PROCESTEKNIK

Gron kemi via hvid bioteknologi

| sdvel den farmaceutiske som i mange andre industrier stoder kemikere og procesingeniorer
konstant pd krav om nye idéer og produkter. Samtidig er der krav om rene og gronne
processer. Anvendelse af bioteknologi til den type af processer kaldes for hvid bioteknologi,

og den er i voldsom stigning. Biokatalyse til
markant de kommende ér

syntese af farmaceutika ventes sdledes at stige

Af John M Woodley, Center for BioProcess Engineering, DTU Kemiteknik

I de sidste ti ar er efterspargslen efter rene og grenne
processer steget signifikant. Det gelder indenfor hele den
kemiske sektor, fadevareindustrien sdvel som i den far-
maceutiske industri. Mange virksomheder anvender nu
bioteknologiske lgsninger til at gare deres processer mere
miljgvenlige, mindre energiforbrugende og for at mindske
dannelsen af drivhusgasser. Anvendelse af bioteknologi

til sddanne industrielle, miljgvenlige processer betegnes i
dag »hvid bioteknologi«. Nogle af de helt store fremskridt
indenfor »hvid bioteknologi« og herunder i udviklingen af
ny procesteknologi kan fremover forventes at ske indenfor
anvendelsen af biokatalyse til syntese af komplekse farma-
ceutiske molekyler.

Enzymer til kemisk syntese i den farmaceutiske industri
Enzymer er ideelle katalysatorer til at assistere syntesen af
komplekse farmaceutiske produkter. Dette skyldes farst og
fremmest enzymernes katalytiske selektivitet — en selektivitet,
som langt overgar hvad der kan opnas med konventionel orga-
nisk syntese. Mange enzym-katalyserede reaktioner er allerede

Tabel 1:

Enzymers »gronne« fordele

o Katalyse med hgj selektivitet (stereo- og regio selektivitet)

o Katalyse under skansomme procesbetingelser (bl.a. rela-
tiv lav temperatur)

e Katalyse i vandig oplgsning (mulighed for ogsa at an-
vende organiske solventer, ioniske veesker, superkritiske
veesker og tofase-medier)

e Giver mulighed for at modificere katalysatorens egen-
skaber (via protein engineering eller anden mélrettet
udvikling)

e Kan produceres fra fornybare ressourcer

blevet introduceret i den farmaceutiske industri netop pa grund
af enzymernes selektivitet.

Hovedparten af de store farmaceutiske virksomheder — bade
danske og internationale - arbejder i dag pa at undersgge mulig-
hederne for at anvende enzymkatalyse som et middel til at ef-
fektivisere produktionen af det endelige farmaceutiske produkt.
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Udviklingssammenhzange indenfor anvendelse af biokatalyse til syntese af komplekse pharmaceutiske produkter. (Referencer henviser til eksempler pa publika-

tioner indenfor omradet).
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Tabel 2:
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Biokatalysekemi til phar maceutisk syntese. »Etabler ede«, »Ekspanderende« og »Pa vej« refererer til status af

tilgeengelige kommer cielle enzymer (ref. 6).

Status Reaktion
Etablerede Resolution
Hydrolyse
Keton reduktion
Ekspanderende Nitril reduktion
Cyanohydrin syntese
»Pa vej« Transaminering

Enoat reduktion
Hydroxylering
Dihydroxylering
Baeyer-Villiger (B-V)
Epoxid hydrolyse
Epoxidering

Halohydrin dannelse

Denne udvikling er forlgbet stille og roligt de sidste 20 ér, og
der er eksempler pa anvendelse af bade hele celler og isolerede
enzymer til katalyse af bestemte syntesetrin. Hovedparten af
de industrielle anvendelser af enzymer til organisk syntese har
hidtil iseer fundet sted indenfor racemisk katalyse, herunder
asymmetrisk (enantioselektiv) syntese, i produktionen af optisk
rene produkter [1, 2].

Udover selektiviteten byder anvendelsen af enzymer pa
mulighed for indfarelse af ren og gren kemi [3]. Netop behovet
for at finde granne, kemiske veje til syntese af farmaceutiske
molekyler &bner op for helt nye udviklingsmuligheder inden-
for enzymkatalyse og —teknologi. Forskellige internationale
reviews indenfor »hvid bioteknologi« har for nylig understreget
enzymers og enzymkatalyses fordele i denne sammenhang: se
Tabel 1.

Mens grundpillen i farmaceutisk syntese stadig vil veere klas-
sisk organisk syntese er der ingen tvivl om, at biokatalyse vil
komme til at spille en stadig starre rolle fremover. Miljgbelast-
ningen af nye processer i de farmaceutiske virksomheder bliver
allerede nu rutinemaessigt undersggt [4, 5] og det vurderes bl.a.
om enzymkatalyse kan veere et relevant alternativ i den enkelte
proces.

Nye reaktioner

I et nyligt review blev forskellige typer biokatalytiske reaktioner
til farmaceutisk syntese kategoriseret i forhold til tilgeengelighe-
den af kommercielle enzymer, se tabel 2.

Denne inddeling blev brugt til at kategorisere forskellige
typer reaktioner i klasser, hhv. »etablerede«, »ekspanderende«
0g »pa vej« [6]. Der er de senere ar sket signifikante fremskridt
med hensyn til forskelligheden af reaktioner der kan katalyseres
ved hjeelp af enzymer i en relevant, dvs. stor, skala.

Der ligger dog stadig et stort arbejde forude far det fulde po-
tentiale af eksisterende enzymer udnyttes fuldt ud. Efterhanden
som der kommer viden om stadig flere enzymer og enzymka-
talyserede reaktioner indenfor den type reaktioner, der katego-
riseres som »pa vej« (Tabel 2), bliver det muligt at identificere
helt nye synteseveje, herunder nye startpunkter. Det vil bl.a.
blive muligt at integrere chiralitet pa nye steder i syntesevejene
[7]. Mange nye og potentielle terapeutiske produkter indeholder
flere chirale centre, hvilket normalt er en stor udfordring i den
konventionelle organiske syntese [8].
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Lipaser / protease
Lipaser / protease
Ketoreduktase
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Oxynitrilase

Transaminase

Enoat reduktase
Cytochrom P450
Dioxygenase

B-V monooxygenase
Epoxid hydrolase
Haloperoxidase
Cytochrome P450
Haloperoxidase

Udvikling
Den farmaceutiske industri stader konstant pa nye krav om
hurtig udvikling af nye produkter og nye processer. Disse krav
legger et stort pres pa kemikere og procesingenigrer, som hele
tiden skal udvikle nye processer til fremstilling af ny medicin
pa mindst mulig tid.

Der stilles samtidig stigende krav til sikkerheden og effektivi-p
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teten af de nye produkter og processer. Introduktionen af et el-
ler flere enzymatiske trin, som er trin, der ofte finder sted under
milde reaktionsbetingelser (og i gvrigt i vandige solventer), kan
eliminere behovet for adskillige syntesetrin. Samtidig kan et en-
zymatisk trin — sammen med kromatografisk oprensning — ofte
veere et afggrende element i hurtig fremstilling af produkter til
klinisk afprgvning.

P& dét stade kan kommercielt tilgeengelige enzymer, som rea-
gerer i oplgsning og inaktiveres efter endt reaktion, sommetider
bruges. For at spare pa enzymomkostningerne er det imidlertid
i selve procesimplementeringen i fabriksskala normalt ngdven-
digt at bruge et immobiliseret enzym, dels for at sikre, at enzy-
met genbruges, dels for at sikre, at produktet er enzymfrit. Et
andet alternativ er brugen af hele celler, hvor enzymet, der skal
bruges slet ikke er oprenset, men hvor det sikres, at kun den
relevante aktivitet virker pga. de serlige reaktionsbetingelser
og/eller pga. tilstedevaerelsen af det bestemte substrat, som skal
omdannes [9]. Denne lgsning sparer pa enzymomkostningerne
ved at udgifterne til oprensning af enzymet udgér [9].

Molekylarbiologisk enzymmodif kation

Modifikation af enzymer ved hjealp af moderne moleky-
lerbiologiske metoder kan malrettes saledes, at f.eks. et
enzyms robusthed eller effektivitet pa et givet substrat an-
dres under givne reaktionsbetingelser [10]. Nar der er tale
om specifikke farmaceutiske molekyler og deres omdan-
nelser er det oftest usandsynligt, at det pagealdende substrat
og de industrielle reaktionsbetingelser svarer til det, som
findes i naturen, og som derfor svarer til den naturlige
enzymreaktion.

Derfor kan sddan molekylarbiologisk proteinmodifikation
vaere en forudseetning for at fa enzymprocessen til at kare ef-
fektivt nok. Hertil kommer, at brug af protein engineering til
f.eks. at gge den specifikke aktivitet af et enzym ogsa har vist
sig brugbart til at implementere sarlige enzymatiske trin, som
ellers ikke kunne lade sig gare ved brug af det native enzym.
Anvendelsen af rekombinant DNA teknologi (rDNA teknologi)
til at f& over-udtrykt enzymet i en passende vertsorganisme har
ogsa leenge veeret etableret teknologi, og er i dag en selvfalgelig
forudsaetning for at nedbringe omkostningerne til selve enzym-
produktionen. Parallelt med udviklingen af disse molekyler-
biologiske teknikker er der sket betydelige fremskridt indenfor
udvikling af nye, hurtige enzymassays og savel som indenfor
automatisering, bl.a. robotteknologi, til screening af nye enzy-
maktiviteter og f.eks. til identifikation af saerlig enzymspecifici-
tet og -stabilitet.

Procesimplementering

Andre udfordringer ved implementeringen af biokatalytiske trin
og processer i industrielle farmaprocesser inkluderer i mange
tilfelde indfarelsen af alternative procestekniske lgsninger. Det
kan f.eks. veere, at processen kraever kontrol med substrattilfars-
len og/eller hurtig fjernelse af produktet under reaktionen [11]

Tabel 3:

Procestekniske principper til
procesimplementering of biokatalyse

« In-situ produkt fjernelse

 Reaktor engineering inklusive design af membran
reaktorer

« Substrat tilsetningsmetoder inklusive to-fase reaktioner

« Proces modellering til prediktion og kontrol af proces- og
enzymandringer

« Proces integration
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— begge dele for at sikre, at reaktionen ikke heemmes af tilstede-
veerelsen af hverken substrat eller produkt. En raekke forskellige
innovative reaktionsmetoder og -lgsninger er blevet taget i brug
eller er ved at blive undersggt (se Tabel 3).

Iseer integrationen af selve enzymreaktionen med samtidig
produktfjernelse, sakaldt in-situ produktfjernelse (Tabel 3),
ved brug af forskellige fysisk-kemiske principper, har vist sig at
byde pé store muligheder for at gge rentabiliteten og effektivi-
teten af nye biokatalytiske trin. Disse nye tiltag har i mange til-
feelde vist sig at veere det afggrende element i procesimplemen-
teringen for at opna kommercielt levedygtige produktniveauer
pa > 50 g produkt/L reaktor og 1000 g produkt/g enzym [12,
13]. Hvis der bruges hele celler til katalysen er kravet omkring
15 g produkt /g celle [12,13].

For nylig har anvendelsen af sakaldt miniature-teknologi,
dvs. mikrobioreaktorer og mikrofluidsystemer, indenfor bade
konventionelle kemiske processer og enzymkatalyserede
processer gjort, at relevante procesdata kan tilvejebringes
ekstremt hurtigt. Denne udvikling danner basis for udvikling
af nye lgsningsmetoder indenfor procesoptimering, da der
hurtigere kan bygges relevante modeller til at forudsige reak-
tionsforlgb i stor skala [14, 15]. Det forventes, at den industri-
elle implementering af disse metoder vil muliggere hurtigere
procesudvikling.

Fremtidig udvikling og anvendelser

Det synes klart, at der i fremtiden vil opsta flere muligheder og
yderligere udvikling indenfor anvendelsen af enzymer i vigtige
trin ogsa i den farmaceutiske industri. I de kommende ar kan vi
bl.a. forvente udvikling indenfor:

e Brug af enzymer til syntesereaktioner - hvor der er et behov
for alternativer til eksisterende metoder

o Indfering af multiple enzym systemer, dvs. hvor flere enzy-
mer er bragt til at agere sekventielt eller parallelt

o Integration af metoder, som i hgjere grad kobler
enzymatisk(e) omdannelse(r) og kemisk katalyse

o Nye procesintegrationsmetoder og —principper til substrattil-
farsel og produktfjernelse

De relevante vearktgjer og teknologier er pa vej, og det sker
i takt med, at der generelt er gget fokus pa biokatalyse og
procesteknologi — »hvid bioteknologi« — bade pa universi-
teterne og i industrien (Figur 1). Det synes derfor at veere
en rimelig forventning, at anvendelsen af biokatalytiske
lgsninger ogsa vil gges i den farmaceutiske industri i de
kommende ar.
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