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FORMA SOLIDA DE (-)-AMBROX FORMADA POR UNA BICONVERSION DE

HOMOFARNESOL EN PRESENCIA DE UN BIOCATALIZADOR

Campo de la Invencion

La presente invencidén se relaciona con una forma sélida
de (-)-Ambrox, asi como con métodos de ©preparacién vy
purificacién del mismo.

Antecedentes de la Invencion

AMBROFIX™ es el nombre comercial de Givaudan patentado de (-

) —Ambrox que tiene la fdérmula general (I):

AMBROFIX™ es una molécula muy importante en la gama de
ingredientes de los perfumistas. Ofrece wuna nota ambar
altamente poderosa, altamente sustantiva y altamente estable
para su uso en todas las aplicaciones de ©perfumeria.
AMBROFIX™, disponible en Givaudan, es el material méas
adecuado para obtener una auténtica nota de olor ambar gris.

En la actualidad AMBROFIX™, como es el caso con otras
formas comerciales de (-)-Ambrox, se produce por guimica
sintética a partir de materiales de partida origen natural.
La disponibilidad vy la calidad de ciertos materiales de
partida son dependientes de las condiciones climaticas, asi

como de factores socioecondmicos. Ademds, puesto que los
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materiales de partida pueden ser extraidos de los recursos
naturales, con rendimientos modestos, estdn disponibles a
precios que, con toda probabilidad, hacen cada vez mads su uso
no econémico a escala industrial. En consecuencia, si los
suministros industriales comerciales de AMBROFIX™ son
continuar para estar disponibles a un costo razonable, hay
una necesidad de un proceso mas rentable de produccidén vy
purificacién, el cual sea capaz de industrializacidn.

Una ruta Dbiotecnoldégica industrial escalable en (-)-
Ambrox seria atractiva debido a que es potencialmente menos
compleja, mas ecoldgica y ambientalmente amigable que 1los
procedimientos de quimica completamente sintéticos.

Un sustrato potencialmente Gtil en el que intentar una
bioconversidn para proporcionar (=) —Ambrox es el
homofarnesol. En su articulo seminal, Neumann et al (Biol.
Chem. Hoppe-Seyler Vol. 367, pp. 723-726 (1986)), examinaron
la viabilidad de convertir homofarnesol a (-)-Ambrox Dbajo
catdlisis enzimdtica, empleando la enzima escualeno hopeno
ciclasa (SHC). El homofarnesol empleado fue una mezcla de los
cuatro isdémeros geométricos de esta molécula. De los cuatro
isbémeros, sbélo el isdbmero geométrico TE,3E (usando la
nomenclatura convencional) podria ciclarse, y sbélo con un
rendimiento muy bajo del (-)-Ambrox deseado.

JP 2009-60799 (Kao) describe una sintesis mediante 1la

cual SHC actla sobre un sustrato homofarnesol para producir
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(=) -Ambrox. El sustrato es una mezcla de los cuatro isdmeros
geométricos (3%Z,7%Z; 3E,7Z; 37Z,7E y 3E,7E). El1 documento sdélo
describe la preparacioén de (=) —Ambrox a partir de
homofarnesol wusando extractos 1liquidos que contienen SHC
preparado a partir de un microorganismo recombinante que
expresa el gen de SHC. La mezcla de homofarnesol se convierte
a (-)-Ambrox y su estereoisdémero 9-epi, vy la purificaciédn
puede llevarse a cabo por destilacidén o por cromatografia de
columna. Kao no describe un proceso por el cual homofarnesol
se convierte en (-)-Ambrox usando sustancialmente todo o
microorganismos intactos gque producen SHC, vy ademds, no
proporciona ninguna ensefianza técnica relacionada con el
procesamiento corriente abajo de las mezclas de reaccidn
complejas obtenidas por tales procesos gque pueden producir (-
) —Ambrox en la forma olfativamente pura.

Para el conocimiento del solicitante, la técnica
anterior no describe ningin proceso viable, industrialmente
escalable, que involucra la bioconversidén catalizada por SHC
de homofarnesol, para proporcionar (-)-Ambrox en la forma
olfativamente pura.

Ademas, si bioconversidén de homofarnesol ha de
realizarse a escala industrial, deben estar disponibles
fuentes de costo eficiente de 3E,7E-homofarnesol altamente
puras. Sin embargo, aunque las rutas de sintesis en

homofarnesol se han descrito en la literatura (ver, por
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ejemplo, Us 2013/0273619), para el conocimiento del
solicitante, no hay fuentes escala industrial rentables de
7E,3E-homofarnesol puro actualmente disponibles.

Sigue habiendo una necesidad para proporcionar una ruta

factible econdémica e industrialmente escalable en el

ingrediente de fragancia valioso (-)-Ambrox.

En las solicitudes de patente co-pendiente
PCT/EP2014/072891 (publicada como WO 2015/059293) y
PCT/EP2014/072882 (publicada como WO 2015/059290), el

solicitante describe un método eficiente de preparacidén de la
mezcla de 7E,3E/Z-homofarnesol que se enriquece en el isdmero
geométrico 7E,3E. La mezcla de homofarnesol 7E,3E/Z se
prepara a partir de beta-farneseno, y la informacidn
isomérica contenida en este material de partida se conserva,
de manera que el doble enlace homofarnesol en la posicidén 7
se fija en la configuracién E. Sin embargo, incluso esta
quimica elegante todavia resulta en una mezcla de isdmeros
3E/Z. 7TE,3E-homofarnesol puro permanece sintéticamente un
reto, vy sb6lo podria lograrse por medio de purificacidn
econdémicamente desventajosa de mezclas isoméricas.

A  pesar de los desarrollos relacionados <con la
produccién biocatalitica de (-)-Ambrox de homofarnesol, sigue
habiendo una necesidad de proporcionar medios eficientes para
la separacidén y purificacidén de (-)-Ambrox de los medios de

bioconversidédn que contiene material particulado vy otros
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materiales, por ejemplo, los desechos de células, asi como
posibles subproductos, sustrato sin reaccionar y cualquier
solvente u otros reactivos empleados en el proceso de
bioconversién.

Breve Descripcion de la Invencion

Al abordar las deficiencias en la técnica anterior, el
solicitante encontro sorprendentemente que una forma
cristalina de (-)-Ambrox se puede formar en un pProceso

biocatalitico. Méas particularmente, el solicitante encontrd

que los cristales de (-)-Ambrox se forman en el medio de
bioconversidn.
La manera sorprendente e inesperada en la que (-)-Ambrox

cristaliza en un medio de Dbioconversidén, asi como las
caracteristicas fisicas de los cristales que se forman es
particularmente relevante en términos del aislamiento vy
purificacién desde un medio de bioconversidédn, de una forma
esencialmente incolora y olfativamente pura de (-)-Ambrox que
exhibe una auténtica nota de olor a ambar gris. En el caso de
que el Dbiocatalizador sea un Dbiocatalizador microbiano,
entonces el descubrimiento de que (-)-Ambrox obtenido en una
calidad olfativamente pura es particularmente sorprendente
desde el punto de vista del hecho de que biocatalizadores
microbianos presentes en el medio de Dbioconversidén pueden
tener caracteristicas de notas altamente desagradables e

incluso ofensivas. El descubrimiento sorprendente de que los
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cristales de (=) —Ambrox se forman externos de los
catalizadores microbianos en un medio de bioconversidn
permite una separacidn particularmente eficiente de (-)-
Ambrox de un medio de olor fétido.

Por consiguiente, la invencidn proporciona, en un primer

aspecto, una forma sélida del compuesto de la férmula (I):

en donde la forma sélida se caracteriza por al menos una de
las siguientes caracteristicas:

exhibe un patrén de difraccidn de polvo de rayos x gque
tiene por lo menos uno de los siguientes picos a angulos de
difraccién 2 theta de aproximadamente 15.6, 16.2, 16.7, 17.0,
17.4, 18.3 +/- 0.2°;

comprende cristales alargados gque tienen un didmetro
promedio de entre 10 a 400 micrdémetros, més particularmente
de 40 a 400, y aun mas particularmente de 100 a 400 medido
por granulometria léser;

comprende cristales alargados que tienen una longitud
medida a lo largo de su dimensidén mas larga de 20 a 600
micrémetros, mas particularmente de 40 a 500, y aun mas
particularmente de 100 a 400, de preferencia mayor que 100,
mas particularmente mayor que 200, y atn mds particularmente

mayor que 300 micrémetros, medido por granulometria léser; y
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es sustancialmente incoloro, como se define por tal
término, en la presente a continuaciédn.

En una modalidad ma&s particular, la forma sdélida del
compuesto de la férmula (I) se caracteriza por un patrdn de
difracciédn de polvo de rayos x que exhibe los siguientes
picos a é&ngulos de difraccidén 2 theta de aproximadamente
15.6, 16.2, 16.7, 17.0, 17.4 y 18.3 +/- 0.2°.

En una modalidad aun mas particular, la forma sdélida del
compuesto de la fdérmula (I) se caracteriza por un patrdn de
difraccién de polvo de rayos x sustancialmente como se
representa en la Figura 1, a continuacién.

Una forma sdélida de (-)-Ambrox formada por un proceso
biocatalitico no ha sido ni descrita ni sugerida hasta ahora
en la técnica anterior, para el mejor conocimiento del
solicitante.

Por consiguiente, la invencidén proporciona en otro de
sus aspectos una forma sbélida de un producto de bioconversidén
acuerdo con la férmula (I).

En una modalidad de la invencidn, la forma sdélida de un
producto de bioconversidédn de acuerdo con la férmula (I) tiene
por lo menos una de las caracteristicas gque caracterizan
denominas en la presente anteriormente.

Los datos de difraccidén de rayos x de polvo que se hace
referencia anteriormente, pueden ser colectados de una manera

directa usando el equipo de difractdémetro bien conocido en la
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técnica. La metodologia y la instrumentacidén usada para medir
los patrones de difraccidén de rayos x en polvo referidos en
la presente se describen con mas detalle en los Ejemplos.

La forma de los cristales se determindé por microscopia
de acuerdo con los métodos bien conocidos en la técnica, vy
que no requieren mas elaboracidén en la presente.

El1 tamafio caracteristico y la forma de los cristales
individuales obtenidos de acuerdo con la presente invenciédn
se muestran en la Figura 2, a continuacién.

Las mediciones de didmetro promedio de los cristales se
determinaron por granulometria laser. La granulometria laser
es una técnica bien conocida en la literatura. El1 tamafio de
particula promedio se puede determinar en cualquier
analizador de tamafio de particula conocida para tal
propbdésito, por ejemplo un instrumento CILAS 1180 No. 516. Las
mediciones pueden realizarse de conformidad con la norma ISO
13320-1 (revisidén 2009) usando el método de Fraunhofer con
agua como liquido portador y un indice de oscurecimiento de
24 .

Como se establecidé anteriormente, el hecho de que (-)-
Ambrox aparece en la forma <cristalina en un medio de
bioconversién, asi como las caracteristicas fisicas de 1los
cristales, es decir, su tamafio y densidad, es particularmente
relevante en términos de la eficiencia de aislamiento de (-)-

Ambrox y en Ultima instancia su claridad y pureza olfativa.
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Ma&s especificamente, fue posible separar eficientemente
los cristales del medio de Dbioconversidén incluyendo el
material particulado, por ejemplo, residuos celulares, asi
como cualesquiera subproductos, impurezas y similares, por
medio de una etapa de separacidédn de tamafio, esto es, una
etapa de separacidén que explota las caracteristicas fisicas
de los cristales, tales como tamafio, forma y/o densidad, méas
especificamente una etapa de filtracién o decantaciédn.

Ademds, la separacién eficiente de los cristales no sélo
de particulas y otro material, sino también de un medio de
bioconversidédn multi-componente altamente coloreado también
permite el aislamiento de (-)-Ambrox de impurezas, incluyendo
cualquier subproducto que se puede formar, que puede incluir
isbémeros estructurales (constitucionales) y estereoisdbdmeros,
tales como los estereoisdmeros o constitucionales denominados
en la presente a continuacidén como compuestos (II), (III) vy
(IV), que a diferencia de (-)-Ambrox no cristalizan en el
medio de bioconversidn.

De esta manera, como resultado de la manera en que (-)-
Ambrox cristaliza, asi como la etapa de separacidédn de tamafio
permite al solicitante obtener (-)-Ambrox como un producto
esencialmente incoloro y olfativamente puro.

Por consiguiente, la invencidn proporciona, en otro de
sus aspectos, un método para preparar una forma sdélida de (-)

- Ambrox, en donde el método comprende las etapas de:
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I) formar (-) —Ambrox cristalino en un medio de

bioconversidén por medio de un procedimiento biocatalitico; y

ITI) separar el (-)-Ambrox cristalino del medio de
bioconversioén.
El medio de Dbioconversiodn, del que el (=) —Ambrox

cristalino se ©puede separar por medio de la presente
invencidén, puede contener todo tipo de impurezas, tales como
material particulado, subproductos, y similares. En
particular, cuando la bioconversién se lleva a cabo usando un
biocatalizador microbiano, el (-)-Ambrox cristalino puede
separarse de un medio de bioconversién que contiene las
células y los residuos celulares.

En una modalidad particular de la invencidén, la etapa de
separacién es una etapa de separacidén de tamafio que permite
la separacidén no sbélo del material cristalino de la fase
liquida o fases, sino que también permite la separacidn de
los cristales de cualquier material particulado, tales como
células o residuos celulares, debido a las caracteristicas
fisicas de los cristales, tales como su tamafio, forma y/o
densidad.

En una modalidad mé&s particular, la etapa de separacidn
de tamafio es una etapa de filtracidén, una etapa de
decantacién, o una combinacidén de filtracidén y decantacidn.

Alternativamente o) ademas de la filtracidén y/o

decantacién, el (-)-Ambrox también puede ser granulado. De
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preferencia, los cristales de (-)-Ambrox se funden antes de
la filtracidén y/o decantacidn y/o de peletizacidn.
En una modalidad particular de la invencidén, antes de la

etapa de separacidén ii), el medio de bioconversidédn se puede

calentar para fundir los cristales de (-)-Ambrox, antes de
enfriamiento gradual para permitir que el (=) —Ambrox
cristalice nuevamente. Para este propdsito, el medio de

bioconversidén se puede calentar a una temperatura de por 1lo
menos 55°C. E1l calentamiento puede llevarse a cabo
gradualmente durante un periodo que varia de aproximadamente
15 minutos hasta aproximadamente 2 horas, antes de enfriar
lentamente a una temperatura de aproximadamente 20°C o menor,
por ejemplo a 4°C, a una velocidad de unos pocos grados por
hora, mé&s particularmente de aproximadamente 5°C por hora.
Después de este enfriamiento, el medio de bioconversidén puede
mantenerse a 4°C durante 8 horas.

La etapa de recristalizacidén permite que se formen
cristales méas uniformes y mas grandes, lo que ayuda a mejorar
atn mas la eficiencia de la etapa de separacidn.

Se encontrd sorprendentemente que la adicidén de una sal
al medio de bioconversidén antes de la recristalizacidn ayudd
al crecimiento cristalino, el cual aumentd altn mas el tamafio
de los cristales, y cred una distribucidén més uniforme del
tamafio de cristal. Las sales particulares incluyen sales

inorganicas, y en particular, cloruro de calcio, cloruro de
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sodio, cloruro de magnesio, cloruro de potasio y cloruro de
litio.

El aumento de tamafio y uniformidad mejorada de 1los
cristales pueden facilitar la etapa de separacién de tamafio
subsecuente, ya que se eliminan los cristales mas pequefios ©
rotos que se formaron durante el proceso de bioconversidn.

La etapa de separacidén de tamafio se puede llevar a cabo
mediante filtracidén, empleando un filtro que tiene un tamafio
de malla gque es suficientemente grande para permitir que el
material particulado contenido en el medio de bioconversidn,
por ejemplo, células y residuos celulares, pase a través del
filtro con el filtrado, mientras que es suficientemente
pequefio para capturar la totalidad o sustancialmente todos,
los cristales de (-)-Ambrox como el retenido.

Los cristales de (-)-Ambrox se pueden filtrar sobre un
lecho filtrante adecuado que tiene un tamafio de malla que se
encuentra entre 10 a 100 micrémetros o més grande, de
preferencia mayor que aproximadamente 50 micrdémetros, 60
micrémetros, 70 micrdémetros, 80 micrdmetros, 90 micrdmetros o
100 micrdémetros.

Con respecto a los medios por los cuales se realiza la
filtracidén, puede emplearse cualquiera de las técnicas vy
equipos de filtracidédn conocidos. Sin embargo, la preferencia
se otorga a las técnicas que son industrialmente escalables.

La filtracidén centrifuga es particularmente adecuada para
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este respecto.

Los aparatos de centrifuga de filtro son ampliamente
conocidos en la técnica (ver, por ejemplo, el capitulo 1 de
“Separation and Purification Techniques in Biotecnology” por
Frederick J. Dechow Noves; Publicaciones ISBN No. 0-8155-
1197-3. El1 aparato puede ser cualquier variante del mismo,
que 1incluye una centrifuga de placa de separacidén, o una
centrifuga de tipo cilindro.

Es posible llevar a cabo la etapa de filtracidén en una
centrifuga de tamiz continuo, tal como un aparato Siebtechnic
H250. Tamafio de malla puede ser de cualquier tamafio que se
refiere anteriormente en la presente, y en particular, de
aproximadamente 100 micrdémetros o mayor. Habiendo considerado
la eficiencia del proceso de filtracidén, la centrifuga puede
ser operada entre 500 y 2500 g, y méds particularmente de
aproximadamente 2000 g, aun méds particularmente 2028 g. La
velocidad a la que se alimenta el medio de bioconversidén en
la centrifuga se ©puede optimizar para proporcionar la
filtracién més eficiente posible, vy puede incluir una
velocidad de 300 a 800 kg/hora, y mas particularmente de
aproximadamente 400 kg/hora, aun mas particularmente
aproximadamente 430 kg/hora.

Alternativamente, la etapa de separacidédn de tamafio se
puede llevar a cabo por medio de una etapa de decantaciédn.

En un proceso de decantacidén, el medio de bioconversidn
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se alimenta en el aparato de decantacidén adecuado y se somete
el mismo a la aceleracidn por gravitacidén. De acuerdo con la
ley de Stoke, el material particulado mas pequefio y menos
denso en el medio de bioconversidén, por ejemplo, células o
residuos celulares, se mantiene en suspensidén en un
sobrenadante que contiene otras impurezas del proceso de
bioconversidén, mientras que los <cristales relativamente
grandes y densos de (-)-Ambrox sedimentan como un sedimento
en una cama proporcionada para ello. La separacidén puede
llevarse a cabo de forma estédtica, o puede ser facilitada
sometiendo el medio de bioconversidén a una fuerza de hasta
6000 g, mas particularmente de aproximadamente 500 a 1500 g,
y aun més particularmente de aproximadamente 1000 g, y aun
mas particularmente 1170 g.

E1l sobrenadante puede extraerse y  desecharse, o)
alternativamente someterse a otras etapas de decantacidn para
separar y recuperar cualquier (-)-Ambrox cristalino que
permanecidé en el sobrenadante.

Los aparatos de decantacidén son generalmente conocidos
en la técnica. Un aparato particular que es adecuado para uso
en la presente invencién es un Decantador Guinard, por
ejemplo un modelo DILC20HC. El1 medio de bioconversidédn puede
alimentarse en el aparato a cualquier velocidad deseable
optimizado para proporcionar un rendimiento eficiente, por

ejemplo, de hasta 500 kg/hora y méds particularmente de
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aproximadamente 300 a 400 kg/hora.

La filtracién % decantacidn pueden emplearse
individualmente como etapas en el proceso de separacidédn de
tamafio de particula, o puede usarse una combinacién de etapas
filtracién y decantaciédn. Los cristales de (=) —Ambrox
separados del medio de reaccidén, de acuerdo con la etapa de
separacién de tamafio, se pueden lavar para eliminar cualquier
material particulado residual, por ejemplo, células o
residuos celulares, asi como cualesquiera otras impurezas
residuales, tales como subproductos, solventes, sustrato sin
reaccionar y similares.

Los solventes Utiles para lavar los cristales incluyen
cualquier solvente en el que (-)-Ambrox es insoluble o muy
poco soluble en la temperatura a la que la etapa de lavado se
lleva a cabo. Mas particularmente, (-)-Ambrox se considera
insoluble o muy poco soluble en solventes en 1los que la
solubilidad de (-)-Ambrox es 10% en peso o menos, a 5°C.

El lavado puede llevarse a cabo usando agua, solventes
miscibles en agua o mezclas de los mismos. Los solventes
miscibles en agua adecuados incluyen alcanoles inferiores,
tal como etanol.

Mas particularmente, los cristales se lavan con agua,
por ejemplo 3 masas de agua para 1 masa de cristales. Pueden
llevarse a cabo lavados multiples.

Después del lavado, el filtrado o el sobrenadante como
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el caso puede ser, puede ser desechado.

La recuperacidén de (-)-Ambrox puede lograrse mediante su
eliminacién mecanica del filtro o aparato decantador o filtro
de banda (por ejemplo, modificaciones 7, 8, 9 vy 20),
colectarse y secarse. El (-)-Ambrox puede usarse en esta
forma, sin purificacién adicional o pulirse, en aplicaciones
de perfumeria.

Sin embargo, mas tipicamente, el (-)-Ambrox se puede
disolver en un solvente y someterse a etapas de purificacién
adicionales, como se expone en mas detalle a continuacién,
antes de ser empleado en la aplicacidén de perfumeria.

El (-)-Ambrox obtenido de la etapa de separacidédn se
puede disolver en un solvente adecuado. Los solventes
adecuados incluyen tolueno, o alcanoles inferiores, tales
como etanol, por ejemplo, etanol al 96%.

La solucibén de (-)-Ambrox puede someterse a una etapa de
filtracién en un filtro que tiene un tamafio de malla adecuado
para eliminar vy separar cualquier material ©particulado
residual, tales como células o residuos celulares del (-)-
Ambrox que no podrian haber sido eliminados durante la etapa
de separacidén de tamafio de particula, y posterior lavado. Un
tamafio de malla adecuado podria ser partiendo de entre 0.22 a
1 micrdémetro y hasta 150 micrdémetros. Cualesquiera técnicas
de filtracidén vy aparatos conocidos en la técnica gque son

adecuados para tal propdsito, pueden emplearse de acuerdo con
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la invencién.

El etanol puede usarse para disolver los cristales. La
cantidad de etanol wusada es preferentemente la suficiente
para disolver el (=) —Ambrox a aproximadamente 25°C,
tipicamente alrededor de 1 parte de cristal a 4 partes de
etanol vy la solucidén filtrarse sobre un filtro de 0.22
micrémetros (por ejemplo, KDS 15) a 1 bar de presién vy
temperatura ambiente. Ademéds, finalmente puede ser filtrada
sobre un filtro de 0.22 micrdémetros como una etapa de
filtracién de pulido.

La filtracidén en esta etapa para eliminar cualquier
material particulado restante, tales como células o residuos
celulares, puede tener un efecto desodorante sobre (-)-
Ambrox. Esto es porque las células residuales o residuos
celulares pueden ser la causa de las notas desagradables no
placenteras si permanece en el producto (-)-Ambrox terminado.
La nota desagradable puede ser particularmente persistente
debido a las propiedades de fijacién de (-)-Ambrox, y por lo
que su eliminacidén es particularmente importante para 1los
propdésitos de obtencidn de (-)-Ambrox olfativamente puro.

El (-)-Ambrox puede someterse a una etapa de blanqueo
opcional para eliminar cualquier coloracidén residual que
pudiera estar presente a pesar de la separacidédn eficiente de
los cristales del medio de Dbioconversidn. Para las

aplicaciones de fragancia, incluso (-)-Ambrox ligeramente
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coloreado no es deseable como materia prima vy, de esta
manera, es particularmente importante clarificar (-)-Ambrox
en la mayor medida posible si el producto va a ser valioso
para aplicaciones de fragancia, y en particular, aplicaciones
de fragancia finas o aplicaciones de cosméticos perfumados.

Para este propdsito, una solucidédn de los cristales de (-
) —Ambrox solubilizados puede poner en contacto con un agente
de blanqueo, tales como arcillas de montmorillonita activadas
y/o carbdédn activado. Los agentes de Dblanqueo adecuados
incluyen TONSIL FF, més particularmente TONSIL 412FF, vy/o
negro animal o Norit.

Opcionalmente, como una alternativa a la adicién de un
agente de blanqueo a una solucidén de (-)-Ambrox, la solucién
puede ser concentrada y el residuo sélido destilarse a
presidén reducida.

El agente de blanqueo se puede adicionar a una soluciédn
a reflujo (80 a 85°C) de (-)-Ambrox. Para este propdsito, el
agente blangqueador se puede adicionar como una suspensidén en
un solvente adecuado, tal como etanol. El contacto del agente
de blangqueo y la solucidén puede ser durante un periodo de
tiempo en el orden de 30 minutos. Posteriormente, el agente
de blangqueo se elimina por filtracién, por ejemplo, usando un
filtro de 25 micrbémetros.

Los agentes de Dblanqueo pueden no ser efectivos para

reducir el color de mezclas de reaccidén altamente coloreadas,
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y clertamente no en la medida necesaria o adecuada para
aplicaciones de perfumeria. Sin embargo, debido al
aislamiento eficiente y purificacidén de (-)-Ambrox del medio
de bioconversidén se describe en la presente, la solucidén de
(-)-Ambrox ya es sustancialmente incolora, y la obtencidén del
efecto de Dblanqueo deseado para esta solucidén es bastante
menos dificil. Como resultado, es posible obtener una forma
de (-)-Ambrox, a pesar de que es un producto de un proceso
biocatalitico, el cual posee una ligereza deseable y el tono
que se espera si el producto se va a emplear en aplicaciones
de perfumeria.

De acuerdo con el método de la presente invencidn, la
solucién de (-)-Ambrox desodorizada y decolorada se puede
proporcionar en una forma sélida mediante la eliminacidédn del
solvente. La remocibén del solvente puede efectuarse mediante
re-cristalizacidédn o por evaporacidén. E1 (-)-Ambrox recuperado
puede obtenerse en su forma re-cristalizada o como un residuo
s6lido, gque se puede triturar, dependiendo de la manera en
que la eliminacidén del solvente se lleva a cabo.

El solvente se puede eliminar por evaporacidén vy el
s6lido residual se puede recuperar, por ejemplo mediante
trituracién, almacenarse 'y usarse en aplicaciones de
perfumeria.

Alternativamente, el sdélido residual podria disolverse

en un solvente de recristalizacidén adecuado. Un solvente
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adecuado para el propdsito es un alcanol miscible con agua,
tal como etanol, o mezclas de alcanol con agua. El solvente
de recristalizacidén se puede calentar a aproximadamente 75-
80°C durante 15 minutos, antes de enfriamiento gradual a
aproximadamente 10-15°C. Los cristales resultantes pueden ser
recuperados por filtracidn y secarse, opcionalmente al vacio
(por ejemplo 0.5 bar).

Como resultado del método de acuerdo con la presente
invencién, (-)-Ambrox puede obtenerse en forma sbélida que es
sustancialmente incolora y es olfativamente pura.

Por consiguiente, la invencidén proporciona en otro de
sus aspectos, una forma sélida sustancialmente incolora de (-
) —Ambrox, cuya forma sdbélida de (-)-Ambrox tiene un valor L*
de 90 o mas; un valor a* menor de 1 y mayor de -1; y un valor
b*, que es menor de 8, en donde los valores L*, a* y b*
representan las coordenadas de cromaticidad del sistema
CIELAB.

La forma sélida de (=) —Ambrox de acuerdo con la
invencidén exhibe un alto grado de claridad o brillo y un bajo
grado de amarillez. Esto es importante para aplicaciones de
perfumeria, y en particular para fragancia fina o perfumeria
destinadas para su uso en cosméticos, como la estética
visual, asi como olor son muy valoradas, y un producto
perfumado no debe ser descolorido como consecuencia de la

incorporacién de un ingrediente de perfumeria.
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(=) —Ambrox, de acuerdo con la invencidén, tiene un valor
L* que indica la luminosidad de 90 o méds y un valor b* que
indica la tonalidad azul-amarillo de 8 o menos. El1 valor L*
es preferentemente 92 o mas, o incluso 93 o mas. El valor b*
es preferentemente de 5 o menos, o incluso 4 o menos.

El wvalor L* es un valor que especifica la ligereza de
una sustancia y se indica por un valor entre 0 y 100. Un
valor de L* de 100 indica el estado més Dbrillante
(completamente blanco), vy un valor de L* de 0 indica el
estado més oscuro (completamente negro).

El valor b* especifica la tonalidad azul-amarillo de una
sustancia. Cuanto mayor es el valor b*, mayor es el grado de
amarillez. Cuanto més pequefio es el valor b*, mayor es el
grado de coloracidén azul.

El valor L* y el valor b* pueden ser indicadas por las
coordenadas de cromaticidad Lab de acuerdo con un método de
indicacién de diferencia de color. El1l valor L* y el valor b*
se pueden medir usando cualquier espectrofotdmetro
comercialmente disponible adecuado, tal como el Minolta
CM3500d.

El espectrofotdémetro deberia ser alimentado durante por
lo menos una hora antes de tomar una medicidén. Un recipiente
de vidrio previsto para ello deberia ser llenado a la mitad
con el producto sé6lido a medir teniendo cuidado de asegurar

que el fondo del recipiente esté totalmente cubierto por el
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producto. A continuacidén, el recipiente 1llenado se debe
colocar en el soporte de la muestra prevista para ello. La
clave de la muestra en el instrumento debe ser presionado y
los valores L*, ax, b* leerse fura del panel de
visualizacién.

Antes de tomar cualquier lectura, el instrumento debe
ser calibrado para la reflexidén cero y 100% mediante 1la
colocacién de objetos en blanco y negro proporcionados para
ello en la ventana de los instrumentos de sensor o6ptico.

En una modalidad de la invencién, la forma sdélida de (-)-
Ambrox es la forma cristalina caracterizada anteriormente.

En una modalidad de la invencidén, la forma sdélida de (-)-
Ambrox es un producto de bioconversién.

En una modalidad de la invencidén, la forma sdélida de (-)-
Ambrox es un producto de bioconversidén formado de acuerdo con
un proceso de bioconversidén como se describe en la presente.

En todavia otro aspecto de la invencidn, se proporciona
una forma de (-)-Ambrox obtenida por un proceso biocatalitico
como se describen en la presente.

En una modalidad mas particular, el proceso
biocatalitico es un proceso biocatalitico microbiano.

En todavia otro aspecto de la invencidn, se proporciona
el uso de una forma de (-)-Ambrox definida en la presente, en
aplicaciones de fragancia o sabor.

Los principios, los wusos e 1implementaciones de 1la
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presente invencidédn se pueden ilustrar adicionalmente vy
entenderse con referencia a la descripcidén detallada adjunta
y las Figuras. Antes de explicar una modalidad particular de
la invencidén con més detalle, sin embargo, se entenderd gue
la invencidén no estd limitada en sus principios a 1los
detalles descritos a continuacién.

Breve Descripciéon de las Figuras

Para un mayor entendimiento de la presente invenciédn, se
hace referencia a las figuras que se acompafian, en 1las
cuales:

La Figura 1 muestra un patrén de difraccidédn de rayos x
en el cual la escala de la abscisa estd en grados 2-theta, y
la ordenada es la intensidad en conteos.

La Figura 2 muestra una imagen microscdpica de un solo
cristal, que muestra claramente la forma alargada del cristal
y una longitud a lo largo de su dimensién larga en exceso de
330 micrémetros (338.21 micrdémetros).

La Figura 3 compara las cantidades relativas de (-)-
Ambrox vy sus isbmeros (II), (III) y (IV) en un medio de
bioconversidébn; un extracto de tolueno; la forma cristalina vy
el filtrado después de la coleccidn del cristal.

La Figura 4 muestra un esquema de un proceso corriente
abajo para producir (-)-Ambrox. El extracto de (-)-Ambrox
obtenido puede someterse a etapas de desodorizacidén o

decoloracidén adicionales, como se describe en méds detalle en
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este documento a continuaciédn.
La invencidén se ilustrard adicionalmente con referencia
a los siguientes ejemplos.

Descripcion Detallada de la Invencién

De acuerdo con la ©presente invencidn, una forma
cristalina de (=) —-Ambrox se obtiene por un proceso de
bioconversidén. La naturaleza precisa de la bioconversidén (por
ejemplo, la naturaleza del biocatalizador usado, el sustrato,

las condiciones de reaccidén para la Dbioconversién del

sustrato, y similares) no es critica siempre que las
condiciones sean tales como para permitir que el
biocatalizador convierta el sustrato para producir (-)-Ambrox

en una forma que cristaliza en el medio de bioconversidn.

En una modalidad de la presente invencidédn, un sustrato
que consiste en una mezcla de 7E,3E/Z-homofarnesol se somete
a un proceso de Dbioconversidédn, con lo que la mezcla de
homofarnesol se cicla enzimdticamente en presencia de un
microorganismo recombinante que expresa una enzima, en
particular un biocatalizador de escualeno Hopeno ciclasa
(SHC) capaz de bioconvertir homofarnesol a (-)-Ambrox, para
producir una mezcla de reaccidén de la que el (-)-Ambrox se
puede aislar en una forma sustancialmente incolora vy
olfativamente pura <con el procesamiento corriente abajo
sorprendentemente eficaz.

En un aspecto de 1la invencidn, se proporciona la
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ciclacidén catalizada por 1la enzima de homofarnesol para
proporcionar una mezcla de reaccidén que comprende (-)-Ambrox,
en donde el homofarnesol comprende una mezcla de isdmeros
geométricos 7E,3E/Z de homofarnesol, y en donde la reaccidn
se lleva a cabo en presencia de un microorganismo
recombinante que produce la enzima, mads particularmente
sustancialmente todo o intacto un microorganismo recombinante
que produce la enzima.

La reaccidén de ciclacidén se lleva a cabo en presencia de
un biocatalizador SHC capaz de bioconvertir homofarnesol a (-)-
Ambrox.

El biocatalizador de SHC es una enzima de tipo salvaje o
variante o es un microorganismo que expresa un gen que
codifica la enzima SHC, de preferencia un microorganismo de
E. coll recombinante. El biocatalizador de SHC se puede usar
en cualquier forma, tal como, pero no se limita a, un enzima
de SHC purificado, un extracto crudo que contiene una enzima
SHC o una enzima SHC inmovilizada (por ejemplo, sobre un
portador), o el biocatalizador puede ser un microorganismo
que ha producido o que produce la enzima SHC, tal como una
célula total recombinante intacta y/o célula fragmentada o
una fraccidén que contiene la enzima SHC.

En una modalidad particular de la presente invencidn, la
mezcla de homofarnesol se enriquece en el isdmero geométrico

7E, 3E.
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En una modalidad mas particular, la mezcla de
homofarnesol es por lo menos 55/45 en peso de 7E,3E/7E, 3%Z.

En una modalidad més particular, la mezcla de
homofarnesol es por lo menos 70/30 en peso de 7E,3E/7E, 3Z.

En una modalidad méas particular, la mezcla de
homofarnesol es por lo menos 80/20 en peso de 7E,3E/7E,3Z.

En una modalidad méas particular, la mezcla de
homofarnesol es por lo menos 90/10 en peso de 7E,3E/7E,3Z.

En una modalidad atn mas particular, la mezcla
homofarnesol es por lo menos 95/5 en peso de 7E,3E/7E, 3%Z.

En una modalidad particular de la presente invencidn, la
mezcla de homofarnesol consiste de los isbdmeros geométricos
7E,3E/Z y no hay otros isdémeros geométricos de homofarnesol.

La persona experimentada entiende que el término 7E, 7%,
3E 6 37 wusado en conexién con homofarnesol se refiere,
respectivamente, a la orientacién del doble enlace en la
posicién 7 y posicidédn 3 de homofarnesol. El1 compuesto de
7E, 3E-homofarnesol tiene el No. CAS 459-89-2, mientras que el
compuesto de 7E,3Z-homofarnesol tiene el No. CAS 138152-06-4.
El uso del término 7E,3E/Z-homofarnesol refiere a una mezcla
de los compuestos.

Los métodos para la obtencidén de mezclas de homofarnesol
Utiles como sustrato en la reaccidédn de ciclacidbn de acuerdo
con el método de la presente invencidén se exponen en las

solicitudes en co-pendientes PCT/EP2014/072891 (publicada
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como WO 2015/059293) y PCT/EP2014/072882 (publicada como WO
2015/059290) antes mencionadas, que se 1incorporan en la
presente por referencia en su totalidad. En términos
generales, describen una sintesis de mezclas de homofarnesol
que procede mediante la conversidén de farneseno, mas
particularmente alfa-farneseno vy/o Dbeta-farneseno, en su
derivado de farneseno ciclopropanado correspondiente, usando
una solucidén orgénica de wuna N-alquil-N-nitroso urea. E1
derivado ciclopropanado después se somete a reacciones de
apertura de anillo y de rearreglo en presencia de un acido de
de Brdnsted para proporcionar la mezcla de homofarnesol, gue
es selectiva para el isdémero geométrico 7E,3E. El uso de
farneseno, como material de partida es ©particularmente
preferido, ya que asegura que sea fijada la configuracién E
del doble enlace en la posicién 7 de homofarnesol.

Las condiciones de reaccidén especificas, que forman las
modalidades particulares de la presente invencidn, se exponen
en las solicitudes co-pendientes, asi como los ejemplos a
continuacidén, y no requieren mas elaboracidén en la presente.

La ciclacién de homofarnesol para proporcionar una

mezcla de reaccidn gque contiene (=) -Ambrox puede ser
catalizada por escualeno hopeno ciclasa (SHC). La SHC puede
ser una enzima de tipo salvaje (por ejemplo, SEC ID No. 1), o

una variante de la misma (por ejemplo, SEC ID No. 2, o No.

SEO ID 4). La SHC se puede obtener de Alicyclobacillus
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acidocaldarius (Bacillus acidocaldarius), Zymomonas mobilis o
Bradyrhizobium japonicum (como se expone en el Ejemplo 3b de
UsS 2012/0135477 Al).

Sin embargo, la enzima también puede producirse por
medios recombinantes, usando técnicas que se conocen
generalmente en la técnica.

El término “recombinante”, como se usa con respecto a la
produccién de enzimas, se referird con enzimas producidas
mediante técnicas de ADN recombinantes, es decir, producidos
de células transformadas por una construccidén de ADN exdbgeno
que codifica la enzima deseada. E1l término “ADN
recombinante”, por lo tanto, incluye un ADN recombinante
incorporado en un vector en un plasmido o virus de
replicacidédn autdédnoma, o en el ADN gendmico de un procariota o
eucariota (o el genoma de wuna célula homdéloga, en una
posicién distinta de la localizacidén cromosdmica natural).

La molécula(s) de acido nucleico se enlaza
operativamente a las secuencias de control de expresidn que
permiten la expresidén en células hospederas procariotas y/o
eucariotas. Como se usa en la presente, “enlazado
operativamente” significa incorporado en una construccidn
genética, de modo que las secuencias de control de expresidn
controlan efectivamente la expresién de una secuencia
codificante de interés. Los elementos reguladores de la

transcripcidén/traslacidén mencionados anteriormente incluyen,
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pero no se limitan a, promotores, potenciadores, operadores,
silenciadores, represores inducibles % no inducibles,
constitutivos, de «ciclo <celular regulado, metabdlicamente
regulados vy otros elementos que son conocidos ©por los
experimentados en la técnica y que conducen o de otra manera
regulan la expresidn génica. Tales elementos reguladores
incluyen, pero no se limitan a, elementos reguladores que
dirigen la expresidén constitutiva o que permiten la expresioén
inducible como, por ejemplo, promotor CUP-1, el represor tet
como se emplea, por ejemplo, en los sistemas Tet-encendido o
tet-apagado, el sistema lac, los elementos reguladores del
sistema trp. A modo de ejemplo, isopropilo R-D-1-
tiogalactopirandésido (IPTG) es un inductor efectivo de 1la
expresidén de proteinas en el intervalo de concentracidén de
100 pM a 1.0 mM. Este compuesto es un mimético molecular de
alolactosa, un metabolito de lactosa que desencadena la
transcripcién del operdén lac, y por lo tanto, se usa para
inducir la expresidén de proteinas en el que el gen estd bajo
el control del operador lac.

Del mismo modo, molécula(s) de acido nucleico puede
formar parte de un gen hibrido que codifica las secuencias de
polipéptidos adicionales, por ejemplo, una secuencia qgue
funciona como un marcador o reportero. Ejemplos de genes
marcadores e indicadores, incluyen beta-lactamasa,

cloranfenicol acetil-transferasa (CAT), adenosin desaminasa
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(ADA) , aminoglucésido fosfotransferasa dihidrofolato
reductasa (DHFR) , higromicina-B-fosfotransferasa (HPH) ,
timidina cinasa (TK), lacZ (que codifica beta-galactosidasa),
y xantina guanina fosforribosiltransferasa (XGPRT). Al igual
que con muchos de los procedimientos estdndares asociados a
la préactica de la descripcidén, los experimentados seran
conscientes de reactivos TUtiles adicionales, por ejemplo,
secuencias adicionales gque pueden tener la funcidén de un
marcador o reportero.

Los polinucledtidos recombinantes pueden codificar
enzimas SHC, tales como SHC de tipo salvaje o una variante de
la misma, que puede insertarse en un vector para la expresidn
y purificacidén opcional. Un tipo de vector es un plasmido que
representa una espira de ADN de doble hebra circular, en la
que se ligan los segmentos de ADN adicionales. Ciertos
vectores pueden controlar la expresidédn de genes a los cuales
estdn unidos funcionalmente. Estos vectores se denominan
“vectores de expresién”. Por lo general, los vectores de
expresidédn adecuados para las técnicas de recombinacién de ADN
son del tipo de plésmido. Tipicamente, un vector de expresidn
comprende un gen, tal como la SHC tipo salvaje o una variante
de la misma. En la presente descripcidén, los términos
“plésmido” vy “vector” se usan indistintamente ya que el
plasmido es el tipo de vector usado con mayor frecuencia.

Tales vectores pueden incluir secuencias de ADN que
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incluyen, pero no se limitan a secuencias de ADN que no estan
presentes naturalmente en la célula hospedera, las secuencias
de ADN que normalmente no se transcribe en ARN o traduccidn a
una proteina (“expresado”) y otros genes o secuencias de ADN
que se desea introducir en el hospedero no recombinante. Se
apreciaré que tipicamente el genoma de un hospedero
recombinante se aumenta a través de la introduccidén estable
de uno o mas genes recombinantes. Sin embargo, los plésmidos
o vectores autdnomos o replicativos también se pueden usar
dentro del alcance de esta descripcidén. Por otra parte, la
presente descripcién se puede practicar usando un bajo numero
de copias, por ejemplo, una Unica copia, o alto numero de
copias de plésmido o wvector.

En una modalidad preferida, el vector de la presente
descripcién comprende plésmidos, fagémidos, fagos, cobésmidos,
cromosomas artificiales de levaduras bacterianas y
artificiales, construcciones “knock-out” o “knock-in” de gen
inactivado y activado (modificadas genéticamente), secuencias
de 4&cidos nucleicos sintéticos o casetes vy subconjuntos
pueden ser producidos en la forma de polinucledbdtidos
lineales, plasmidos, megapléasmidos, cromosomas sintéticos o
artificiales, tales como vegetales, cromosomas artificiales
bacterianos, de mamifero o de levadura.

Se prefiere que las proteinas codificadas ©por el

polinucledétido introducido se produzcan dentro de la célula



10

15

20

25

32

tras la introduccidén del vector. Los diversos sustratos de
genes se pueden incorporar en pléasmidos. Los plasmidos son a
menudo vectores de clonacibdn convencionales, por ejemplo,
plédsmidos multicopia bacterianos. Los sustratos pueden
incorporarse en los mismos o diferentes plésmidos. A menudo,
por lo menos dos tipos diferentes de plésmido que tiene
diferentes tipos de marcadores seleccionables se usan para
permitir la seleccidén de células que contienen por lo menos
dos tipos de vectores.

Tipicamente las células bacterianas o de levadura pueden
transformarse con cualgquiera o més de las siguientes
secuencias de nucledétidos, como es bien conocido en la
técnica. Para la recombinacién in VIVO, el gen a ser
recombinado con el genoma o de otros genes se usa para
transformar el hospedero usando técnicas de transformacidn
estdndares. En una modalidad adecuada, el ADN gque proporciona
un origen de replicacién se incluye en la construccién. E1
origen de replicacién puede seleccionarse adecuadamente por
el experimentado en la técnica. Dependiendo de la naturaleza
de los genes, un origen adicional de replicacidédn puede no ser
necesario si las secuencias ya estdn presentes con los genes
o del genoma que son operables como origenes de replicacidn
por si mismos.

Una célula bacteriana o de levadura puede ser

transformada por ADN exdgeno o heterdlogo cuando el ADN se ha
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introducido dentro de la célula. El1l ADN transformante puede o
no puede estar integrado, es decir, unido covalentemente en
el genoma de la célula. En procariotas vy levaduras, por
ejemplo, el ADN transformante puede mantenerse en un elemento
episomal, tal como un plésmido. Con respecto a las células
eucariotas, una célula transformada establemente es una en la
que el ADN transfectado se ha integrado en un cromosoma de
manera que es heredado por las células hijas a través de la
replicacidén cromosdmica. Esta estabilidad se demuestra por la
capacidad de 1la célula eucariota para establecer lineas
celulares o clones formados por una poblacién de células
hijas gue contienen el ADN transformante.

En general, el ADN introducido no es residente
originalmente en el hospedero que es el destinatario del ADN,
sino que estd dentro del alcance de la descripcidén para
aislar un segmento de ADN de un hospedero dado, vy para
introducir posteriormente una o mas copias de ese ADN en el
mismo hospedero, por ejemplo, para aumentar la produccidn del
producto de un gen o alterar el patrén de expresidn de un
gen. En algunos casos, el ADN introducido se va a modificar o
incluso sustituir a un gen endbgeno o secuencia de ADN
mediante, por ejemplo, la recombinacidn hombéloga o
mutagénesis dirigida al sitio. Los hospederos recombinantes
adecuados incluyen microorganismos, células de plantas vy

plantas.
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La presente descripcién también ofrece hospederos
recombinantes. El1 término “hospedero recombinante”, también
referido como una “célula hospedera genéticamente modificada”
o una “célula transgénica”, se refiere a una célula hospedera
que comprende un acido nucleico heterdélogo o el genoma de las
cuales ha sido aumentado por lo menos una secuencia de ADN
incorporado. Una célula hospedera de la presente descripciédn
puede manipularse genéticamente con el polinucledétido o el
vector como se describid anteriormente.

Las células hospederas que pueden usarse para 1los
propbésitos de la descripcidén incluyen, pero no se limitan a,
células procariotas, tales como bacterias (por ejemplo, E.
coli y B. subtilis), que pueden ser transformadas con, por
ejemplo, ADN de bacteriéfago recombinante, ADN de pléasmido,
cromosomas artificiales bacterianos, o vectores de expresidn
de ADN césmido que contienen las moléculas de polinucledtidos
de la invencidén; células simples eucariotas, tales como
levaduras (por ejemplo, Saccharomyces y Pichia), que pueden
ser transformadas con, por ejemplo, vectores de expresidédn de
levadura recombinantes que contienen la molécula de
polinucledétido de la descripcidn. Dependiendo de la célula
hospedera y el vector respectivo usado para introducir el
polinucledtido de la descripcidn, el polinucledtido se puede
integrar, por ejemplo, en el cromosoma o el ADN mitocondrial

0o puede ser mantenido extracromosdmicamente como, por
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ejemplo, episomalmente o puede estar comprendido de manera
transiente en las células.

El término “célula”, como se usa en la presente, en
particular con referencia a la ingenieria genética y la
introduccidédn de uno o mads genes o un grupo de ensamblado de
genes en una célula, o una célula de produccidén, se entiende
que se refiere a cualquier célula procariota o eucariota. Las
células hospederas procariotas y eucariotas se contemplan
para su uso de acuerdo con la invencidén, que incluyen las
células bacterianas huésped como E. coli o Bacillus sp, las
células hospederas de levadura, tales como S. cerevisiae,
células hospederas de insectos, tales como Spodoptora
frugiperda o células hospederas humano, tales como Hela vy
Jurkat.

Especificamente, la célula es una célula eucariota, de
preferencia una célula fungica, célula de mamifero o planta,
o célula procariota. Las células eucaridéticas adecuadas
incluyen, por ejemplo, sin limitacién, células de mamifero,
células de levadura, o células de insectos (incluyendo Sf9),
células de anfibio (incluyendo células de melandforos), o
células de gusano, incluyendo células de Caenorhabditis
(incluyendo Caenorhabditis elegans). Las células de mamifero
adecuadas incluyen, por ejemplo, sin limitacidén, células COS
(incluyendo Cos-1 y Cos-7), células CHO, células HEK293,

células HEK293T, células HEK293 T-RexTM, u otras lineas
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celulares eucaridticas transfectables. Las células
bacterianas adecuadas incluyen, sin limitacién, E. coli.

De preferencia podrian usarse procariotas, tales como E.
coli, Bacillus, Streptomyces, o células de mamifero, tales
como células Hela o células Jurkat, o células de plantas,
como Arabidopsis.

De preferencia, la célula es de Aspergillus sp o una
célula fungica, de preferencia, se puede seleccionar del
grupo que consiste de los géneros Saccharomyces, Candida,
Kluyveromyces, Hansenula, Schizosaccharomyces, Yarrowia,
Pichia y Aspergillus.

De preferencia, la célula hospedera de E. coll es una
célula hospedera de E. coli que es reconocida por las
autoridades de la industria y de regulacidén (que incluye,
pero no se limita a una célula hospedera de E. coll K12 o
como se demuestra en los Ejemplos, una célula hospedera de E.
coll BL21).

Una célula hospedera preferida para usar con la presente
descripcién es E. coll, que se puede preparar de manera
recombinante como se describe en la presente. Por lo tanto,
el hospedero recombinante puede ser una célula hospedera de
E. coli recombinante. Hay bibliotecas de mutantes, pléasmidos,
modelos detallados por computadora del metabolismo y otra
informacién disponible para E. coli, lo que permite el disefio

racional de varios mdébdulos para mejorar el rendimiento del
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producto. Los métodos similares a los descritos anteriormente
para Saccharomyces pueden usarse para hacer los
microorganismos recombinantes de E. coli.

En una modalidad, el microorganismo recombinante de E.
coli comprende secuencias de nucledétidos que codifican genes
SHC o equivalentes funcionales/homologias de los mismos
incluyendo, pero no se limitan a las variantes, homdélogos
mutantes, derivados o fragmentos de los mismos.

Otra célula hospedera preferida para usar con la
presente descripcidén es S. cerevisiae, gque es un organismo
chasis usado ampliamente en biologia sintética. Por lo tanto,
el hospedero recombinante puede ser S. cerevisiae. Hay
bibliotecas de mutantes, plésmidos, modelos detallados por
computadora del metabolismo y otra informacidédn disponible
para S. cerevisiae, lo que permite el disefio racional de los
distintos mdédulos para mejorar el rendimiento del producto.
Se conocen métodos para la fabricacién recombinante de
microorganismos de S. cerevisiae.

El cultivo de las células se lleva a cabo, de una manera
convencional. El1 medio de cultivo contiene wuna fuente de
carbono, por 1lo menos una fuente de nitrbébgeno vy sales
inorganicas, y las vitaminas se adicionan a la misma. Los
constituyentes de este medio pueden ser 1los que se usan
convencionalmente para el cultivo de la especie de

microorganismo en cuestidn.
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Las fuentes de carbono de uso en el presente método
incluyen cualquier molécula que puede ser metabolizada por la
célula hospedera recombinante para facilitar el crecimiento
y/o la produccidén de (-)-Ambrox. Ejemplos de las fuentes de
carbono adecuadas incluyen, pero no se limitan a, sucrosa
(por ejemplo, como se encuentra en la melaza), fructosa,
xilosa, glicerol, glucosa, celulosa, almiddén, celobiosa u
otro polimero que contiene glucosa.

En modalidades que emplean levadura como huésped, por
ejemplo, son apropiadas las fuentes de carbono, tales como
sucrosa, fructosa, xilosa, etanol, glicerol vy glucosa. La
fuente de carbono puede ser proporcionada para el organismo
huésped durante todo el periodo de cultivo o,
alternativamente, el organismo puede cultivarse durante un
periodo de tiempo en presencia de otra fuente de energia, por
ejemplo, proteina, y luego proporcionarse de una fuente de
carbono sélo durante la fase de alimentacidédn discontinua.

La conveniencia de un microorganismo de la célula
hospedera recombinante para uso en los métodos de la presente
descripcidédn puede ser determinada por los procedimientos de
prueba simples usando los métodos bien conocidos. Por
ejemplo, el microorganismo a probar se puede propagar en un
medio rico (por ejemplo, medio LB, medio de extracto de
levadura Bacto-triptona, medio nutritivo y similares) a un

pH, temperatura vy bajo condiciones de aireacidn wusadas
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cominmente para la propagacién del microorganismo. Una vez
que se seleccionan los microorganismos recombinantes (es
decir, células hospedero recombinantes) que producen 1los
productos deseados de bioconversidn, los productos se
producen tipicamente por una 1linea celular huésped de
produccidn a gran escala por los Sistemas y las
fermentaciones de expresidén adecuados, por ejemplo mediante
produccién microbiana en cultivo celular.

En una modalidad de la presente descripcidén, un medio
minimo definido como MSA se usa para el cultivo celular. Los
componentes del medio M9A comprenden: 14 g/L de KH,PO4,, 16 g/L
de K,HPO,, 1 g/L de citrato de Na3.2H,0, 7.5 g/L de (NHy) 2S04,
0.25 g/MgS0QO4.7H,0, 0.015 g/L de CaCl,.2H,0, 5 g/L de glucosa y
1.25 g/L de extracto de levadura).

En otra modalidad de la presente descripcidén, se usd un
medio rico en nutrientes, tal como LB (Luria-Bertani). Los
componentes de LB comprenden: 10 g/L de triptona, 5 g/L de
extracto de levadura, 5 g/L de NaCl).

Otros ejemplos de Medio Mineral y Medio Mineral M9 se
describen, por ejemplo, en US 6,524,831 B2 y US 2003/0092143
Al.

El microorganismo recombinante puede ser cultivado en un
lote, alimentado por lotes o proceso continuo o combinaciones
de los mismos. Tipicamente, el microorganismo recombinante se

cultiva en un fermentador a una temperatura definida en
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presencia de una fuente de nutrientes adecuado, por ejemplo,
una fuente de carbono, por un periodo de tiempo deseado para
bioconvertir el homofarnesol a (-)-Ambrox en una cantidad
deseada.

Las células hospedero recombinantes pueden cultivarse de
cualgquier manera adecuada, por ejemplo, por lote de cultivo o
el cultivo de alimentacidén por lotes. Como se usa en la
presente, el término “cultivo por lotes” es un método de
cultivo en el que ni se adiciona medio de cultivo ni se
retira durante el cultivo. Como se usa en la presente, el
término “alimentacién por lotes” significa un método de
cultivo, en el que se adiciona un medio de cultivo durante el
cultivo, pero no se retira el medio de cultivo.

Una modalidad de la presente descripcidédn proporciona un
método de produccidén de (-)-Ambrox en un sistema celular que
comprende la produccién de SHC de tipo salvaje o variantes
del mismo bajo condiciones adecuadas en un sistema celular,
la alimentacién de homofarnesol al sistema celular, la
conversién de la homofarnesol a (-)-Ambrox usando la SHC o
variantes producidas mediante el sistema celular, colectando
(=) -Ambrox del sistema celular y el aislamiento del (-)-
Ambrox del sistema. La expresidén de otras secuencias de
nuclebdétidos puede servir para mejorar el método. El método de
bioconversién puede incluir la expresidén adicional de otras

secuencias de nucledétidos en el sistema celular. La expresiédn
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de otras secuencias de nucledtidos puede mejorar la ruta de
bioconversidén para la elaboracidén de (-)-Ambrox.

Una modalidad adicional de la presente descripcidén es un
método de bioconversidédn para la elaboracién de (-)-Ambrox,
que comprende crecer células hospederas que comprenden SHC de
tipo salvaje o genes variantes, la produccidén de enzimas SHC
o variante de tipo salvaje en 1las células hospederas, la
alimentacién de homofarnesol (por ejemplo EEH) a la las
células hospederas, la incubacién de las células hospederas
bajo condiciones de PH, temperatura y agente de
solubilizacién adecuado para promover la conversién de
homofarnesol a Ambrox y colectar (-)-Ambrox. La produccién de
la SHC de tipo salvaje o enzimas variantes en las células
hospederas proporciona un método de fabricacidén de (-)-Ambrox
cuando se adiciona homofarnesol a las células hospederas en
condiciones de <reaccidén adecuadas. La conversidén lograda
puede ser mejorada mediante la adicidén de més biocatalizador
y SDS a la mezcla de reaccién.

El microorganismo de la célula hospedera recombinante
puede ser cultivado en un numero de maneras para proporcionar
células en cantidades adecuadas que expresan los tipos SHC o
enzimas salvajes variantes para la etapa de bioconversidn
subsecuente. Dado que los microorganismos aplicables para la
etapa de Dbioconversidén varian ampliamente (por ejemplo,

levaduras, Dbacterias y hongos), las condiciones de cultivo
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son, por supuesto, ajustadas a los requisitos especificos de
cada especie vy estas condiciones son bien conocidas vy
documentadas. Cualquiera de los métodos conocidos en 1la
técnica para el crecimiento de microorganismos de células
hospedero recombinantes puede wusarse para producir las
células utilizables en la etapa de bioconversidédn subsecuente
de la presente descripcidén. Tipicamente, las células se
cultivan a una densidad particular (medible como la densidad
6ptica (DO)) para producir una biomasa suficiente para la
reaccién de bioconversidn. Las condiciones de cultivo
elegidas influyen no sélo en la cantidad de células obtenidas
(la biomasa), sino la calidad de las condiciones de cultivo
también influye en la forma en gque la biomasa se convierte en
un biocatalizador. El microorganismo de la célula hospedera
recombinante que expresa la SHC de tipo salvaje o genes
variantes y la produccién de la SHC de tipo salvaje o enzimas
variantes se denomina un biocatalizador que es adecuado para
el uso en una reaccién de bioconversién. En algunas
modalidades, el Dbiocatalizador es una célula completa
recombinante que produce SHC de tipo salvaje o enzimas
variantes o puede estar en suspensién o un formato
inmovilizado.

En una modalidad, el Dbiocatalizador se produce en
cantidades suficientes (para crear una biomasa suficiente),

cosecharse 'y lavarse (y opcionalmente almacenarse (por
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ejemplo, congelarse o liofilizarse)) antes de la etapa de
bioconversién.

En una modalidad adicional, las células se producen en
cantidades suficientes (para crear un biocatalizador
suficiente) y las condiciones de reaccidén después se ajustan
sin la necesidad de cosechar y lavar el biocatalizador para

A\Y

la reaccidén de bioconversidédn. Este método de una etapa (o “un
recipiente”) es ventajoso, vya que simplifica el proceso vy
reduce los costos. El medio de cultivo usado para cultivar
las células también es adecuado para uso en la reaccidn de
bioconversidén, siempre que las condiciones de reaccidén se
ajusten para facilitar la reaccidén de bioconversidn.

Los métodos de bioconversidén de la presente descripcidn
se llevan a cabo bajo condiciones de tiempo, temperatura, pH
y agente solubilizante para proporcionar la conversidén de la
materia prima homofarnesol a (-)-Ambrox. El1 pH de la mezcla
de reaccidén puede estar en el intervalo de 4-8, de
preferencia, 5 a 6.5, mas preferentemente 4.8-6.0 para las
enzimas variantes de SHC y en el intervalo de aproximadamente
pH 5.0 a aproximadamente pH 7.0 para la enzima SHC de tipo
salvaje y  puede ser mantenido por la adicién de
amortiguadores a la mezcla de reaccidén. Un amortiguador
ejemplar para este propdsito es un amortiguador de acido

citrico. Alternativamente, el agua de la llave o agua

desionizada suplementados con o sin NaCl al 0.5% & 0.9% se
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pueden usar como un sustituto de amortiguador cuando se
ajusta a un pH, gque proporciona actividad de biocatalizador
6ptima, incluyendo pero no se limita al intervalo de pH de
5.0 a 8.0.

Por consiguiente, la invencidén proporciona, en otro
aspecto, una forma sdélida de (-)-Ambrox formada u obtenida
por un proceso de bioconversién descrito en la presente, en
el que la reaccién de Dbioconversidén se lleva a cabo en un
medio de uso de agua de la llave o agua desionizada como un
amortiguador sustituto y en el intervalo de pH que asegura la
actividad biocatalitica oéptima, de preferencia un intervalo
de pH 5.0-8.0.

La temperatura preferida es entre aproximadamente 15°C vy
aproximadamente 45°C, de preferencia aproximadamente 20°C vy
aproximadamente 40°C, aunque puede ser mayor, hasta 55°C para
organismos terméfilos, especialmente si se usa la enzima de
tipo salvaje de un microorganismo termdéfilo. La temperatura
puede mantenerse constante o puede ser alterada durante el
proceso de bioconversién.

Puede ser util incluir un agente solubilizador (por
ejemplo, un surfactante, detergente, mejorador de la
solubilidad, solvente organico miscible en agua y similares)
en la reaccidén de bioconversidén. Ejemplos de surfactantes
incluyen, pero no se limitan a Triton X-100, Tween 80,

taurodesoxicolato, taurodesoxicolato de sodio, dodecilsulfato
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de sodio (SDS) y/o lauril sulfato de sodio (SLS).

El solicitante ha seleccionado e identificado SDS como
un agente solubilizante particularmente Util de wuna larga
lista de otros agentes solubilizantes menos Utiles. En
particular, el solicitante identificé SDS como un agente de
solubilizaciédn considerablemente mejor que, por ejemplo,
Triton X-100 en términos de velocidad de reaccién y el
rendimiento para la reaccidén de bioconversidn de homofarnesol
a (-)-Ambrox.

Sin desear estar ligado por la teoria, el uso de SDS con
células hospederas microbianas recombinantes puede ser
ventajoso, vya que el SDS podria interactuar ventajosamente
con la membrana de la célula hospedera para hacer a la enzima
SHC (que es una enzima unida a la membrana) mas accesible al
sustrato homofarnesol. Ademéds, la inclusidén de SDS a un nivel
adecuado en la mezcla de reaccién puede mejorar las
propiedades de la emulsidén (homofarnesol en agua) y/o mejorar
el acceso del sustrato homofarnesol a la enzima SHC dentro de
la célula hospedera, mientras que al mismo tiempo, la
prevencidn de la interrupcidn (por ejemplo,
desnaturalizacidén/inactivacidédn de la SHC de tipo salvaje o
enzima variante) .

La concentracién del agente de solubilizacidén (por
ejemplo, SDS) wusado en la reaccidén de bioconversidn es

influenciada por la cantidad de biomasa y la concentracidén de
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sustrato (EEH). Es decir, hay un grado de interdependencia
entre la concentracidén del agente solubilizante (por ejemplo,
SDS), la cantidad de biomasa y la concentracién de sustrato
(EEH) . A manera de ejemplo, vya que la concentracién del
sustrato homofarnesol aumenta, las cantidades suficientes de
biocatalizador y el agente solubilizante (por ejemplo SDS) se
requieren para dque se lleve a cabo una reaccidén de
bioconversién eficiente. Si, por ejemplo, la concentracién
del agente de solubilizacidén (por ejemplo, SDS) es demasiado
baja, se puede observar una conversién de homofarnesol sub-
6ptima. Por otro lado, si, por ejemplo, la concentracidén del
agente de solubilizacidén (por ejemplo, SDS) es demasiado
alta, entonces puede haber un riesgo de que el biocatalizador
sea afectado a través de la interrupcién de la célula
microbiana intacta y/o una desnaturalizacidén/inactivacidén de
la enzima SHC/HAC.

La seleccidén de una concentracién adecuada de SDS en el
contexto de la cantidad de biomasa y la concentracién de
sustrato (EEH) esta dentro del conocimiento de la persona
experimentada. A modo de ejemplo, un modelo de prediccidn
estd disponible para el experimentado en la técnica para
determinar las concentraciones adecuadas de SDS, sustrato
(EEH) y biomasa.

La temperatura de la reaccidén de bioconversidn para una

enzima de SHC de tipo salvaje es de aproximadamente 45-60°C,
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de preferencia 55°C.

El intervalo de pH de la reaccidédn de bioconversidn para
una enzima de SHC tipo salvaje es de aproximadamente 5.0 a
7.0, mas preferentemente de aproximadamente 5.6 a
aproximadamente 6.2, incluso mas preferentemente de
aproximadamente 6.0.

La temperatura de la reaccidén de bioconversidn para una
enzima variante de SHC es de aproximadamente 34°C a
aproximadamente 50°C, de preferencia de aproximadamente 35°C.

El pH de la reaccién de bioconversidédn para una enzima
variante de SHC es de aproximadamente 4.8-6.4, de preferencia
de aproximadamente 5.2-6.0.

De preferencia, el agente de solubilizacidén usado en la
reaccién de bioconversidn es SDS.

La relacidén de [SDS]/[células] estd en el intervalo de
aproximadamente 10:1-20:1, de preferencia de aproximadamente
15:1-18:1, de preferencia de aproximadamente 16:1, cuando la
relacién de biocatalizador a EEH homofarnesol es de
aproximadamente 2:1.

La concentracién de SDS en la reaccidédn de bioconversidn
para una enzima variante de SHC estd en el intervalo de
aproximadamente 1-2%, de preferencia el intervalo de
aproximadamente 1.4 a 1.7%, incluso mas preferentemente de
aproximadamente 1.5%, cuando la concentracidén de homofarnesol

es de aproximadamente 125 g/L EEH y la concentracidén de
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biocatalizador es de 250 g/L (correspondiente a una OD de
aproximadamente 175 (650 nm)).

La relacidén de biocatalizador para el sustrato de EEH
homofarnesol estd en el intervalo de aproximadamente 0.5:1-
2:1, en algunas modalidades 2:1, de preferencia de
aproximadamente 1:1 6 0.5:1.

En algunas modalidades, (-)-Ambrox se produce usando un
biocatalizador al que se adiciona el sustrato de
homofarnesol. Es posible agregar el sustrato por la
alimentacién usando medios conocidos (por ejemplo, bomba
peristédltica, una Jjeringa de infusién vy similares). E1
homofarnesol es un compuesto soluble en aceite vy se
proporciona en un formato de aceite. Dado que el
biocatalizador estd presente en una fase acuosa, la reaccidn
de bioconversidén puede ser considerada como un sistema de dos
fases cuando se adiciona homofarnesol a la mezcla de reaccidn
de Dbioconversién. Este es el caso incluso cuando estéa
presente un agente de solubilizacidén (por ejemplo, SDS).

Otros detalles de las condiciones de ©proceso de
bioconversidén adecuadas se describen en los ejemplos,
expuestos en la presente a continuaciédn.

El proceso de Dbioconversién produce un medio de
bioconversidén que contiene el (-)-Ambrox deseado, y también
un numero de subproductos. Mas particularmente, el medio

ademas contiene, (=) ~Ambrox una mezcla compleja de
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subproductos, incluyendo un nuevo 1isdémero constitucional de
(=) —Ambrox de acuerdo con la férmula (II), asi como los
estereoisdémeros conocidos de (-)-Ambrox de acuerdo con las

férmulas (III) y (IV):

()

iy

El solicitante cree, aungque no tiene intencidén de estar
ligado por ninguna teoria en particular, que el compuesto de
la férmula (II) estd formado por la ciclacién del isdmero
geométrico 7E,3Z de homofarnesol. Se ha descrito como
practicamente inodoro, con un umbral de deteccidén de >500
ng/L.

Como se indicd anteriormente, el solicitante cree que el
compuesto de la férmula (II) es una nueva molécula, y como
tal, este compuesto forma un aspecto adicional de la presente
invencién.

Los 1ingredientes de perfume vy las composiciones de
perfume que consisten de o que comprenden el compuesto (II),
asi como los articulos perfumados que contienen los mismos,
forman aspectos adicionales de la invencidn.

El uso del compuesto de 1la férmula (II) como un
ingrediente de perfume en las aplicaciones de perfumeria,
tales como perfumes finos o composiciones de perfume

funcionales, tales como cuidado personal, cuidado del hogar y
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el cuidado de tejidos, forma aspectos adicionales de la
invencién.

Las mezclas de (-)-Ambrox vy una cantidad aceptable
olfatoria del compuesto (II) forma todavia otro aspecto de la
presente invencidn.

El término “cantidad olfativa aceptable”, como se usa en
la presente, con relacidén al compuesto de la férmula (II), o
cualquiera de los otros subproductos (III) o (IV), o de
hecho, cualguier material gque podria estar presente como
impureza en (-)-Ambrox formado de acuerdo con un método de la
presente invencién, se entiende que significa que el
compuesto o material estd presente en una mezcla con (-)-
Ambrox en una cantidad por debajo de su umbral de deteccidn
de olor, o en una cantidad a la gque no contribuird con sus
caracteristicas olfativas de una manera que afecte el
caracter olfativo de (-)-Ambrox. (-)-Ambrox gque contiene una
cantidad olfativa aceptable de cualquiera de tales compuestos
o material, seria identificable a un perfumista experimentado

como que posee el caracter de olor de calidades comerciales

de (=) —Ambrox, tales Ccomo AMBROF I X™ obtenido por un
procedimiento sintético ex-esclareol y disponible en
Givaudan.

En modalidades preferidas de la presente invencidn, la
mezcla de reaccidn no contiene ninguna, o sustancialmente

ningin, homofarnesol sin reaccionar.
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El solicitante descubrié que el homofarnesol fue un
solvente efectivo ©para (=) —Ambrox, asi como para los
subproductos mencionados del proceso de bioconversidén. Como
tal, en presencia de cantidades apreciables de homofarnesol,
(=) -Ambrox y los subproductos permanecen disueltos juntos en
una mezcla cruda, intratable, de la que es dificil,
prolongado y costoso separar y finalmente aislar el (-)-
Ambrox en la forma olfativamente pura. Reducir el nivel de
homofarnesol sin reaccionar en mezcla con (-)-Ambrox y 1los
compuestos (I1), (III) v (IV) se encontrd que facilita
considerablemente el ©procesamiento corriente abajo vy el
aislamiento/purificacidén de (-)-Ambrox.

El procesamiento corriente abajo, como se apreciard por
los experimentados en la técnica, es una operacidédn critica en
la manufactura de compuestos Utiles formados por procesos de
bioconversidén. Como parte de la sintesis de un compuesto,
puede afectar las propiedades fisicas del compuesto. En el
caso de la preparacidén de ingredientes de perfume por los
métodos de biotecnologia, es deseable que un compuesto blanco
se pueda separar de una mezcla de reaccidén en forma
olfativamente pura para dque las caracteristicas de olor
deseadas del compuesto de destino no sean distorsionadas por
las contribuciones de olor de la mezcla compleja de
contaminantes y subproductos que pueden estar presentes en el

medio de fermentacidn o el biocatalizador.
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Por consiguiente, la invencidén proporciona un método de
aislamiento y purificacidén de (-)-Ambrox desde un medio de
bioconversidén, que comprende uno o mas de los compuestos
(IT), (III) vy (IV).

En aun otro aspecto de la presente invencidn, se
proporciona un método para mejorar o exacerbar el olor de (-

) —Ambrox, que comprende las etapas de separacidn y

purificacién de (-)-Ambrox de un medio de bioconversidn que
contiene uno o més de los compuestos (II), (III) y (IV).

En una forma aislada y purificada, (-)-Ambrox o bien no
contiene cualgquiera de los compuestos (II), (III) o (IV), o

si no contiene ninguno de estos compuestos, entonces cada uno
debe estar presente en una cantidad olfatoria aceptable.

El medio de bioconversidén obtenido del proceso de
bioconversidn descrito anteriormente en la presente,
comprende generalmente una fase sbélida que contiene un (-)-
Ambrox crudo y una fase o fases que consisten de agua liquida
y una fase aceitosa que puede contener cualquier homofarnesol
residual y cualesquiera otras impurezas o subproductos
aceitosos o solubles en aceite. Uno o més de los subproductos
(IT), (III) y (IV) puede estar presente en tal fase aceitosa.

La fase sdélida se puede separar de la fase liquida o
fases por filtracidén, tal como filtracidén centrifuga o
decantacidén. Ademads, y con respecto a la separacidn por

filtracidén, mediante la seleccidn de un filtro con un tamafio
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de malla apropiado, también es posible separar la forma
s6lida de (-)-Ambrox, del material particulado en el medio de
bioconversidn, por ejemplo material celular y/o residuos. La
decantacién, similar a la filtracidén, aprovecha la diferencia
de tamafio de particula entre esta materia particulada y la
forma sélida de (-)-Ambrox para permitir su separacidn, el
restante anterior suspendido en un sobrenadante, que puede
ser desechado, mientras que el uUltimo puede aislarse como un
sedimento, para ser recuperado y, opcionalmente, sometido a
etapas de purificacién adicionales.

Una vez que el (=) —Ambrox se separa del material
particulado, por ejemplo material celular y/o los residuos,
asi como la fase ligquida o fases liquidas, puede ser lavado,
antes de ser sometido a otros procedimientos de preparacidn
para aislar (-)-Ambrox de cualquier impureza restante, tales
como los compuestos (II), (III) y (IV).

En una modalidad particular de la presente invencidn,
este método de aislamiento vy purificacién de (-)-Ambrox
comprende la etapa de cristalizar selectivamente (-)-Ambrox
partir de una mezcla que puede contener uno o mas de 1los
compuestos (II), (III) o (IV), asi como cualesquiera otras
impurezas formadas en el medio de bioconversidn.

La frase “cristalizar selectivamente” se refiere a una
etapa de proceso por la que el (-)-Ambrox se hace cristalizar

a partir de un solvente, mientras que los subproductos, tales
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como los compuestos (II), (III) vy (IV), o cualgquier otra
impureza permanecen disueltos en el solvente de
cristalizacidén, en una medida tal que el material cristalino
aislado contiene solamente (=) -Ambrox, o) si contiene
cualgquiera de los subproductos, tales como 1los compuestos
(IT), (III) o (IV), o cualesquiera otras impurezas, entonces
estdn presentes sélo en cantidades olfativas aceptables.

La cristalizacidén selectiva se puede presentar cuando (-
) —Ambrox cristaliza del medio de bioconversidén, mientras que
cualgquiera de las impurezas, tales como subproductos (II),
(ITT) o (IV) qgque pueden estar presentes en el medio de
bioconversidén, se mantienen en una fase aceitosa. En tal
caso, cualquiera de los compuestos (I1), (ITI) v (IV)
presente en el medio de bioconversidén se puede separar del (-
) -Ambrox cristalino por decantacidén y/o filtracidn y lavarse
durante las mismas etapas de proceso, vya que el (-)-Ambrox
estd siendo separado de cualquier material particulado, tales
como células y residuos celulares.

(=) -Ambrox cristalizada del medio de bioconversidn, se
puede separar por filtracidédn y/o decantacién de la manera
descrita anteriormente. Después de esto, los cristales pueden
ser disueltos en un solvente adecuado, y la solucién
procesarse adicionalmente, también de la manera descrita
anteriormente. En particular, la solucidén puede ser micro-

filtrada para eliminar cualquier material particulado
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residual, tales como células o) residuos celulares;
decolorarse haciéndola pasar sobre un agente de Dblangueo
adecuado; vy/o cristalizarse selectivamente a partir del
solvente para separar el (=) -Ambrox cristalino de 1los
residuos de subproductos, tales como los compuestos (II),
(III) o (IV), o cualesquiera otras impurezas residuales.

La cristalizacidén puede llevarse a cabo en un solvente
organico adecuado. La eleccién del solvente se Dbasa en
consideraciones, tales como diferencias de solubilidad a
temperatura ambiente y a altas temperaturas, o en solvente a
ebullicidén; vy por la necesidad de una gran cantidad de
cristales a recuperar en solvente fresco. Por lo general, un
compuesto a separar se disuelve en un solvente relativamente
polar y luego un solvente relativamente menos polar puede
adicionarse para llevar el compuesto disuelto a su limite de
solubilidad, después de 1lo cual comenzard a cristalizar.
Ademéds, en un proceso industrial, los problemas de costo, asi
como la seguridad de la manipulacién son relevantes. Los
solventes adecuados incluyen, pero no se limitan a metanol,
acetona, éter de petrdleo, hexano, t-butil metil éter, THF vy
acetato de etilo. Los solventes preferidos incluyen alcohol
etilico. También se pueden emplear pares de solventes.

En una modalidad particularmente preferida de 1la
presente invencidén, la cristalizacidn selectiva se lleva a

cabo mediante la disolucidén de la mezcla gque contiene (-)-
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Ambrox y uno o mas de los compuestos (II), (III) y (IV) en
etanol caliente vy permitiendo que (-)-Ambrox cristalice
selectivamente por adicidén lenta de un no solvente, tal como
agua, a la solucidédn etandlica enfriada.

Considerando la estrecha relacidn estructural de (-)-
Ambrox y los compuestos de los subproductos (II), (III) vy
(IV), que son respectivamente un isdmero constitucional y dos
estereoisémeros de (-)-Ambrox, era notable que (-)-Ambrox
pudo cristalizar selectivamente a partir de una mezcla de
este tipo, para proporcionar (-) —Ambrox en forma
olfativamente pura y con altos rendimientos. El experimentado
anticiparia razonablemente que uno o mas de los compuestos
cristalizaria bajo las mismas condiciones o sustancialmente
similares, vya que (-)-Ambrox que hace el procesamiento
corriente abajo mucho mas complejo, consumidor de tiempo vy
costoso, se encontrd que resultd ser el caso.

La manera sorprendentemente facil en la gque (-)-Ambrox
podria separarse de una mezcla que contiene el compuesto
(I1), (ITI) vy/o (IV) por cristalizacidén representa una
ventaja particular de la presente invencidn.

La facilidad con que (-)-Ambrox podria separarse por
cristalizacidén podria ser contrastado con la observacidén de
que (-)-Ambrox no se pudo recuperar de manera facil y en tal
alto rendimiento a partir de una mezcla que contiene (II),

(ITII) y/o (IV) por otras técnicas de purificacién, tales como
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por rectificacidén, debido a los puntos de ebullicién muy
similares de (-)-Ambrox vy los subproductos (II), (III) vy
(IV), o por extraccidn de solvente.

El término ‘“olfativamente puro”, como se usa con
relacién a (-)-Ambrox, se entiende que significa que (-)-
Ambrox es libre de compuestos (II), (III) o (IV), o cualqgquier
otro material encontrado en la mezcla de reaccidn, o que si
tales compuestos o materiales deben estar presentes, estén
presentes en cantidades olfativas aceptables, como se define
tal término en la presente.

En una modalidad de 1la invencién (-)-Ambrox en forma
olfativamente pura contiene menos de 5% en peso de cualquiera
de los compuestos (II), (III) o (IV).

En modalidades mé&s particulares, (=) -Ambrox en forma
olfativamente pura contiene menos de 4%, menos de 3%, menos
de 2%, menos de 1%, menos de 0.9%, menos de 0.8%, menos de
0.7%, menos de 0.6%, menos de 0.5%, menos de 0.4%, menos de
0.3%, menos de 0.2%, menos de 0.1%, o menos de 0.05% en peso
de cada uno de los compuestos (II), (III) o (IV).

La calidad de la separacidén de (-)-Ambrox de la mezcla
de los compuestos (II), (III) y/o (IV) por cristalizaciédn
selectiva puede estar influenciada por la composicidén de 1la
mezcla de la que se separa. Mas particularmente, la calidad
de la separacién de (-)-Ambrox de una mezcla de compuestos

(IT), (III) y/o (IV) por cristalizacidén se mejord cuando la



10

15

20

25

58

relacidén en peso de (-)-Ambrox a los otros compuestos (II),
(III) vy (IV) en la mezcla fue mayor que 70:30, més
particularmente 80:20, mds particularmente 90:10, todavia méas
particularmente 95:5, y aun méds particularmente 97:3.

Ademés, la calidad de 1la separacién de (-)-Ambrox por
cristalizacién puede verse influida por la cantidad de
homofarnesol sin reaccionar presente en la mezcla de la que
se separa. Mas particularmente, se mejora la calidad de 1la
separacién cuando el nivel de homofarnesol sin reaccionar es
menor que 30% en peso, mas particularmente menor que 20% en
peso, mas particularmente menor que 10% en peso, todavia mas

particularmente menor que 5% en peso y todavia mas

w
o°

particularmente menor que en peso, todavia mas

2

en peso, v aun méas

o©

particularmente menor que 2
particularmente menor que 1% en peso, basado en el peso de la
mezcla de la que (-)-Ambrox se cristaliza.

De preferencia, los reactivos y condiciones de reaccidn
empleados en el proceso de Dbioconversidn de 1la presente
invencidén son tales que la reaccidén procede con 100% de
conversiétn de homofarnesol, o) sustancialmente asi, no
dejando, de esta manera, homofarnesol sin reaccionar en el
medio de bioconversidén. Sin embargo, si estd presente el
homofarnesol sin reaccionar, aunque econémicamente
desventajoso, se puede separar a partir de (-)-Ambrox y otros

subproductos por destilacidén, o los lavarse los cristales de
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(=) -Ambrox con un solvente adecuado, por ejemplo.

Por consiguiente, en una modalidad particular de 1la
invencién, se proporciona un método de aislamiento vy
purificacién de (-)-Ambrox de una mezcla que comprende uno O
mas de los compuestos (II), (III) y (IV), cuya mezcla esté
libre, o sustancialmente libre, de homofarnesol.

En una modalidad mé&s particular, el aislamiento vy
purificacién de (-)-Ambrox de una mezcla que comprende uno o
méds de los compuestos (I1), (I11) v (IV), vy libre o
sustancialmente libre de homofarnesol, se consigue mediante
la cristalizacidén selectiva de (-)-Ambrox.

(=) -Ambrox obtenido de acuerdo con un método de la
presente invencidén se obtiene en la forma olfativamente pura.
(=) -Ambrox olfativamente puro forma otro aspecto de 1la
presente invenciédn.

(=) -Ambrox en la forma cristalina forma aun otro aspecto
de la presente invenciédn.

(=) -Ambrox formado de acuerdo con el método de la
presente invencién se puede mezclar con uno O mas
ingredientes de perfume para formar composiciones de perfume
que encuentran uso en aplicaciones de perfumeria, incluyendo
el uso en perfumeria fina, asi como su uso en productos de
consumo, tales como cuidado personal, cuidado de las telas vy
aplicaciones para el cuidado del hogar.

Por consiguiente, la invencidn proporciona, en otro de
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sus aspectos, una composiciédn de perfume que comprende (-)-

Ambrox y por lo menos otro ingrediente de perfume, en donde

la composicidén de perfume contiene cantidades olfativas

aceptables de uno o méds de los compuestos (II), (III) o (IV).
EJEMPLOS

Ejemplo 1:

Preparacidén de homofarnesol

Condiciones generales de analisis:

GC/MS no polar: 50°C/2 minutos, 20°C/min 200°C, 35°C/min
270°C. GC/MS Agilent MSD 5975C con el sistema de GC HP 7890A
Series. Columna no polar: BPX5 de SGE, 5% de fenilo 95% de
dimetilpolisiloxano 0.22 mm x 0.25 mm x 12 m. Gas portador:
helio. Temperatura del inyector: 230°C. Divisién 1:50. Flujo:
1.0 mL/min. Linea de transferencia: 250°C. MS-cuadrupolo:
106°C. MS-fuente: 230°C.

A) Preparacién de MNU en THF

Una solucidén de urea (175 g, 2.9 mol) y clorhidrato de
metilamina (198 g, 2.9 mol) en agua (400 ml) se calienta a
reflujo (105°C) durante 3.5 h con agitacién. A 40°C, se
adiciona NaNO, (101 g, 1.45 mol) disuelto en agua (200 ml).
Después de 15 minutos, se adiciona THF (1,000 ml) que resulta
en una mezcla de 2 fases transparente. Se adiciona H,SO,
concentrado (110 g, 1.1 mol) a 0-5°C y agitando dentro de 1.5
h. Después de otra 0.5 h a 0-5°C, las dos fases transparentes

se separan a 25°C. La fase orgéanica (A) (1065 ml,
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tebricamente 1.35 M) se almacena durante unos pocos dias a 0-
5°C o) se reenvia inmediatamente al reactor de
ciclopropanacién.

Después de la separacidén de fases, la fase acuosa se
extrae dos veces con THF (2 x 1 L). Esto da 1,100 mL de 1la
fase B y 1,075 de la fase C. Considerando que la fase A da
una conversidén de 51% de un algqueno terminal a un
ciclopropano en una reaccidén de ciclopropanacidn subsecuente,
la fase B proporciona <0.5% de ciclopropano y la fase C no
proporciona ninguna conversién detectable. Se concluye que
>99% de MNU se extrae después de la primera separacidédn de
fases. Por 1lo general, por lo tanto, 1la fase acuosa se
desecha después de la primera separacidén de fases (de fase
organica A) después del tratamiento con KOH acuoso
concentrado y acido acético.

B) Preparacidén de E-A-farneseno usando MNU en THF

IS

Se adiciona N-metil-N-nitroso urea 1.35 M en THF (136

mL, 184 mmol) gota a gota a 0°C a wuna mezcla agitada
rapidamente de E-beta-farneseno (CAS 18794-84-8) (25 g, 122
mmol) y KOH acuoso (50 ml, 40%) a 0-5°C. Después de la
adicién de 4 mL de la solucidén de MNU, se adiciona Pd(acac):

(7.4 mg, 0.024 mmol, 0.02%) pre-disuelto en 0.5 ml de

diclorometano. La solucién de MNU restante se adiciona
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durante 4 h a 0-5°C. Una GC en esta etapa mostrd 28% de E-

¢

beta-farneseno no convertido, 65% del monociclopropano

o°

deseado (mostrado anteriormente) y 3 de un compuesto
bisciclopropanado 5. Después de 16 h a 25°C, se adiciona
dcido acético (100 mL) a 0-5°C, a continuacién, terc-butil
metil éter (250 ml). Después de la separacidén de fases, la
fase orgénica se lava con HCl1 2 M (250 mL) y la fase acuosa
se extrae con terc-butil metil éter (250 ml). Las capas
orgdnicas combinadas se lavan con agua (2 x 100 mL), NaOH
acuoso al 10% (2 x 100 mL) y agua (2 x 100 ml), se seca sobre
MgSO4, se filtra y se concentra para dar 26.9 g de un ligquido
ligeramente amarillo que contiene 9% de E-beta-farneseno, 82%
del compuesto monociclopropano deseado y 6% de un producto
secundario bisciclopropanado.

El compuesto deseado se puede aislar aun mas por
purificacién por destilacién.

La adicidén de 1 g de KyCO3 (1 g) y la destilacidén en una
columna de bobina de acero de 30 cm a 40-60 mbar proporciona
147 g de del compuesto monociclopropano (68% corr) a 135-
145°C. Las fracciones se agruparon para dar 92 g del
compuesto monociclopropano de 100% de pureza.

Los datos analiticos de E-A-farneseno:

RMN-'H (CDCl;, 400 MHz): 5.1 (2 m, 2 H), 4.6 (2 H), 2.2
(2 H), 2.1 (4 H), 2.0 (2 H), 1.7 (s, 3 H), 1.6 (2 s, 6 H),

1.3 (1 H), 0.6 (2 H), 0.45 (2 H) ppm. RMN-13C (CDCls, 400
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MHz): 150.9 (s), 135.1 (s), 131.2 (s), 124.4 (d), 124.1 (d),
106.0 (t), 39.7 (t), 35.9 (t), 26.7 (t), 25.7 (q9), 17.7 (qa),

16.0 (d), 6.0 (t) ppm. GC/MS: 218 (2

o°

, M+), 203 (5%, [M-
15+]), 175 (11%), 147 (31%), 134 (15%), 133 (20%), 121 (12%),
107 (55%), 95 (16%), 93 (30%), 91 (20%), 82 (11%), 81 (33%),
79 (42%), 69 (100%), 67 (22%), 55 (20%), 53 (21%), 41 (75%).
IR (pelicula): 3081 (w), 2967 (m), 2915 (m), 2854 (m), 1642
(m), 1439 (m), 1377 (m), 1107 (w), 1047 (w), 1018 (m), 875
(s), 819 (m), 629 (w). Anadlisis calculado para CigHys: C,
88.00; H, 12.00. Encontrado: C, 87.80; H, 12.01.

C) Preparacién de (7E)-4,8,12-trimetiltrideca-3,7,11-trien-1-

ol ((7E)-homofarnesol)

Una mezcla de (E)-(6,10-dimetilundeca-1,5,9-trien-2-
il)ciclopropano (E-A farneseno) (1 g, 4.6 mmol), dodecano
(0.2 g, 1.15 mmol, estandar interno) y é&acido L-(+)-tartarico
(1L g, 6.9 mmol) en un tubo de presidén se calienta Dbajo
agitacidén a 150°C. Después de 18 h y la conversién completa
(de acuerdo con GC), la mezcla se vierte en agua (50 mL) vy
tolueno (50 mL). Las fases se separaron y la fase acuosa se
extrae con tolueno (50 mL). Las capas organicas combinadas se
lavan con Na,CO; acuoso concentrado (50 mL) y NaCl concentrado
(2 x 50 ml), se secan sobre MgSO,, se filtran y se evaporan a
presidén reducida para dar una resina de color café (1.35 qg)
que se mezcla con KOH acuoso al 30% (4.3 ml) y se agita a

25°C durante 2 h. El andlisis de GC revela la formacién de
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96% de (7E)-4,8,12-trimetiltrideca-3,7,1l-trien-1-0l de
acuerdo con el estadndar interno. Relacidén E/Z 68:22. Los
datos analiticos del isbmero E son consistentes con los de la
literatura, ver, por ejemplo, P. Kocienski, S. Wadman J. Org.
Chem. 54, 1215 (1989).

Ejemplo 2

Preparacidén del plésmido SHC y produccidén de biocatalizador

Preparacidén del plasmido de SHC

El gen que codifica escualeno hopeno ciclasa de
Alicyclobacillus acidocaldarius (AacSHC) (GenBank M73834,
Swissprot P33247) se insertd en el plésmido pET-28a(+), en
donde estd bajo el control de un promotor T7 inducible IPTG
para la produccién de proteina en Escherichia coli. E1
plédsmido se transformé en la cepa de E. coll BL21(DE3) usando
un protocolo estéandar de transformacién de choque térmico.

Cultivos en matraz Erlenmeyer

Para la produccidén de proteinas se usaron ya sea medio
rico (medio LB) o medio minimo. M9 es un ejemplo del medio
minimo, gque se usaron con éxito.

Preparacidén del medio

El medio minimo elegido como predeterminado se prepard
como sigue para el cultivo de 350 mL: a 35 mL de é&cido
citrico/reserva de fosfato (133 g/L de KH;PO4, 40 g/L de
(NHy) ,HPO,, 17 g/g de &cido citrico - H,O con pH ajustado a

6.3) se adicionaron 307 mL de H;O0, el pH se ajustd a 6.8 con
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NaOH al 32% conforme se requirid. Después del tratamiento en
autoclave de 0.850 mL de MgSO, al 50%, se adicionaron 0.035
mL. de solucién de elementos traza (composiciébn en 1la
siguiente seccién), 0.035 mL de solucidn de tiamina y 7 mL de
glucosa al 20%.

Produccidn de biocatalizador de SHC (produccidn de

biocatalizador)

La produccién de biocatalizador a pequefia escala (de SHC
de tipo salvaje o variantes de SHC), 350 mL de cultivo (medio
suplementado con 50 ug/mL de canamicina) se inocularon a
partir de un pre-cultivo de la cepa BL21 de E. coll (DE3) que
contiene el plasmido de produccidén SHC. Las células se
cultivaron a una densidad oéptica de aproximadamente 0.5 (ODgso
nm) a 37°C con agitacidédn constante (250 rpm).

La produccién de la proteina después se indujo por la
adicién de IPTG a una concentracidédn de 300 uM seguido de
incubacién durante otras 5-6 horas con agitacidén constante.
La biomasa resultante se colectd finalmente por
centrifugacidén, se lavd con amortiguador Tris-HC1 50 mM, pH
7.5. Las células se almacenaron en forma de pelotillas a 4°C
o -20°C hasta su uso posterior. En general, 2.5 a 4 gramos de
células (peso humedo) se obtuvieron de 1 litro de cultivo,
independientemente del medio usado.

La fermentacidén se prepard y se corridé en 750 mL de

reactores InforsHT. Al recipiente de fermentacidédn se adiciond
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168 mL de agua desionizada. El recipiente de reaccidén estaba
equipado con todas las sondas requeridas (pO,, pH, muestreo,
antiespumantes), C+N de alimentacidén y botellas de hidrdéxido
de sodio y se tratd en autoclave. Después de la autoclave,
los siguientes ingredientes se adicionan al reactor:

20 mL de amortiguador de fosfato/&dcido citrico 10x

14 mL de glucosa al 50%

0.53 mL de solucidén de MgSO4

2 mL de solucidén de (NHz) 2S04

0.020 de solucidén de elementos traza

0.400 mL de solucidén de tiamina

0.200 mL de solucidén madre de canamicina

Las condiciones de reaccidén se establecen como sigue:
pH=6.95, pO, = 40%, T = 30°C, agitacién a 300 rpm. Cascada:
punto de ajuste de rpm a 300, minimo 300, maximo 1000, punto
de ajuste de flujo de L/minuto 0.1, minimo 0, méximo 0.6.
Control de Antiespuma: 1:9.

El fermentador se inoculdé de un cultivo de siembra a un
ODgsg nm de 0.4-0.5. Este cultivo de siembra se cultivd en
medio LB (+ canamicina) a 37°C, 220 rpm durante 8 h. La
fermentacién se 1llevd a cabo primero en el modo por lotes
durante 11.5 h, en donde después de gque se 1inicidé 1la
alimentacién de C+N con una solucidén de alimentacidn
(solucidén de glucosa esterilizada (143 mL de H,O + 35 g de

glucosa) a la que se habia adicionado después de la
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esterilizacién: 17.5 mL de solucidédn de (NHy),S04, 1.8 mL de
solucién de MgSO,, 0.018 mL de solucidédn de elementos traza,
0.360 mL de solucién de tiamina, patrén de 0.180 mL de
canamicina. La alimentacidén se realizd a una velocidad de
flujo constante de aproximadamente 4.2 mL/h. Las mediciones
de glucosa y NH;* se realizaron externamente para evaluar la
disponibilidad de las fuentes de C- y N- en el cultivo. Por
lo general, los niveles de glucosa se mantienen muy bajos.

Los cultivos se crecieron durante un  total de
aproximadamente 25 horas, en donde alcanzaron tipicamente un
ODgsp nm de 40-45. La produccién de SHC se inicid adicionando
IPTG a una concentracién final de aproximadamente 1 mM en el
fermentador (como pulso de IPTG o durante un periodo de 3-4
horas usando una Jjeringa de infusidn), ajustando la
temperatura a 40°C y pO, a 20%. La induccidén de la produccidn
de SHC duré 16 h a 40°C. Al final de 1la induccidén se
colectaron las células por centrifugacién, se lavaron con
amortiguador de &cido citrico/citrato de sodio 0.1 M, pH 5.4
y se almacenaron en forma de pelotillas a 4°C 6 -20°C hasta
Su uso posterior.

Resultados la

En general, con todas las otras condiciones sin cambios,
la actividad especifica del Dbiocatalizador producido fue
superior cuando se usd un medio minimo en comparacidén con un

medio rico.
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La induccién se llevd a cabo con éxito en 30 & 37°C. Se

observé que cuando la induccidén se realizd a 40-43°C, se
obtuvo un biocatalizador de mayor actividad especifica.

Resultados 1Ib

La siguiente Tabla 1 muestra para dos ejemplos del

volumen de cultivo, la densidad éptica y cantidad de células

tanto en el inicio de la induccidén y la induccidédn final, asi
como la cantidad de biomasa colectada (peso humedo) .
Tabla 1
Volumen ODsgs0 células Volumen ODgs0 células
induccién | induccién | calculadas | induccidén | induccidén | colectadas
de inicio | de inicio (g9) final final (9)
(mL) (mL)
Ejemplo 1 | 273 40 10.9 342 55 28
Ejemplo 2 | 272 44 12.0 341 57 23
ODg¢sonm @ la inoculacidén: 0.45 (Ejemplo 1) y 0.40 (Ejemplo 2).

Volumenes de partida: 205 mL.

Secuencia de aminoacido de SHC de tipo salvaje (SEC ID No. 1)

(GenBank M73834, Swissprot P33247)

MAEQLVEAPAYARTLDRAVEYLLSCQKDEGYWWGPLLSNVTMEAEYVLLCHILDRVDRDRMEKIRRYLLHEQREDGTWALY
PGGPPDLDTTIEAYVALKYIGMSRDEEPMOKALRFIQSQGGIESSRVFTRMWLALVGEYPWEKVPMVPPEIMFLGKRMPLN
IYEFGSWARATWALSIVMSROQPVFPLPERARVPELYETDVPPRRRGAKGGGGWIFDALDRALHGYQKLSVHPFRRAAEIR
ALDWLLERQAGDGSWGGIQPPWEFYALIALKILDMTQHPAFIKGWEGLELYGVELDYGGWMFQASISPVWDTGLAVLALRAA
GLPADHDRLVKAGEWLLDRQITVPGDWAVKRPNLKPGGFAFQFDNVYYPDVDDTAWVWALNTLRLPDERRRRDAMTKGER
WIVGMQSSNGGWGAYDVDNTSDLPNHIPFCDFGEVTDPPSEDVTAHVLECEFGSFGYDDAWKVIRRAVEYLKREQKPDGSWE
GRWGVNYLYGTGAWSALKAVGIDTREPYIQKALDWVEQHONPDGGWGEDCRSYEDPAYAGKGASTPSQTAWALMALIAGG

RAESEAARRGVQYLVETQRPDGGWDEPYYTGTGFPGDEYLGYTMYRHVFPTLALGRYKQAIERR
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Secuencia de aminoacido de F601Y SHC variante (SEC ID NO. 2)

- variante con respecto a la SEC ID No. 1

MAEQLVEAPAYARTLDRAVEYLLSCQKDEGYWWGPLLSNVTMEAEYVLLCHILDRVDRDRMEKIRRYLLHEQREDGTWALY
PGGPPDLDTTIEAYVALKYIGMSRDEEPMOKALRFIQSQGGIESSRVFTRMWLALVGEY PWEKVPMVPPEIMEFLGKRMPLN
IYEFGSWARATWALSIVMSRQPVFPLPERARVPELYETDVPPRRRGAKGGGGWIFDALDRALHGYQKLSVHPFRRAAEIR
ALDWLLERQAGDGSWGGIQPPWFYALTIALKILDMTQHPAFIKGWEGLELYGVELDYGGWMEFQASISPVWDTGLAVLALRAA
GLPADHDRLVKAGEWLLDRQITVPGDWAVKRPNLKPGGFAFQFDNVYYPDVDDTAWVWALNTLRLPDERRRRDAMTKGER
WIVGMQSSNGGWGAYDVDNTSDLPNHIPFCDFGEVTDPPSEDVTAHVLECFGSFGYDDAWKVIRRAVEYLKREQKPDGSWE
GRWGVNYLYGTGAWSALKAVGIDTREPYIQKALDWVEQHQONPDGGWGEDCRSYEDPAYAGKGASTPSQTAWALMALIAGG

RAESEAARRGVQYLVETQRPDGGWDEPYYTGTGYPGDEFYLGYTMYRHVEFPTLALGRYKQATERR

Secuencia de nucledtidos F605W SHC variante (SEC ID NO. 3)

ATGGCTGAGCAGTTGGTGGAAGCGCCGGCCTACGCGCGGACGCTGGATCGCGCGGTGGAGTATCTCCTCTCCTGCCAAAAG
GACGAAGGCTACTGGTGGGGGCCGCTTCTGAGCAACGTCACGATGGAAGCGGAGTACGTCCTCTTGTGCCACATTCTCGAT
CGCGTCGATCGGGATCGCATGGAGAAGATCCGGCGGTACCTGTTGCACGAGCAGCGCGAGGACGGCACGTGGGCCCTGTAC
CCGGGTGGGCCGCCGGACCTCGACACGACCATCGAGGCGTACGTCGCGCTCAAGTATATCGGCATGTCGCGCGACGAGGAG
CCGATGCAGAAGGCGCTCCGGTTCATTCAGAGCCAGGGCGGGATCGAGTCGTCGCGCGTGTTCACGCGGATGTGGCTGGCG
CTGGTGGGAGAATATCCGTGGGAGAAGGTGCCCATGGTCCCGCCGGAGATCATGTTCCTCGGCAAGCGCATGCCGCTCAAC
ATCTACGAGTTTGGCTCGTGGGCTCGGGCGACCGTCGTGGCGCTCTCGATTGTGATGAGCCGCCAGCCGGTGTTCCCGCTG
CCCGAGCGGGCGCGCGTGCCCGAGCTGTACGAGACCGACGTGCCTCCGCGCCGGCGCGGTGCCAAGGGAGGGGGTGGGTGG
ATCTTCGACGCGCTCGACCGGGCGCTGCACGGGTATCAGAAGCTGTCGGTGCACCCGTTCCGCCGCGCGGCCGAGATCCGC
GCCTTGGACTGGTTGCTCGAGCGCCAGGCCGGAGACGGCAGCTGGGGCGGGATTCAGCCGCCTTGGTTTTACGCGCTCATC
GCGCTCAAGATTCTCGACATGACGCAGCATCCGGCGTTCATCAAGGGCTGGGAAGGTCTAGAGCTGTACGGCGTGGAGCTG
GATTACGGAGGATGGATGTTTCAGGCTTCCATCTCGCCGGTGTGGGACACGGGCCTCGCCGTGCTCGCGCTGCGCGCTGCG
GGGCTTCCGGCCGATCACGACCGCTTGGTCAAGGCGGGCGAGTGGCTGTTGGACCGGCAGATCACGGTTCCGGGCGACTGG
GCGGTGAAGCGCCCGAACCTCAAGCCGGGCGGGTTCGCGTTCCAGTTCGACAACGTGTACTACCCGGACGTGGACGACACG
GCCGTCGTGGTGTGGGCGCTCAACACCCTGCGCTTGCCGGACGAGCGCCGCAGGCGGGACGCCATGACGAAGGGATTCCGC
TGGATTGTCGGCATGCAGAGCTCGAACGGCGGTTGGGGCGCCTACGACGTCGACAACACGAGCGATCTCCCGAACCACATC
CCGTTCTGCGACTTCGGCGAAGTGACCGATCCGCCGTCAGAGGACGTCACCGCCCACGTGCTCGAGTGTTTCGGCAGCTTC
GGGTACGATGACGCCTGGAAGGTCATCCGGCGCGCGGTGGAATATCTCAAGCGGGAGCAGAAGCCGGACGGCAGCTGGTTC
GGTCGTTGGGGCGTCAATTACCTCTACGGCACGGGCGCGGTGGTGTCGGCGCTGAAGGCGGTCGGGATCGACACGCGCGAG
CCGTACATTCAAAAGGCGCTCGACTGGGTCGAGCAGCATCAGAACCCGGACGGCGGCTGGGGCGAGGACTGCCGCTCGTAC

GAGGATCCGGCGTACGCGGGTAAGGGCGCGAGCACCCCGTCGCAGACGGCCTGGGCGCTGATGGCGCTCATCGCGGGLGGL
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AGGGCGGAGTCCGAGGCCGCGCGCCGCGGCGTGCAATACCTCGTGGAGACGCAGCGCCCGGACGGCGGCTGGGATGAGCCG
TACTACACCGGCACGGGCTTCCCAGGGGATTGGTACCTCGGCTACACCATGTACCGCCACGTGTTTCCGACGCTCGCGCTC

GGCCGCTACAAGCAAGCCATCGAGCGCAGGTGA

Secuencia de aminoacidos F605W SHC variante (SEC ID No. 4) -

variante con respecto a la SEC ID No. 1

MAEQLVEAPAYARTLDRAVEYLLSCQKDEGYWWGPLLSNVTMEAEYVLLCHILDRVDRDRMEKIRRYLLHEQREDGTWALY
PGGPPDLDTTIEAYVALKYIGMSRDEEPMOKALRFIQSQGGIESSRVFTRMWLALVGEY PWEKVPMVPPEIMEFLGKRMPLN
IYEFGSWARATVVALSIVMSRQPVFPLPERARVPELYETDVPPRRRGAKGGGGWIFDALDRALHGYQKLSVHPFRRAAETIR
ALDWLLERQAGDGSWGGIQPPWFYALTIALKILDMTQHPAFIKGWEGLELYGVELDYGGWMFQASISPVWDTGLAVLALRAA
GLPADHDRLVKAGEWLLDRQITVPGDWAVKRPNLKPGGFAFQFDNVYYPDVDDTAVVVWALNTLRLPDERRRRDAMTKGER
WIVGMQSSNGGWGAYDVDNTSDLPNHIPFCDFGEVTDPPSEDVTAHVLECFGSFGYDDAWKVIRRAVEYLKREQKPDGSWE
GRWGVNYLYGTGAVVSALKAVGIDTREPYIQKALDWVEQHONPDGGWGEDCRSYEDPAYAGKGASTPSQTAWALMALIAGG

RAESEAARRGVQYLVETQRPDGGWDEPYYTGTGFPGDWYLGYTMYRHVFPTLALGRYKQAIERR

Ejemplo 3a

Bioconversidén de mezcla de 7E, 3E/Z-homofarnesol

La bioconversién se llevd a cabo usando las siguientes
condiciones de reaccidn:

La reaccidén (150.1 g de wvolumen total) corrida en
amortiguador de &acido citrico/citrato de sodio 0.1 M, pH 5.4
en un fermentador InforsHT de 750 mL contuvo 146 g/L de
homofarnesol total usando un sustrato de homofarnesol, que
fue una mezcla de 7E,3E:7E,3Z de 86:14, de 250 g/L de células
(formadas de acuerdo con el método del Ejemplo 2,
fermentacién) y 1.55% de SDS. La reaccidén se corrid a 35°C
con agitacidédn constante (900 rpm), el control de pH se
realizdé usando acido citrico al 10 a 40% en agua.

La mezcla de reaccidédn se sometid a aislamiento vy
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purificacién como se expone en el Ejemplo 4, a continuaciédn.
Ejemplo 3b
La bioconversidén de la mezcla de 7E, 3E/Z-homofarnesol

La bioconversiédn se llevd a cabo usando las siguientes
condiciones de reaccidn:

Una reaccidédn (volumen total 2.5 mL) se llevd a cabo con
agitacién vigorosa (800 rpm) a 50°C y pH 6.0 en amortiguador
de 4cido citrico/citrato de sodio 0.1 M en un recipiente de
reaccién de vidrio de 11 mL en un aparato Heidolph Synthesis
1. La reaccién contuvo 1 g/L, E,E-homofarnesol (de una
reserva de Homofarnesol de relacidédn EE:EZ de 86:14), las
células que habian producido la enzima SHC de tipo salvaje de
acuerdo con el método descrito en el Ejemplo 2 a una ODgsoun de
30 y 0.12% de SDS. Aproximadamente 48 h después del inicio de
reacciédn, la conversioén de E,E-homofarnesol fue de
aproximadamente 60%.

Cuando la reaccién se enfrid a temperatura ambiente, los
cristales de Ambrofix aparecieron en el andlisis microscépico
de una muestra tomada de la mezcla de reaccién. Una adicidn
adicional de células equivalente a un aumento en ODgsonm por 10
y una incubacién adicional durante 24 horas permitidé 1la
conversiédn completa de E,E-homofarnesol. La observacidn
microscdépica de una muestra de la mezcla de reaccidn indicd
la presencia de un mayor numero de cristales de Ambrofix.

La reaccidn también se llevd a cabo en un fermentador de
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750 mL InforsHT en 150.1 g de wvolumen total a pH 6.0 en
amortiguador de &cido <citrico/citrato de sodio 0.1 M. La
reaccidén contuvo 1 g/l de E,E-Homofarnesol, 0.12% de SDS vy
las células habian producido SHC de tipo salvaje a 118 g/L de

peso humedo y se incubaron a 50°C con agitacién vigorosa (700

rpm) . Aproximadamente 30 horas después del inicio de la
reaccién, la conversioén de E,E-homofarnesol fue de
aproximadamente 85%. La observacién microscdpica de una

muestra de la mezcla de reaccidén permitié la identificacidn
de cristales de Ambrofix. El homofarnesol se adiciond de
nuevo a un equivalente de 1 g/L y la reaccidn se corrid
durante aproximadamente 50 horas adicionales; las células se
adicionaron también al equivalente de 32 g/L (peso humedo).
Aproximadamente 66 horas de tiempo de reaccidén total, la
conversién de E,E-homofarnesol fue de aproximadamente 85%. La
observacidén microscépica de la mezcla de reaccidn permitid la
observacién de un aumento en el numero de cristales de
Ambrox.
Ejemplo 4

El proceso de corriente descendente general se establece
en la Figura 4, a continuacién, por referencia.

En una primera etapa, el medio de Dbioconversidén se
calienta a wuna temperatura de aproximadamente 80 a 85°C
durante un periodo de aproximadamente 15 minutos, la fusién

de los cristales de (-)-Ambrox. El (-)-Ambrox, que es liquido
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en esta etapa, se recristaliza por enfriamiento del medio de
reaccién a una temperatura de 20°C a una velocidad de
aproximadamente 5°C por hora.

En una segunda etapa, después de que (-)-Ambrox ha
cristalizado, los cristales se separan del medio de
bioconversidén por filtracidédn. La filtracidén se lleva a cabo
en una centrifuga de tamiz continuo (Siebtechnic H250) con un
tamafio de tamiz de 100 micrdémetros. La centrifuga se opera a
una aceleracién de 2028 G, y una velocidad de alimentacidén de
430 kg/hora. Debido a la diferencia de tamafio significativa
entre los cristales y residuos de células, la mayoria de los
cristales son retenidos en el tamiz, y se pueden lavar con
agua y colectarse mecédnicamente por medio de un cuchillo
provisto para tal propdbdsito.

En una tercera etapa, el filtrado de la segunda etapa se
alimenta a un decantador continuo configurado para separar
los residuos celulares, retenidos en el sobrenadante, de
cualgquier cristal que pasd a través del filtro en la etapa 2,
que se sedimentan en el aparato de decantador como un
sedimento. E1 decantador se opera a 1170 G y una velocidad de
alimentacién de 370 kg/hora. Los cristales colectados en el
decantador se lavan con agua, y se combinan con los cristales
obtenidos en la etapa 2. Los cristales combinados se lavan y
se decantan estaticamente para eliminar los residuos de

células residuales en el sobrenadante, vy los cristales
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lavados estédn listos para el procesamiento adicional.

En una cuarta etapa, los cristales lavados se vuelven a
solubilizar con etanol (grado técnico al 96%) en una cantidad
de 1 masa de cristales a 4 masa de etanol. La solucidn se
filtra sobre un filtro sub-micrométrico (0.0 a 1.0
micrémetros, KDS15) a temperatura ambiente y 1 Dbar de
presidn, antes de filtrarse de nuevo a través de un filtro de
0.22 micrdémetros.

El extracto de (-)-Ambrofix asi formado puede ser
sometido a otras etapas de desodorizacidén y decoloraciédn,
como sigue.

La solucién etandlica se concentrd a sequedad al wvacio.
El concentrado se volvidé a disolver en etanol desnaturalizado
de grado industrial y se adicionaron, bajo agitacidbén, un
agente de Dblanqueo (Tonsil 412FF) ademés de un agente de
filtracién de tierra de diatomaceas (CELATOM FW 50). La
mezcla se sometidé a reflujo a 80-85°C bajo agitacidén durante
30 minutos, antes de enfriar a 55-60°C. La mezcla se filtrd
sobre un filtro de 25 micrdémetros ©para eliminar 1los
materiales sdélidos.

E1l alcohol desnaturalizado en exceso se elimina de la
solucién Dblanqueada clarificada por destilacidén a presidn
atmosférica. Después se alimenta agua a la solucidn caliente
y la mezcla resultante se agita durante 15 minutos a 75-80°C.

El (-)-Ambrox se cristalizd por enfriamiento gradual de esta
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solucién hasta -10 a -15°C. El (-)-Ambrox cristalizado se
separd por filtracidén y se secd en un horno al wvacio (50-
60°C; 1-5 mbar) .

Ejemplo 5a

Procesamiento corriente abajo: Comparacidén de la separacidn

s6lido-liquido y la extraccidén de tolueno como un medio para

aislar selectivamente (-)-Ambrox del medio de bioconversidn

Se extrajeron 200 mL del medio de bioconversidén
inactivado con MTBE vy se analizaron por cromatografia de
gases.

Separacidédn sdélido-liquido

Se centrifugaron 200 mL de medio de Dbioconversidn
inactivado para separar el sbélido de la fase liquida (Sorvall
GS3, 5000 rpm, 10 min, 10°C). Esto separd aproximadamente 80
ml de pelotillas de sélido de aproximadamente un sobrenadante
liquido de 120 mL. El sobrenadante se retird, se extrajo con
MTBE y se analizdé por cromatografia de gases. Del mismo modo,
la pelotilla se extrajo con MTBE y el extracto de MTBE se
analizé por cromatografia de gases.

Extraccidén con tolueno

Se extrajeron 200 mL de medio de bioconversidén con 45 mL
de tolueno 6x. Se colectd la fase orgénica y se filtrd para
eliminar los residuos de células. El1 tolueno arrastrd, y el
residuo se disolvidé en MTBE, antes de ser analizados por

cromatografia de gases.
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Andlisis

Los resultados del andlisis de GC se representan en la
Figura 3, a continuacidén. De los resultados es evidente que
la fase sélida colectada por centrifugacidédn contuvo niveles
muy altos de (-)-Ambrox, vy cantidades muy bajas de 1los
subproductos II, III y IV. Por otra parte, el extracto de
tolueno no se enriquecid en (-)-Ambrox en comparacidén con el
medio de Dbioconversién crudo. Los resultados indican que
mientras que (-)-Ambrox cristaliza a partir del medio de
bioconversidén; los compuestos estructuralmente relacionados
(I1), (ITI) vy (IV) permanecen en la fase 1liquida. Los
residuos de (II), (III) vy (IV) que se encontraron en el
andlisis de la fase sdélida fueron simplemente residuos que
podrian removerse con un lavado a fondo de la fase sdélida.
Ejemplo Sb
Analisis sensorial

Propbsito: Llevar a cabo un analisis sensorial de (-)-Ambrox

y los compuestos (II), (ITII) y (IV) formado en el material en

bruto y en el material cristalizado.

La biotransformacidén de E,E-homofarnesol, resulta en (-
) —Ambrox y el compuesto (IV).

La biotransformacidédn de E,Z-homofarnesol resulta en el
compuesto de éter macrociclico (II) y el compuesto epi-Ambrox (III).

Una mezcla en bruto de (-)-Ambrox comprende el (-)-

Ambrox deseado, el compuesto (II), (III) y (IV) presente en
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una cantidad de 87.1% en peso, 2.8% en peso, 2.5% en peso y
7.6% en peso respectivamente.

Cuando una mezcla en bruto se cristaliza selectivamente
(escala de laboratorio), el material cristalizado, cuando se
analiza por cromatografia de (gases, tiene los mismos
componentes que la mezcla en bruto, pero estdn presentes en
una cantidad de 99.1% en peso, 0.1% en peso, 0.1% en peso y
0.7% en peso respectivamente. Los residuos de (II), (III) vy
(IV) se cree que son residuos aceitosos wunidos a 1los
cristales de (-)-Ambrox.

Los resultados analiticos sensoriales fueron como sigue:

(=) -Ambrox: Umbral de olor 0.2 ng/L.

Compuesto (IV) : débil, IsoE, a madera, umbral de
deteccidén de GC 5-10 ng.

Compuesto (II): “inodoro” (umbral GC >500 ng).

Compuesto (III): Umbral GC aproximadamente 10x mayor que
(=) —Ambrox (circa 2 ng).

El andlisis sensorial de los 3 subproductos (compuestos

IT, IIT y IV) indica un olor més débil que el de (-)-Ambrox.
De hecho, el olor de epi-Ambrox (Compuesto III) es
aproximadamente 10 veces mas débil que (-)-Ambrox gque sugilere

que es esencialmente inodoro.
El andlisis sensorial demostrd que la remocidn de uno o
mas compuestos de subproductos de (-)-Ambrox puede mejorar el

olor del compuesto restante (es decir () Ambrox), incluso si
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los compuestos removidos son en realidad compuestos inodoros
per se. Esto es, se observdé un mejoramiento de olor de Ambrox
en términos de pureza olfativa, como se determina por 1los
perfumistas entrenados (usando puntos de referencia
reconocidos por la pureza olfativa aceptable) en ausencia de
los compuestos II, IIT y IV.

Ejemplo 6

Caracterizacién de rayos X de la forma sdélida de (-) Ambrox

formada por el proceso de fermentacidén microbiana

Los patrones de difraccidén de rayos X en polvo se
adquirieron usando un difractémetro de rayos X STOE STADI P.

Descripcidén del sistema: E1 difractdmetro se usd en modo
de transmisién (soportes de muestra plana, monocromador
curvado de Germanio (111), y radiacidén CuKal 1.54060
Angstrom) usando un detector sensible a la posicidén. EI1
voltaje del generador fue de 40 kV y la corriente de 40 mA.
El detector: Mythen IK.

Parametros experimentales: La medicidén del patrdédn se
hizo entre 2 theta = aproximadamente 4° a 26°. La precisidn
de los angulos de difraccién determinados es de

aproximadamente +/- 0.2° 2 theta.



