente el

producto de partida, la evolución de la reacción es prácticamente despreciable.

Por ello, se descartó utilizar como medio de reacción una mezcla bifásica agua/AcOEt 50/50 y

se decidió no seguir explorando esta vía.

12.7.Estudio de la recirculación o re-uso de las aguas madres de
reacción en dos lotes sucesivos de reacción

En este apartado se pretendió evaluar y comparar la posibilidad de recircular las aguas

resultantes de la reacción, una vez filtrada o decantada la fracción de sólido, puesto que en

estas aguas permanecía el producto de partida no reaccionado, sales inorgánicas de acetato

amónico y componentes enzimáticos, entre otros. Hasta la fecha, se desconocía si el enzima

mantenía parte de su actividad una vez finalizado el proceso. En caso afirmativo, la

recirculación permitiría optimizar el proceso y reducir costes de materias primas dado que

para la realización del segundo lote solo sería necesario suplementar las cantidades de

intermedio 3.2. y de enzima hasta conseguir de nuevo las condiciones iniciales.

Un objetivo importante de este apartado era comparar los dos lotes sucesivos, en conversión,

aspecto físico y perfil de impurezas.

12.7.1. Ciclo 1: Reacción R9A38

Este experimento se realizó en las condiciones descritas en el Anexo 1, con un tiempo total de

toma de muestra de 12 h. La cantidad de ácido acético 1M añadido fue de 7,0 ml. La

conversión obtenida a tiempo final fue del 82%.

El crudo de reacción ya a temperatura ambiente se filtró, y en las aguas madres de esta

filtración se analizó el contenido en producto de partida no reaccionado, obteniéndose 0,136 g

del intermedio 3.2. no reaccionado y 0,513 g de sofosbuvir formado, disuelto en esta fase.

Además, se determinó la funcionalidad remanente del enzima post-reacción, siendo del 22%;
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es decir, transcurridas 24 horas, las aguas madres contienen 0,22 equivalentes de

biocatalizador todavía funcional.

12.7.2. Ciclo 2: Reacción R9A39

El segundo ciclo se realizó usando como medio de reacción las aguas madres del experimento

R9A38, a las que se añadió la cantidad necesaria de producto de partida y de enzima hasta

completar la cantidad correspondiente a 1 equivalente para cada uno de ellos. En este caso, el

pH inicial de la reacción se mantuvo alrededor de pH 7, es decir, no disminuyó tanto con la

adición del sustrato, puesto que el medio ya contenía una cantidad de sales de acetato

amónico que pudieron actuar en cierta manera como tampón.

La reacción transcurrió según lo habitualmente observado, la monitorización se realizó durante

6,5 h, tiempo durante el cual se añadieron al medio 8,6 ml de ácido acético 1M.  Se consideró

un tiempo suficiente para comparar la reacción de estudio, R9A39 con la reacción R9A38,

pasado el cual la reacción se detuvo al ser considerada totalmente comparable a la anterior, ya

que la conversión obtenida para R9A39 a 6,5h fue del 76%, equivalente a la obtenida en el

mismo tiempo en R9A38.

La comparativa entre los perfiles de reacción de ambos experimentos se muestra a

continuación:

Imagen 93. Comparativa perfiles de reacción R9A38 y R9A39 (conversión total acumulada de sofosbuvir)
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Tal como se muestra en este gráfico, en R9A39 a tiempo cero de reacción se detectó una

cantidad de sofosbuvir anómalamente más elevada que en experimentos anteriores, y en

particular, más elevada que en el experimento R9A38. Este efecto es debido a que la

concentración inicial de sofosbuvir no era cero, puesto que también se había recirculado parte

del producto formado en el experimento R9A38 que estaba en disolución en las aguas madres.

Progresivamente, a medida que transcurrió la reacción R9A39 y la concentración de sofosbuvir

en el medio aumentó, éste precipitó parcialmente y ambos perfiles se acaban asemejando y

finalmente solapando.

Para evitar esta distorsión, se recalculó la conversión a partir del producto formado de novo en

R9A39, eliminando la contribución de la cantidad de sofosbuvir recirculada.

Imagen 94. Comparativa perfiles de reacción R9A38 y R9A39 (corrección de la conversión de sofosbuvir formado de
novo)

Realizada esta corrección ambos perfiles cinéticos son más similares e incluso convergentes, a

pesar de la variabilidad inherente a la toma de muestra del medio heterogéneo. En base al

parámetro conversión, se concluyó que la recirculación de las aguas madres de reacción entre

dos experimentos sucesivos rinde resultados reproducibles.
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En relación al perfil de impurezas obtenido en ambos experimentos, la siguiente tabla describe

y compara el contenido en impurezas a las 6h de reacción, prácticamente tiempo final del

experimento R9A39. En cada caso, se incluye información sobre su origen y evolución global a

lo largo del tiempo de reacción.

Tabla 78. Impurezas detectadas en las reacciones R9A38 y R9A39.

Asignación tR (min)
λmáx

(nm) 59 Origen

Reacción R9A38 Reacción R9A39
Área

impureza
(%) a trx

6h60

Evolución de
la impureza

en la
reacción

Área
impureza
(%) a trx

6h61

Evolución de
la impureza

en la reacción

Impureza 0 11,3
279-
280

Proceso ND ND ND ND

Impureza 1 12,4 262 Proceso ND ND ND ND

Impureza 2 15,1 280
Materia prima

(Lotes MMG-263-048-02
y MMG-263-049-03)

0,57 Estable 1,39 Estable

Impureza 3 16,5 262 Proceso ND62 ND 0,55 Estable
Impureza 4 18,4 272 Proceso ND ND ND ND

Impureza 4b 18,4 260 Proceso 3,25 Aumenta 6,63 Aumenta

Impureza 5 15,9 278
Materia prima

(Lotes MMG-263-048-02
y MMG-263-049-03)

1,43 Disminuye 0,92 Disminuye

Impureza 6 18,2
No

Spectra
Proceso 0,30 Estable 0,45 Estable

Impureza 7 18,8
270-
272

Materia prima
(Lote MMG-263-049-03)

0,39 Estable 0,60 Estable

Impureza 8 20,03 262
Materia prima

(Lotes MMG-263-048-02
y MMG-263-049-03)

1,14
Aumenta

ligeramente
1,14

Aumenta
ligeramente

Impureza 9 17,2 278
Materia prima

(Lote MMG-263-049-03)
ND Disminuye ND Disminuye

13. Transformación biocatalítica del fragmento B·NH2 a fragmento B

13.1.Reacción de tipo prueba de concepto (PoC)

El objetivo de este apartado consistió en determinar si el enzima era capaz de realizar la misma

transformación de desaminación en el sustrato fragmento B·NH2 de manera equivalente a lo

observado para el sustrato 3.2., abriendo así la posibilidad de una nueva ruta para la obtención

59 Los valores de λmáx comprendidos entre 270-272, 278 y 280 nm son perfiles con absorbancia similar al producto de partida
intermedio 3.2 (λmáx = 278 nm). Los valores de λmáx 260 y 262 nm son perfiles con absorbancia similar al producto de final
sofosbuvir (λmáx = 260 nm)
60 Conversión a sofosbuvir del 72,8% a las 6,03 horas de reacción (R9A38-C8)
61 Conversión a sofosbuvir del 71,5% a las 6,11 horas de reacción (R9A39-C8)
62 Se detecta en el análisis del filtrado de la reacción después de 12 horas a temperatura ambiente y sin ajuste del pH (R9A38-F1)
con un porcentaje de área del 0,74%
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de sofosbuvir. A pesar de lo avanzado del proyecto en este punto, se estudió esta vía tras

acuerdo con el partner industrial con el que se contaba por si podía ser económicamente más

atractiva o más sencilla nivel regulatorio, para tenerla como backup, no tanto porque en ese

momento se estuviera planteando la posibilidad de cambiar el enfoque del proyecto.

El esquema de la reacción se muestra a continuación:

Las condiciones de reacción para el ensayo PoC con EcoCDA se muestran a continuación:

Volumen de reacción: 4 ml

Concentración de nucleósido sustrato (intermedio 3.1.=fragmento B·NH2, lote
2014-443): 7,5 mM (0,97 g/l)

Medio de reacción: agua pH 7,07

Estequiometría enzima/sustrato: 1 equivalente

Temperatura de incubación: 45ºC

Tiempo de incubación: 24 horas (agitación magnética 300 rpm)

La monitorización de las reacciones se llevó a cabo a 6 y 24 h, mediante la toma de controles

intermedios de reacción, que se diluyeron en metanol y agua. Las alícuotas se filtraron

inmediatamente por un filtro de 10 KDa por centrifugación a 4500 rpm a 25ºC. Las muestras se

analizaron por HPLC, observando ya a las 6 horas la completa desaparición del pico

cromatográfico correspondiente al producto de partida, así como de los picos minoritarios

cercanos63, y la formación de un nuevo pico cromatográfico a tr=9,96 min y 97,2% de área

relativa, con un perfil UV atribuible a derivado uridínico (λmáx=260-262 nm). La confirmación

se realizó por comparación con el tiempo de retención de una muestra patrón de fragmento B

proporcionado por el partner industrial. El tiempo de retención del patrón fue de 10,03 min.

63 El área por HPLC del pico mayoritario, de tr=4,612 min, es de 76%. Existen otros dos picos con el mismo perfil UV que el pico
principal, a tr=3,917 min y tr=4,147 min, cuya área es del 6,43% y 15,82%, respectivamente. Como aproximación, se consideró que
la pureza del producto es por tanto del 76%
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Imagen 95. Cromatograma HPLC del crudo de reacción R10A1

Así pues, bajo las condiciones indicadas, el enzima EcoCDA desarrollado en este proyecto

demostró ser capaz de transformar el sustrato fragmento B·NH2 en el producto fragmento B

de manera cuantitativa.
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14. Transferencia de tecnología: reacciones de demostración en presencia
del partner industrial

14.1.Transformación biocatalítica del intermedio 3.2. a sofosbuvir

14.1.1. Reacción R9A40

El experimento R9A40 se realizó a partir de un ligero exceso en la cantidad habitual de

biocatalizador para intentar transformar completamente el producto de partida y conseguir

conversión cuantitativa. Así, se decidió utilizar 1,15 equivalentes de enzima en esta reacción,

manteniendo el resto de condiciones idénticas a las utilizadas en el experimento R9A38. La

adición de enzima fue escalada, iniciando la reacción con 0,9 equivalentes y añadiendo 0,25

equivalentes adicionales a las 2,8h.

La monitorización del pH se realizó del modo habitual, con adiciones sucesivas y controladas

de ácido acético 1 M, aunque en este caso se observó que comparativamente a experimentos

anteriores, a tenor de las cantidades añadidas, aparentemente el progreso de la reacción

estaba siendo más lento. El volumen final de ácido utilizado para neutralizar el amoniaco

formado durante la reacción fue de 6,46 ml.

La representación gráfica de la evolución de la reacción, medida a través de su conversión, se

muestra a continuación:

Imagen 96. Comparativa perfiles de reacción R9A38 y R9A40 (la flecha indica el momento en el que se ha añadido la
cantidad adicional de enzima hasta completar los 1,15 eq deseados)
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Así, se comprobó que a pesar de que el experimento R9A40 se inició con 0,9 equivalentes y el

experimento R9A38 se inició con 1 equivalente, a partir de 1 hora de reacción, la evolución de

R9A40 se fue diferenciando progresivamente de lo esperado, y a tiempo final estudiado solo

llegó a alcanzar un 60% de conversión. Dado que este comportamiento no corresponde a la

tendencia general de los experimentos realizados hasta la fecha se decidió repetir el

experimento.

Cabe remarcar que, en este experimento, la toma de muestra a tiempo 7 h se realizó en dos

puntos del reactor: por una parte, de la suspensión heterogénea (según metódica

habitualmente realizada a lo largo de todo el proyecto) y simultáneamente, del fondo del

reactor, donde estaban depositados una mayor cantidad de sólidos.

En ambos casos, el porcentaje de conversión64 es del 40% (concretamente, 40,4% en el fondo

del reactor y 42% en el sobrenadante en suspensión). En cambio, si se toma como base de

cálculo la cantidad de sofosbuvir formado, entonces sí se obtienen valores sustancialmente

diferentes en función del punto de toma de muestra: 40,2% en el fondo del reactor y tan solo

un 11,6% en la suspensión.

14.1.2. Reacción R9A41

Posteriormente, se realizó el ensayo R9A41 como una nueva réplica del experimento R9A40,

en el que se utilizó una cantidad de enzima de 1,15 equivalentes desde el inicio de la reacción,

pero en el que se sustituyó el lote de producto de partida MMP-263-049-03 por el MMG-263-

048-02.

La reacción transcurrió según lo esperado, con un consumo de ácido acético 1M añadido

correspondiente a 10,37 ml. La conversión alcanzó el 95% a las 12 h de reacción.

En este caso, la comparativa entre las dos reacciones realizadas se muestra a continuación:

64 Corregida a partir de los factores de respuesta de producto de partida y de producto final.
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Imagen 97. Comparativa perfiles de reacción R9A38 con R9A40 y R9A41

Tal como se observa, el comportamiento del experimento R9A41 fue superior a sus dos

antecesores más directos. Estos resultados se atribuyen fundamentalmente a dos factores

principales:

- R9A41 utilizó como producto de partida el lote de intermedio 3.2. MMG-263-048-02 en vez

del lote MMG-263-049-03 usado en los otros dos experimentos;

- R9A41 utilizó como biocatalizador 1,15 equivalentes de enzima (desde el inicio de la

reacción), a diferencia del 1 equivalente en R9A38 (desde el inicio de la reacción) o del 0,9

equivalentes en R9A39 (al inicio de la reacción) suplementado con los 0,25 equivalentes

restantes adicionados posteriormente.

Sea cual fuere la principal causa a la que pueda atribuirse esta mejoría, el comportamiento de

la reacción obtenido en el experimento R9A41 corresponde perfectamente a los resultados

observados en la mayoría de experimentos realizados en este período del trabajo.

14.2.Transformación biocatalítica del fragmento B·NH2 a fragmento B

Durante la fase de transferencia de tecnología al partner industrial, la reacción de

desaminación del sustrato  fragmento B·NH2 (SOF·B0) se repitió a mayor escala y a la misma

concentración a la que se realizó la reacción de obtención de sofosbuvir. Es importante
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remarcar que las condiciones utilizadas se seleccionaron de manera arbitraria, sin ninguna

optimización previa.

Las condiciones de la reacción R10A2 con EcoCDA se muestran a continuación:

Volumen de reacción: 66 ml

Concentración de nucleósido sustrato (intermedio 3.1.=fragmento B·NH2, lote
2014-443, pureza por HPLC=99,4 %): 133 mM (41,6 g/l)

Medio de reacción: agua pH 7,00 (sin control de pH)

Estequiometría enzima/sustrato: 1 equivalente (enzima semi-purificado y
liofilizado)

Temperatura de incubación: 45ºC

Tiempo de monitorización de la reacción: 5 horas (agitación mecánica 150
rpm)

La monitorización de las reacciones se llevó a cabo a durante las 5 h, mediante la toma de

controles intermedios de reacción, que se diluyeron en metanol y agua. Las alícuotas se

filtraron inmediatamente por un filtro de 10 KDa por centrifugación a 13000 rpm a 25ºC.

En el primer control de reacción realizado a 30 minutos se observó la completa desaparición

del pico cromatográfico correspondiente al producto de partida, y la formación del pico

cromatográfico a tr=9,7 min y 97,3% de área relativa, correspondiente al producto final

esperado.

Adicionalmente al pico principal, existe un pico secundario a tiempo de retención de 12,9

minutos, que no está presente en el producto de partida, y que aparentemente se formó como

impureza de reacción en este experimento, aunque cabe remarcar que no se detectó en el

experimento de PoC anterior.
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Imagen 98. Cromatograma HPLC del experimento R10A2 a los 30 minutos de reacción

15. Procesado del crudo de reacción

Transcurrido el tiempo establecido para el proceso, el aspecto del crudo de reacción es el de

una suspensión de sólido blanquecino en un líquido de color ligeramente pálido, con parte de

producto adherido a las paredes del reactor.



180

La mezcla de reacción se deja enfriar hasta temperatura ambiente, generalmente durante toda

la noche, sin que ello conlleve cambios en la composición respecto del que se considera

tiempo final de reacción.

A partir de este punto, se exploraron distintos procedimientos con el objetivo de recuperar la

máxima cantidad de producto, y a la vez realizar operaciones unitarias útiles para ser

transferidas a un futuro proceso industrial.

Así pues, considerando valores de conversión, solubilidad en las distintas fases y tamaño de

partícula como principales factores a tener en cuenta, se diseñaron y pusieron a punto tres

tipos de tratamiento del crudo de reacción, que se describen a continuación:

1. Metodología de work-up tipo 1 (ver Imagen 99)

2. Metodología de work-up tipo 2 (ver Imagen 100)

3. Metodología de work-up tipo 3 (ver Imagen 101)

Cada uno de ellos se representa gráficamente en forma de diagrama de flujo del proceso

completo, incorporando datos de balance de masas y composición de las distintas fases. En

cada caso se indica la reacción que se ha tomado como base de cálculo.
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Imagen 99. Metodología de work-up tipo 1. Se ha tomado como referencia la reacción R9A35. P: porcentaje en
peso relativo (sof/intermedio); V: Valoración (assay)
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Intermedio 3.2. (7,0796 g)
Enzima 4 (0,8249 g)

Agua (100 ml)
AcOH 1 M
45ºC, 10-12 h

- Se enfría a Tª ambiente
- Filtración

Sólido 3
(seco; 5,828 g)

PSOF=53,40% ; P3.2=46,60%
VSOF= 55%

%ASOF=60,1 %

Filtrado 1
(100 ml)

PSOF=80,33% ; P3.2=19,67%
%ASOF= 61,5%

- AcOEt (75 ml)
- Sonicación
- Filtración

Sólido 2*
(seco; 0,233 g)

PSOF=40,16% ; P3.2=59,84%
VSOF= 6%

%ASOF= 35,2%)

Conversión= 82 %
Sofosbuvir formado= 5,816 g

Int. 3.2 no reaccionado=1,274 g

Sólido 1
(adherido a las paredes)

Filtrado 2
(AcOEt)

- Se concentra

x 2

Sofosbuvir teórico (Rend 100%) = 7,093 g

Intermedio 3.2.
(0,1367 g)

22% de Actividad
enzimática remanente

* Sólido insoluble, residuos
enzimáticos (waste)

Sofosbuvir obtenido: 5,83 g

Se debería hacer
extracción para
recuperar
sofosbuvir

- Purificación/cristalización

Sofosbuvir

Recirculación
a R9A39

Imagen 100. Metodología de work-up tipo 2. Se ha tomado como referencia la reacción R9A38. P: porcentaje en
peso relativo (sof/intermedio); V: Valoración (assay)
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Imagen 101. Metodología de work-up tipo 3. Se ha tomado como referencia la reacción R9A41. P: porcentaje en
peso relativo (sof/intermedio); V: Valoración (assay)

En las tres metodologías llevadas a cabo en este estudio, el disolvente orgánico utilizado, ya

sea para lavar el precipitado formado durante la reacción como para realizar extracciones de
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las aguas de reacción, fue AcOEt, seleccionado por la elevada solubilidad de sofosbuvir en este

solvente (ver 12.6).

Se observó que la parte del precipitado insoluble en AcOEt permanece como un residuo blanco

en el caso de los lavados, o como una interfase que contiene partículas de residuo blanco en el

caso de las extracciones65.

La metodología de work-up descrita en la Imagen 99 hace referencia a la reacción R9A3566. En

este caso, el aspecto del crudo de reacción al finalizar la reacción (un precipitado blanco

totalmente disociado sin nada de sólido adherido a las paredes), pudo ser directamente

filtrado. La pureza del sólido lavado fue superior al 98,5% y corresponde a un 92% de

rendimiento (sólido 1). Se alcanza el 97% de rendimiento si también se tiene en cuenta el

producto sofosbuvir recuperado en la extracción con AcOEt (Fase Orgánica 1) de las aguas de

reacción (en este caso filtrado 1).

La metodología de work-up descrita en la Imagen 100 hace referencia a la reacción R9A38.

Debido al aspecto físico del precipitado formado, fue necesario lavar el reactor con AcOEt (por

sonicación) y se filtró el residuo orgánico obtenido. En este caso, las aguas de reacción (filtrado

1) se recircularon para llevar a cabo una nueva reacción de desaminación.

La metodología de work-up descrita en la Imagen 101 hace referencia a la reacción R9A41. En

este caso, se lavó el reactor con AcOEt con agitación mecánica y a temperatura (45-65 ºC). El

residuo orgánico obtenido se unió a las aguas de reacción y se llevó a cabo una extracción L-L,

con dos extracciones adicionales con AcOEt. Se observa que prácticamente todo el sofosbuvir

formado pasó a la fase orgánica, principalmente en la primera extracción.

Como resumen de este apartado, se observa que:

- La segunda metodología de work-up es la menos eficiente, aunque hay que tener en

consideración que parte del producto se recircularizó junto con las aguas de reacción.

Por otro lado, en este caso, la conversión de la reacción fue inferior a la de los otros

dos ejemplos, por lo que este hecho debe tenerse en cuenta.

- El AcOEt es un disolvente ideal para extraer sofosbuvir de las aguas de reacción.

- En función de la forma física del precipitado obtenido, se han determinado dos

metodologías que permiten recuperar el máximo de sofosbuvir del crudo de reacción.

65 Este residuo se atribuyó al biocatalizador
66 La conversión de intermedio 3.2 a sofosbuvir fue del 99,6% como ya se había descrito anteriormente
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1. Se identificó un enzima capaz de reconocer sustratos nucleosídicos con sustituyentes

voluminosos en 5’, en contra de lo que se esperaba según estaba descrito en la

bibliografía.

2. Se consiguió desarrollar un sistema de expresión FTO, compatible con su explotación

industrial, para la producción del enzima.

3. Se probó en condiciones de PoC que este enzima es capaz de desaminar el precursor del

sofosbuvir alcanzando conversiones cuantitativas sin mostrar ninguna inhibición y en

tiempos compatibles con un proceso escalable.

4. Se consiguió la producción del biocatalizador en cultivo de alta densidad a escala de 5

litros, consiguiendo una cantidad suficiente de enzima para la producción de 4 kg de

sofosbuvir.

5. Se consiguió desarrollar un método estandarizado para la evaluación del enzima.

6. El enzima se usó en diferentes formatos, siendo el formato liofilizado el que rindió un

sólido con mejores características fisicoquímicas y presentando ventajas en el proceso y

respecto a su conservación, transporte, almacenaje y utilización. Como contrapartida, la

producción del enzima debería incorporar una etapa de liofilización que repercutiría en el

coste del biocatalizador.

7. La sustitución del sistema de agitación magnético a sistema de agitación mecánica (tipo

paleta teflonada retráctil) mejora el aspecto físico de la reacción y, a pesar de la

heterogeneidad del sistema, permite conseguir una suspensión más homogénea.

8. Las pruebas de neutralización in situ del amoniaco formado en el medio, evitando la

corrección del pH a lo largo de la reacción resultaron infructuosas.

9. En presencia de los disolventes orgánicos MeOH (cosolvente al 10% en agua) y AcOEt

(sistema bifásico L-L en agua) el enzima no fue capaz de mantener su funcionalidad un

período de tiempo suficiente para conseguir un adecuado progreso de la reacción.

10. Es posible recircular las aguas madres resultantes de la reacción en dos ciclos sucesivos,

aprovechando así del orden de un 20% de la funcionalidad inicial del enzima.

11. La transformación de fragmento B·NH2 a fragmento B por reacción de desaminación

catalizada por el enzima EcoCDA desarrollado en este proyecto tiene lugar de manera

cuantitativa y selectiva a un tiempo de reacción inferior a 0,5 h en las condiciones

ensayadas, no optimizadas.



188

12. Se consiguió la producción de sofosbuvir, partiendo de su precursor aminado, con una

conversión del 99,8 % en 10 horas de reacción obteniendo una productividad de 70 g/l de

sofosbuvir y teniendo un control de las impurezas compatible con su calidad como API.
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Anexo 1. Tabla resumen de las reacciones de síntesis
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