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La presente invencidn se relaciona con un nuevo proceso mlcrobiano
para la preparacién del compuesto de la férmula (I)

1)}

donde R representa un ion de metal alcalino o de amonio, por el

cultivo sumergido de una cepa de moho capaz de 6B-hidroxilar un compuesto
de Jla Fbérmula (I} en fermentacién aerébica y por separacién vy
purificacién del producto de la Fé6rmula (I) formada en el curso de la
bloconversién. El procesc comprende cultivar una cepa de especie de moho
filamentosoc Mortierella macvlata que es capaz de 6f-hidroxilar un
compuesto de la Férmula general (II), en un medio nutriente que contiene
caldo de fermentaciém asimilable, aislando luego el compueato de la
f6rmula (I) y purificindolo. También =se revelan cepas nuevas de
Mortierella maculata.
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PROCESO MICROBIAL PARA LA PREPARACION DE PRAVASTATINA

CAMPO DE LA INVENCION

La presente invencidn se relaciona con un proceso para la
preparacién de pravastatina, vy, particulaménte. con un

proceso microbiano para la elaboracién de pravastatina en una

escala industrial.

ANTECEDENTE DE LA INVENCIGN

El factor de riesgo ‘mAs elevado de aterosclerosis vy,
especialmente, oclusiétn coronaria es el alto nivel de
colesterol del plasma. En ;las dltimas dos dé;:adas se examinéd
extensamente la coenzima A _reductasa-3—hid.roxi-3—metilglutar11
(EC.1.1.1.34) como el indice que limita la enzima clave de la

biosintesis de colestercl. La pravastatina, un compuesto de

la Férmula I,

Yy otros compuestos relacionados (compactina, mevinolina,
simvastatina) son inhibidores competitivos de 1la enzima

reductasa HMG-CoA [A. Endo et al., J. Antibiot. 29, 1346-1348
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(1976); A. Endo et al., FEBS Lett. 72, 323-326 (1976); C.H.

Kuo et al., J. Org. Chem. 48, 1991 (1983)].

La pravastatina fue primero aislada por M. Tabaka.l et al.
(resultados sin publicar) a partir de la orina de un perro
durante el examen del metabolismo de compactina (Arai, M. et
al., Sankyo Kenkyusyo Nenpo, 40, 1-38, 1988). Actualmente, la
pravastatina es un agente que reduce el colesterol con el
mecanismo de accién mas ventajoso en la terapia. Su
ca.':.'acteristica mas importante es la selectividad del tejido,
es decir, inhibe la sintesis de colesterocl en los dos sitios
prfl.ncipales de la colesterogénesis, tales como el higado y el
intestino delgado, mientra_s en los demds Organos la enzima
intracelular que limita eJ: efecto es apenas detectable. Al
mismo tiempo la biosintesis del colesterol que 1limita el
efecto de mevinolina y simvastatina es significativa en 1la
mayoria de los érganos (T. Koga et al., Biochim. Biophys.

Acta, 1045, 115-~120, 1990).

La pravastatina difiere esencialmente en la estructura
quimica de mevinolina y simvastatina que tienen un caricter
mas lipofilico. En el caso de los dltimos compuestos el

sustituyente conectado al &atomo de carbono C-1 del esqueleto

hexahidronaftaleno termina en un anillo de lactona de 6
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miembros, mientras en el caso de la pravastatina, en vez del
anillo de lactona, se encuentra presente una forma de sal de
sodlo de Acido dihidroxi abierta, biolégicamente activa. Otra
diferencia estructural importante es que en vez del grupo
metilo de mevinolina y simvastatina en la posicién C-6 del
anillo hexahidronaftaleno, se puede hallar un grupo hidroxileo

en pravastatina, que resulta en un aumento adicional en su

carécter hidrofilico.

Como resultado de las diferencias estructurales antes
mencionadas, la pravastatina es capaz de penetrar la membrana
lipofilica de las células periféricas sé6lo en un grado minimo

(A.T.M., Serajuddin et al., J. Pharm. Sci. 80, 830-834, 1991).

La produccién industrial de pravastatina se puede lograr
mediante dos procesos de fermentacién. En el primero, se
prepara la compactina en etapa microbiolégica, luego durante
el curso de una segunda 'fermgntacibn la sal de sodio del &acido
de compactina como un sustrato se convierté en Qra\iastatina

med_iante hidroxilacién microbiana en la posicién 6f.

De acuerdo con las patentes publicadas, la hidroxilacién
microbiana de compactina se puede lograr en diversos grados

coﬂ especies de mohos que pertenecen a diferentes géneros, y
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con bacterias filamentosas que pertenecen al género Nocardia,
con géneros Actinomadura y Streptomyces (especificacibn
patente belga No. 895090, memoria descriptiva de la patente
japonesa No. 5.810.572, Patente de los Estados Unidos Nos.
4.537.859 y 4.346.227 y solicitud de patente europea publicada
No. 0605230). La bioconversién del sustrato de compactina se
publicé en una concentraciétn de 500 pg/mL wusando mnohos
filamentosos tales como Mucor hiemalis, Syncephalastrum
nigricans, Cunninghamella echimulata y en 2000-4000 pg/mL con
cepas Nocordia, Actinomodura y Streptomyces dque perténecen a

las procarlotas.

Un problema general experimentado en los casos de
elaboracién de pravastatina con mohos_ filamentosos es que

debido al efecto antiftingico de 1la compactina, los

microorganismos no son capaces de tolerar la alimentacién del

sustrato de compactina al cultivo aGn con concentraciones

a——

Y

bajas (Serizawa et al., J. Antibiotics, 36, 887-891, 1983).
La toxicidad celular de este sustrato también=sé obseérvd en la
hidroxilacién con  Streptomyces c':arbophilus . extensamente
estudiadas por los investigadores japoneses (M. Hosobuchi et

al., Biotecnologia y Bioingenieria, 42, 815-820, 1993).

-
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Los autores japoneses trataron de mejorar la capacidad de
hidroxilacién de ia cepa Stréptamyces carbophilus con qécnicas
de ADN recombinante. Para la hidroxilacién de la compactina
se necesita un sistema monooxigenasa citocromo P-450 (Matsuoka
et al., Eur. J. Biochem. 184, 707-713, 1989). 8Sin embargo, de
acuerdo con los autores, en el sistema  bactericida
monooxigenasa citocromo P-450 no una sino varias proteinas
actian en el transporte de electrones, esto agrava la
aplicacién de las técnicas de ADN. El1 desarrollo de un método
de hidroxilacién microbioldgico efectivo en cuanto a los
costos para la elaboracién. de la pravastatina es una tarea

‘compleja y sumamente dificil.

El objetivo de la presente invencidn es elaborar un nuevo
proceso microbiano para 1la preparacién de pravastatina a
partir de compactina en escala Iindustrial, que produciria
pravastatina en condiciones mas ventajosas que 1las ya
conocidas. Durante nuestro trabajo de investigacién,
anteriormente tratamcos de hallar una cepa Heiﬁdc;odéganismoa
con una enzima hidroxilasa que se pueda a&aptar a la
transformacién microbiana de compactina a pravastatina em una

concentracién elevada.
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RESUMEN DE LA INVENCION

La presente invencién se relaciona con wun proceso

microblano para la preparacién del compuesto de f66rmula (I)

de un compuesto sustrato de fé6rmula (II)

an



donde R representa un ién de metal alcalino o de amonio,

que comprende los pasos de (a) cultivar una cepa de es_pecies
de moho filamentoso Mortierella maculata capaces de 6p-
hidroxilar un compuesto de fé6rmula (II) o un medio nutriente
que contiene fuentes asimilables de carbono y nitrégeno y
sales minerales, (b} alimentar el sustrato para que se
tranaforme en un cultivo desarrollado de Mortierella maculata,

(c} fermentar el sustrato hasta el final de la bioconversién,

(d}) separar el compuesto de f6rmula (I) del caldo de cultivo y

(e) aislar el compuesto de f£6rmula (I).

La presente invencién también se relaciona con un cultivo
biolédgicamente puro de la cepa Mortierella maculata n. sp. E-
97 depositado en la Colecciédn Nacional de Microorganismos de
Agricultura e Industria, Budapest, Hungria bajo nimero de
acceso NCATM(P)F 001266 y un cultivo biolégicamente puro de su
mutante, la cepa Motierella maculata n. sp. E-97/15/13
depositado en 1la Coleccién Nacional de .Micr?organismos de
Agricultura e Industria, Budapest, Hungria- haio _nimerc de

acceso NCAIM(P)F 001267.

BREVE DESRCIPCION DEL DIBUJO
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La Figura 1 es una ilustraciétn de las caracteristicas

fisicas de Mortierella maculata n. sp. E-97.

DESCRIPCION DETALLADA DE LA INVENCION

En el curso de nuestro programa de clasificacién, que
abarcé alrededor de 5500 cepas procariéticas y eucariéticas,
se seleccionaron 23 microorganismos, que fueron capaces de
hidroxilar la compactina en. oposiciétn. Entre estas cepas un
moho filamentoso demostrd ser mAs adecuado para la producciédn
de pravastatina debido a su mayor resistencia contra 1la
compactina cuando se compard con cepas conocidas de patentes
publicadas. De acuerdo con la investigaciém taxonémica, esta
cepa demostré ser un nuevo representante de las especies que
pertenecen al género Mortierella (Mortierella maculata n.
sp.). De los mohos seleccionados, se alsld una nueva cepa por
un lado mediante la aplicacién de métodos de seleccidtdn de
mutacién, y por otro lado, mediante la induccién de la enzima
hidroxilasa de la cepa, una fue capaz .de_.- 'hidroxsllar el
sustrato de compactina a pravastitina en una c;oncentracibn
superior a la publicada t_lasta el momento. Comoc agentes
mutagénicos, se aplicaron mutdgenos fisicos y dquimicos

(radiacién UV, sulfonato metil metano, N-metil-N’-nitro-N-

nitrosoguanidina). Después de los tratamientos mutagénicos,
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para preparar células haploides, la suspensién de esporas se
esparcié sobre placas de benomilo que contienen agar, luego
para inducir la enzima hidroxilasa se inocularon las colonias
desarrolladas en placas de agar que contenian 100 npg/mL de
compactina 8-de-(2-metil-butiril) o compactina. Mediante la
aplicaciétn de estos métodos se prepard una cepa muranta de la
nueva cepa que es capaz de convertir la compactina en

pravastatina en un grado significativamente superior a la cepa

madre.

En el curso de los _experimentos de optimizacién se
determiné .la composiciétn del indculo miAs beneficioso y el
medio de bioconversién mas ventajoso para la hidroxilacién de
la compactina, asi como el método 6ptimo para la alimentaciédn

repetida de compactina en una concentracién elevada.

En consecuencia, esta invencién se basa en el
reconocimiento de que las cepas designadas E-97 y E-97/15/13
del moho aislado denominadas Mortierella h:a_cr:;la.ta,' que se
depositaron bajo los nimeros de acceso de NCAIH(.P)F 001266 y
NCAIM(P)F 001267 respectivamente, en la Colecciédn Naclonal de
Microorganismos .de Agricultura e Industria (Departamento de
Microbiologia y Biotecnologia, Universidad de Horticultura e

Industria Alimenticia de Budapest), bajo condiciones adecuadas
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de fermentacidén son capaces de elaborar pravastatina en un
grado mayor, mientras los compuestos relacionados no deseados
tales como las formas &cidas de 6a-hidroxi-compactina, 2a-
hidroxi-compactina, 8-de-(2-metil-butiril)-compactina, 3a,5B-
dihidroxi-5, 6-dihidro~-isocompactina, 8a,B-hidroxi~compactina vy
los derivados hidroxilados en posiciones 2 y 3 de la cadena
lateral 2-metil-butiril de compactina se obtienen, solamente,
en cantidades pequeflas © menores durante la' bioconversién.
Asi, estas cepas son especialmente adecuadas para la

elaboracién .de pravastatina en un escala industrial.

Teniendo en cuenta que 1la elaboracién econdémica del
principlo activo en una escala industrial constituye una
funcién de la concentracién del sustrato de compactina, es
importante tener un cepa que sea capaz de tolerar las altas
concentraciones de compactina Y pravastatina. En
consecuencia, una parte adicional importante de la invencién
es el reconocimiento de que la capacidad de hidroxilacién del
moho original aislado se piede mejorar medi.%rii:e la a;plicacibn
de métodos de mutacién-seleccién e induccidén enzimdtica vy,
ademis, que mediante el dedarrollo de un método adecuado para
la alimentacién .del sustrato se Dpuede realizar la

hidroxilacién de grandes cantidades de <compactina vy

pravastatina en un procedimiento individwal. En conclusiédn,

B
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la nueva cepa mutante diseflada como Mortierella maculata n.
sp. E-97/15/13 es especialmente adecuada para la elaboracién

de pravastatina.

Las caracteristicas taxonémicas de las especies aisladas
de moho nuevo que se comparan con los atributos de diagnéstico
mas importantes de la especie Mortierella conocida se resumen

a continuacién.

Dascripcién taxonémica de la cepa holotipo Mortierella
maculata nov. spec. E-97.

En un medio almiddn-caseina-malta extracto-agar el
micelio aéreo se desarrolla bien (més de 10 pm de espesor que
‘cubre la capa sobre el micelio sustrato). En el comienzo
aparece como una red blan.ca ajustadamente tejida de hifa, en
la que, posteriormente, las manchas amarillentas que esporulan
con un didmetro mm aparecen escasamente (el nuevo nombre
“maculatus® se refiere al anterior: nianct.xadp) . Esta
coloracién amarillenta puede a veces ocupar la.s superfices
continuas mis largas de la red aérea. El color del micelio
sustrato es en medio agar Czapek-, Czapek-sangriento,

tirosina, almidén-caseina, extracto de malta, etc. mayormente

incoloro o amarillento suave. El1 color de la red micelial de

V4
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sustrato es rojizo suave en medio levadura extracto—glucosa-
peptona. La produccién de pigmentos difusibles y solubles en
los medios listados anteriormente no se experimentd, o sbélo
raramente se presenta una coloracién amarillenta
insignificante en estos medios. Las colonias de cepas E-97,
debido a su produccién de aceite volatil y similarmente a
varias otras especies de Mortierella, (excepto a especies de
seccién 1Isabelina), pueden exudar un muy fuerte olor

caracteristico.

Los esporangidforos, diseflados mediante nimeros de
referencia 1-7 en la Figura 1, con frecuencia se desarrollan
localmente en la hifa aérea (pero menos en las de sustrato) en
grandes cantidades a distancias muy diferentes entre si. No
se ramifican, pero son principalmente rectos o éurvos. Su
longitud es generalmente entre 60-80 ym. El punto de partida
en la abrumadora mayoria de casos es una seccién hifa mas o
menos corta fuertemente dilatada de la red aérea, de la cual
estan separadas por paredes. Los mismos' _’es.poiranq.iéforo
también se pueden dilatar (a wveces fuertementei, como se
demuestra por el nimero de referencia 6; pero en la direccién

del esporangio se angostan gradualmente, de 5,0-9,0 uym a 1,0-

2,0 mum. Constituye un importante carécter taxonémico que
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establece que debajo de los esparangiéforos nunca se ensanchan

{ver niimero de referencia 8).

Los esporangios son esférlicos; en algunos casos esferas
ligeramente achatadas. Su didmetro es de 6,0-7,0 pm,
relativamente pequefic en comparacién con las medidas de
esporangio de otras especies Mortierella. Los esporangios
pueden contener muchas esporas, pero también existen
esporangios que s6lo tienen una espora. Las esporas 9 son
cilindricas y menos ovales. Su tamafio es 3,0-5,0 x 1,5-2,0
pm. Dentro de las esporas individuales, pueden estar
presentes una o dos gotas: -de aceite 10 esféricas, oscuras y
pequefias. Debido a la facil desintegracién de la pared de los
esporangios, en medios himedos las esporas se esparcen
rédpidamente. Después de la desintegracién Qel esporangio,
algqunas veces al final de los esporangiéforos, se puede
observar un fino “collar” similar a una horquilla y una
columela rudimentaria muy corta (y no - tipica). Pueden
preseéntarse gemas 15-28 que son esféricas ¢ c;iiindrj:cas en la
mayoria de los diferentes medios diagnésticos. IGeneralmente
el tamafio es 10-25 um. En las cadenas de cultivo de gemas
esféricas 13, también se pueden hallar células con brotes,
gemas 15-23 intercaladas, asociaciones hifales de crecimiento

espiral particular de una hifa alrededor de otras 11,
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estructuras tipo anastométicas y células gigantes, etc. En el
micelio aéreo también se pueden observar redes 14 hifales
grandes (50-250 pm di&metro) muy densas pero sin la presencia

de zigotas detectables.

Los cultivos de cepa E-97 son capaceé de reducir nitratos
a nitritos, no hidrolizar almidén, esculina, arginina o
letanina pero hidrolizar polisorbatos Tween y no descomponer
hidrocarburos de parafina. Los cultivos de cepa E-97 tlenen
actividad ureasa muestran un buen crecimiento entre pH 7,9 y
9,0 toleran un méximo de NaCl 2%. El efecto de xantina,
hipoxantina, lecitina, tirosina y #denina es negativo. Se ha
detectado una fuerte produccién de acldo de los cultivos de
glucosa, fructosa, glicerina y galactosa, pero muy débil o sin
produccién de xilosa, arabinosa, rafinosa, sorbitol, inositol,
inulina, etc. El débil crecimiento se detecta en piruvato y
acetato pero no se pudo hallar crecimiento con benzoato,
salicilato, citrato, 1actato., succinato, t;.artarato vy malonato.
Se obseﬁb un buen crecimiento con glucosa y -fm‘lctbsa como
fuentes tWUnicas de carbono en el medio. Las' pruebas de
utilizacién con xilosa, arabinosa, ramnosa, sacarosa,
rafinosa, manitol e -inosito; demostraron ser negativas. Los

cultivos no descomponen _la celulosa.
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Posicidén sistemdtica: La cepa E-97 pertenece a la familia
Mortierellaceae y es un miembro tipico del género Mbrt;erella:
el esporangio contiene, generalmente, muchas esporas, la
columela es sumamente reducida, las gemas estén frecuentemente
presentes, la ocurrencia de zigotas no se ha detectado y las
colonias exudan un fuerte olor muy caracteristico. Dentro del
género Mortierella, la cepa E-97 es un representante tipico de
la “Seccibtn Alpina”. La ultima se puede caracterizar por
esporangléforos no ramificados muy cortos (longitud méxima de
200 ym) y esporangias muy pequefias (Zycha, H. Und Siepmann, R.
Mucorales, Eine Beschreibung aller Gattungen und Arter dieser
Pilzgruppe. D-3301 Lehre, Verl. Von J. Cramer, 1969). Entre
los miembros de la secciédn Alpina, la cepa E-97 muestra la
mayor similitud con las especies M. thaxteri Bjdrling 1936 y
M, renispora Dixon-Stewart 1932, §Sin embargo, los datos en la
Tabla I muestran claramente las diferencias en las propiedades
diagnésticas de la cepa E-‘.Q? y de estas dos especies. De
manera acorde, como especies nuevas en la presente

introducimos la cepa bajo el nombre Mortierella maculata nov.

spec. E-97.



Tabla I

Una comparacién de la cepa holotipo E-97 de Mortierella

maculata n. sp. Con las especies M. renispora y M, thaxteri en

base a propiedades diagnésticas clave

Mortierella Cepa NMNortierella!Mortiearella
renispora E-97 thaxteri
Origen de Comunes, sin Lateralmente de Lateralmente de
esporangidfoxos embargo las hifas [hifa aérea segmentos
son mAs anchas {hinchada a separados
que las normal} o hinchados de hifa
regulares, secciones no aérea a segmentos

lateralmente de

separadas de hifa

no separados de

hifas hinchadas, |[sustrato. hifa sustrato.
.
dilatadas.
Forma y tamafio de |Gradualmente Mayormente rectos {Longitud de 60-90

eaporangiéforos

disminuyen hacla
la parte superior
de 10 pm a 3 um.

Longitud de 200

© curvos, no

ramificados. EIl
anche disminuye
gradualmente

hacia el extremo

pm. El ancho en
el punto inicial
es de 5-7 ym, en

el extremo se

Bm reduce a 1,5-2
de 5~9 pym a 1,5-: . . .
2,5 pym. La Inmediatamente
longitud es de bajo el
60-80 ym. En el |[esporangic se
extremo nunca se |dilata.
dilata.

Forma y tamafio Incoloxo, Mayormente Eaférico (12-20




del esporangio

difimetro 25 um

esférico (6-17  m
diémetro) pero
raramente menoa
achatado.
Generalmente

contiene varias

pm didmetro).
Contienen varias
esporas pe-ro en
ciertos medios

también hay sélo

un espaorangio que

esporas, contien una
raramente una espora.
espora.
Pared (membrana) (Membrana de Desintegracién. Desintegracién,
del esporangio extenaién. Permanece un permanece un

Después de la collar tipo collar pequefic
deaintegracién horquilla. que se tuerce
permanece una hacia atris.
estructura tipo
collar.

Forma y tamafio de |Aproximadamente |[Cilindricas. Esporas hialinas

las esporas

de la forma de un
rifién, mediante
estructuras
alineadas, los
tamafios son de

2x4 pm.

Iongitud {3-5 pm)
puede exceder
doblemente el

anche (1,5-2 pm)

elipsocidales de
dimensiones de

3,54 x 1,5-2 uym

OCcurrzen en los
medios mis

diferentes

Frecuentes en
medios muy
diferentes,
mayormente an el
micelio aéreo.

Basféricos o

Gemas ovales
intercaladas (10-
14 pym) en el

micelio sustrato.




elongados (10-25

Hm)

Zigotas

Frecuentes en
todos los madioca
diagnésticos.
Di&metro junto
con la hifa que
recubre es de 500

ym sin ells 30 pm

No detectada

No observada

Focos densos de

la red hifal

Focos hifales
extensos
densamente
tejidos (50-250
pm) frecuentes

pero sin zigotas

En extensos
cultiv;a viejos
(100-125 ym
di&m.} redes
hifales densas
amarillentas~

grises, sin

zligotas
Color y hébito Suelto, siempre Blanco con Primero red
del micelio aéreo (red hifal blanca [manchas similar a la de
amarillentas la aresfla, luego

mis densa

En el proceso para la preparacién de pra\iastatina

acuerdo con la presente invencién,

se usd, preferentemente,

de

el

cultivo de la cepa de moho disefiada como Mortierella maculata

n. sp. E-97 o su mutante diseflado como E-97/15/13. La cepa
seleccionada es sumamente ventajosa debido a su rapido
crecimiento. Como una fuente de carbono facilmente utiliza
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glucosa, glicerina, fructosa o galactosa. Como una fuente de
nitrébgeno, se puede utilizar extracto de levadura, peptona,
caseina, extracto de carne, harina de soja, solucién de

infusidén de maiz, nitrato de sodio o sulfato de amonio.

En el medio de cultivo usade para la produccién de
pravastatina aparte de las fuentes de carbono y nitrégeno
anteriores pueden estar presentes sales minerales, por
ejemplo, fosfato de potasio dihidrogenado, cloruro de
magnesio, sulfato de magnesio, elementos menores ({sales

ferrosas, manganosas), aminodcidos y agentes antiespuma.

De acuerdo con una realizaciédn preferida de la presente
invencién, la suspensién de esporas que se ha preparado del
cultivo agar inclinado de Mortierella maculata n. sp. disefiado
como cepa E-97 o su mutante [NCAIM(P)F 001267] diseflado como
E—9'.I/15/13, se siembra en un medio inéculo, luego 10% del
cultivo inéculo, que se cultiva durante 3 dias a 25-30 °c,
preferentemente a 24-28 °C, més preferentemer;té a 28 °C, se
transfiere al medio de b:l..oconversibn. Luego se il-.'u:uba durante
4 dias a 25-28 °C, preferentemente 28 °C, luego la glucosa Yy
la sal de sodio de é4cido de compactina se alimentan en el
cultivo. Dependiendo de la concentraciétn de la alimentacién

del sustrato de compactina, el cultivo continta durante 2-12
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dias adicionales bajo condiciones aerébicas, mientras el pH se
nantiene entre 5,5-7,5, preferentemente a 7,0. La
bioconversiétn se realiza bajo condiciones de agitacién vy
aereadas, mientras la velocidad de flujo de aire es 0,2 wvwm,

la velocidad de rotacién del agitador es 400/min.

Durante el curso de la fermentaciétn la bioconversién del
sustrato compactina es seguido por un método cromatografico
liquido de alta presién (HPLC). De acuerdo con este método,
la muestra del caldo se diluye dos veces con metanol y se
centrifuga, y el sobrenadante se usa para al andlisis de HPLC
bajo los sigulentes parametros: Equipo de HPLC analitico
Waters; columna: Nucleosil Ci8 10 pm; longitud de onda de
deteccién: 238 nm; volumen de inyeccién: 20 pL, velocidad de
flujo: 1 mL/min; se usa elucién gradiente, eluyentes: A=0,05%
solucién acuosa de acido fosférico, B=acetonitrilo.

Gradiente de elucién:

Tiempo (min) Eluyente A (%) E’luye.nt? B (%)
0 70 .'..'!0
20 0 100
25 ) 0 100
25,1 70 30
35 70 30

<
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Tiempos de retencién aproximados: pravastatina 8,6-9,0 min;

adcldo de compactina 11,6-12,0 min; lactona de pravastatina

15,0-15,5 min, compactina 16,5-17,0 min.

Para la produccién de pravastatina la solucién acuosa de
la sal de sodio del acido de compactina se agrega en la hora
96 del cultivo. . Para este procedimiento el sustrato se
prepara en forma s6lida de la siguiente manera. La lactona de
compactina se hidroliza en una solucién de hidréxido de sodio
0,2M durante 2 horas a 40 °C, luego el pH de la mezcla
reactiva se ajusta a 7,5 mediante d&cido clorhidrico y 1la
soluciédn neutralizada se coloca en capas en una columna Diaion
HP-20 adsorbente; el cloruro de sodlo formado durante 1la
neutralizacién se elimina mediante lavado acuoso de la columna
'y luego la sal de sodio del &cido de compactina se eluye de la
columna mediante acetona acuosa al 50%. De ahi en mas el
eluyente se destila al vacio y el residuo acuoso se liofiliza.
Después de la neutralizacién la sol\lcijbt'x _ acuosa del
hidrolizado alcalino de compactina también usar- directamente
como sustrato. En este caso el contenido de sal de sodio del

dcido de compactina del hidrolizado se mide mediante HPLC y la

solucién se mantiene a -20 °C hasta que se aplica.
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Cuanto mids alto sea el pH alcanzado por el caldo al cabo
del cuarto dia de la fermentacién, mas ventajoso sera para la
hidroxilacién del sustrato de compactina. Se permite que la
alimentacién del sustrato de compactina comience cuando el pH
del caldo excede 6,3. En el dia 4 de la fermentacién una tanto
como sea necesario de la solucién acuosa filtrada estéril de
la sal de sodio de acido de compactina se agrega para alcanzar
la concentracién de 500 ug/pL. La glucosa también se alimenta
al cultivo de su solucién al 50% esterilizada a 121 °C durante
25 minutos de la siguiente manera: si el pH del caldo es
superior al valor 6,7, 1% de glucosa se agrega relacionada con
el volumen del caldo, mientras sl el pH estd dentro de la gama
de 6,3-6,7 la cantidad de la glucosa alimentada es 0,5%. La
sal de sodio de &cido de compactina se consume del caldo
después de 24 horas, su transformacién se analiza mediante
medicién por HPLC. En este caso, para cada 'mL del caldo se
agregan otros 500 pg de compactina. Ademds del sutrato de
compactina, la glucosa también se alimenta como se describid
anteriormente. La morfologia del cultivo: ée. 120 'ﬁoras se
caracteriza por el crecimiénto de pequefias boliéas (didmetro
de la bolita: 0,5-3,0 mm).” Después de 24 horas también se
consume la segunda dosis de sustrato del caldo, asi una
porci6én adicional de sal de sodio de &cido de compactina que

pioduce una concentracién de 500 pg/ml de la misma en el caldo

27
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total se agrega en forma paralela con la alimentacién de
glucosa dependiente del valor de pH del caldo. A part_:ir del
4to dia de la fermentaciédn el sustrato y la alimentacién de
glucosa se repite en frecuencias diarias como se describié

anteriormente hasta los dias 17 y 18 de la fermentaciém.

Para la recuperacién del produt;to del caldo, es ventajoso
tomar en consideracién el hecho de dque durante la
bioconversién la pravastatina se forma en un forma acida, asi
se puede aislar del filtrado del caldo por su adsorcién en una
columna de resina de intercambio aniénico. Para el
aislamiento del producto es ventajoso usar una resina de
intercambio aniénico sumamente bésica que es un polimero
poliestireno-divinilbenceno que porta grupos activos de amonio
cuaternario. El1 producto se puede adsorber directamente del
filtrado del caldo mezclando la resina de intercambio anidénico
que se encuentra en forma hidroxilo en la misma. El producto
que se adsorbe en la resina de intercamhio iénico se puede
eluir de la columna por Acido acético o una ‘mezcla de cloruro
de sodio que contiene acetona-agua, preferentemente 1% de
cloruro de sodio que contiene mezcla de acetona-agqua (1l:1).
Las fracciones dque -contienen pravastatina se combinan y la
acetona que estid en el eluyente se destila al wvacio. El1 pH

del concentrado se ajusta con 15% de Acido sulftirico en 1la



»
02

gama de 3,5-4,0 y 1la solucidtn acuosa se extrae mediante
acetato de etilo. El extracto de acetato de etilo se }ava con
agua y se seca con sulfato de socdio anhidro. Luego el
derivado de lactona se prepara a partir de la pravastatina.
El cierre del anillo de lactona se lleva a acabo en solucién
de acetato de etilo seco a temperatura ambiente, bajo
agitacidn continua induciendo la formacién de lactong con
acido trifluorocacético presente en cantidad de catalizador.
El procedimiento de transformaciétn se controla mediante
andlisis cromatogrifico de capa delgada (TLC). Después de
terminar la formacién de lactona la solucién de acetato de
etilo se lava primero con solucién de carbonato de sodio
hidrogenada al 5% y luego con agua, luego se seca con sulfato
de sodio anhidro y se evapora al vacio. El residuo evaporado
se trata con solucién de acetona con carbén de lefia, luego se
evapora nuévamente Yy se ;ecristaliza Qe un Atomo con 1-4
carbonos que contiene alcohol alifatico, preferentemente de
etanol. El residuo de evaporacién de la solucién madre de
recristalizacién se pu;ifica con cromatogra_‘fija ' de columna de
silica gel aplicando 1la -mezcla de etil acefato—n—hexano
aumentado gradualmente el contenido de acetato de etilo como

el eluyente.
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De la lactona de pravastatina obtenida después de
recritalizacién y purificacién cromatografica, la pravgstatina
se prepara mediante hidr6lisis a temperatura ambiente en
acetona con cantidad equivalente de hidréxido de sodio.
Cuando 1la formacién de sal de sodio de pravastatina se
completa, la megcla reactiva de eluye con agua y se
neutraliza, y el contenido de acetona se destila al vacio. lLa
pravastaina se adsorbe del residuo acuoso obtenido en una
columna que contiene resina HP-20 Diaion, se lava con agua
deionizada y se eluye de la columna con mezcla de agua
deionizada de acetona. Luego la pravastatina que contlene
fracciones se combina, el contenido de acetona se destila Yy
después de la liofilizacién del residuo acuoso la pravastatina
se puede obtener en pureza alta, que se puede recristalizar a

partir de una mezcla acetato de etilo-etanol.

Durante el curso del procedimiento, se puede adsorber 1la
cantidad total de pravastatina. Durante el cierre de lactona
de pravastatina también se pueden formar ;éaryidroxi—iso-
compactina y otros subproductos. Si Dbien e;tas tltimas
reacciones disminuyen 1la produccién del aislamiento per
dichos compuestos se pueden separar mediante el métod; de

purificacién antes descripto Y consecuentemente, la
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pravastatina se puede elaborar de esta manera en una calidad

farmacéuticamente aceptable.

Después de terminar la bioconversién la pravastatina se
_puede extraer del caldo de fermentacién o del filtlrado
obtenido después de la separacién de las células de moh;)
filamentoso. Las células de moho filamentoso se pueden
eliminar por filtraciétn o centrifugacién, sin embargo, es
ventajoso especlalmente en .una escala industrial reallzar una
extraccién total de caldo. | Antes de la extraccidén, el pH del
caldo de fermentacidén o el filtrado del caldo se ajusta a 3,5-
3,7 con un &cido mineral, preferentemente con &cido sulfiirico
diluido. La extraccién se realiza con un éster de &cido
acético y un &atomo de carbono 24 que contiene alcohol
alifitico, preferentemente con acetato de etilo o acetato de
isobutilo. Los pasos de la extraccién se deben realizar muy
rapidamente para evitar la formacién del derivade de lactona
de pravastatina con pH &Acido.

Del extraco de solvente orgénico la pravastafina en forma
dcida se puede transferir como la sal de sodio en la fase
acuosa. Por ejemplo, de un extracto de acetato de etilo 1la
pravastatina se puede extraer por relacién de volumen 1/10 y

1/20 de ca.rbonato de sodio hidrogenado al 5% o agua débilmente

=7
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alcalina (pH 7,5-8,0). Se hallé que la pravastatina se puede
recuperar en una forma pura del extracto acuoso _alcalino
anteriormente obtenido por cromatografia de columna con la
aplicacién de una resina de adsorciétn no idénica. Un mét do
ventajoso consiste en remover primero el solvente disuelto en
una fase acuosa mediante destilacién al vacio del extracto
acuoso alcalino, y luego el extracto acuoso se carga en una

columna HP-20 Diaion.

La sal de sodio de pravastatina que se adsorbe en la
columna se purifica por elucién gque aumenta gradualmente el
contenido de acetona de las soluciones acuosas, luego las
fracciones principales que contienen pravastatina se combinan
y concentran al vaci:o. El concentrado acuoso se purifica de
manera adicional mediante cromatografia en otra colummna HP-20
Diaion, obteniendo una pravastina pur.a que contiene eluyent a
partir del cual, después de la clarificacién con carbono ¥y
liofilizacién la pravastatina, se puede obtener en una calidad

farmacéuticamente aceptable.

Este procedimiento de aislamiento consiste en menos
etapas que el anterior, ya que la formacién de lactona de
pravastatina y su hidrdlisis no estd involucrada en el

procedimiento. Durante el aislamiento, la pravastatina esta



( .

expuesta a la condicién dcida s6lo durante un tiempo limitado,
bajo el qgque es menos estable que en soluciones neutrales o
alcalinas, en consecuencia, durante este procedimiento de

aislamiento no se forman précticamente artefactos.

Ademas, se halld que la cromaografia en gel Sephandex LH-
20 Dextran (derivado hidroxipropilado) se usa, ventajosamente,
para purificar la pravastatina. Mediante aplicacidén de este
método se puede producir la pravastatina que excede la pureza

del 99,5% (medida por HJPLC).

En el curso de nuestr::os experimentos, se ha reconocido
que del extracto de solvente organico, preferentemente del
acetato de etilo o extracto de acetato de isobutilo del caldo
0 del nitrato de caldo del moho filamentoso o de las cepas de
bacterias £filamentosas entre ellas la cepa Mortierella
manulata n. sp. capaz de 6Bp-hidroxilar un- compuesto de 1la

férmula (II), la pravastatina se puede precipitar como una sal

cristalina con aminas secundarias. Ademés- se hallé’ que para

la formacibén de sal son adecuadas diversas aminas secundarias
que contienen sustituyentes alquilo, cicloalquilo, aralquilo o
arilo. Convenientemente, se seleccionaron aminas secundarias
no téxicas entre ellas, por ejemplo, dioctilamina,

diciclohexilamina, dibencilamina. El aislamiento de los

3Z
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intermediarios de sal amina secundaria orgénica, por ejemplo,
la sal dibencilamina se llevd a cabo agregando dibenqilamina
en cantidad 1,5 equivalente relacionada con el contenido del
extracto de pravastatina, luego el extracto se concentrd
mediante destilacién al wvacio a 5% de su volumen original,
luego otra cantidad de dibencilamina se agregd en el
concentrado en relaciones equivalentes 0,2. La sal de
dibencilamina c¢ristalina se precipitd del concentrado. El
producto crudo cristalino se filtré y sect al vacio. Luego se

aclard con carbbédn de lefia y se recristalizé en acetona.

En el procedimiento mencionado anteriormente en el que la
extraccién de solvente orgadnico y la reextraccién en pH
alcalino estéd involucrada, el métode de aislamiento en base a
la formaciétn de sal de amina secundaria se puede usar también
para el reemplazo de la purificacién cromatografica de
columna. En este caso es ventajosoc precipitar la sal de
dibencilamina de pravastatina del extracto de acetato de

isobutilo obtenido después de la acidificacién del’ extracto

acuoso alcalino.

Las sales de amina secundaria orginica de pravastatina se
pueden transformar en pravastatina mediante hidréxido de sodio

o una alcéxido de sodio, preferentemente etédxido de sodio.
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La transformaciém se detalla en el caso de la sal de
dibencilamina de pravastatina. La sal de diben_cilamina
recristalizada se suspende en una mezcla de acetato de
isobutilo-agua, luego se agrega 1la cantidad equivalente de
hidréxido de sodic en soluciébn acucsa a 1la suspension
manteniendo bajo agitacién el pH en la gama de 8,0-8,5.
Después de la desaparicidtn de la suspensién las fases se
separan y la solucién acuosa que contiene pravastatina se lava
dos veces con acetato de isobutilo. La solucién acuosa se
acalra con carbono activado y se liofiliza para producir

pravastatina en una calidad farmacéuticamente aceptable.

Un método preferido para 1la transformacién de sal de
dibencilamina de pravastatina en pravastatina es suspender la
sal de dibencilamina recristalizada en etanol, luego se agrega
la cantidad equivalente o exceso pequefic de etdxido de sodio
bajo agitacién a la suspensién, luego la mezcla reactiva se
concentra al vacio y agregando acetona, la pravastatina se

precipita en forma cristalina a partir del con_céntrado

Otro método preferido para la transformacién de sal de
dibencilamina de pravastatina para pravastatina es disolver la
sal de dibencilamina recristalizada en mezcla de acetato de

etilo-etancl y se precipita agregando cantidad equivalente o
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exceso pequefio de hidrdoxido de sodio en etanol a 1la

pravastatina de la solucién.

El aislamiento de pravastatina mediante un intermedio de

sal de amina secundaria es un procedimiento mas simple que

—

cualquier método de aislamiento previamente conocido. Durante
el procedimiento no se forman artefactos, y la separaciédn de
piavastatina de los subproductos de la bioconversiénm y de los
diversos productos metabdlicos biosintetizados por los
microorganismos de hidroxilacién, se puede resolver sin la

aplicacién de ningin método cromatografico.

Las estructuras de pravastatina, la lactona de
pravastatina y las sales de amina secundaria aisladas de
pravastatina se han probado por métodos UV, IR, ‘H-NMR, %c-

NMR y espectroscépicos de masa.

EJEMPLOS
La invencién se describira y comprendera mas
completamente con referencia a los siguientes ejemplos, que se
dan a modo de ilustraciétn y no intentan limitar el alcance de

la invencién de ningin modo.
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Ejemplo 1

Se preparé una suspensién de esporas con 5 mL de una
-solucién de cloruro: de sodio al 0,9% obtenida de un cultivo
inclinado de agar extracto de levadura-extracto de malta de 7-
10 dias de cepa Mortierella maculata nov. spec. E-97
[NCAIM(P)F 001266] capaz de 6f-hidroxilar la compactina, y la

suspensién se usé para inocular 100 mL de medio indcul PI

esterilizado en un matraz Erlenmeyer de 500 mlL.

Composicién del medio PI:
Glucosa. 50 g
Harina de soja 20 g

en 1000 ml, de agua corriente

Antes de la esterilizaciétn el pH del medio se ajustd a
7,0 luego se esterilizé a 121 °C durante 25 minutos. El
cultivo se agité en un agitador giratorio (25_0 rpm, 2,5 cm de
amplitud) durante 3 dias a 28 °C, luego se i:ran-sf:l‘.riéron 10 mlL
del cultivo obtenido a 100-100 mL -del medio de bioconversién
MU/4 esterilizado en un matraz Erlenmeyer de 500 mL durante 25

minutos a 121 °C.

Cbmposicibn del medio MU/4:



Glucosa 40 g
Harina de soja | 20 g
Caseina-peptona 1g
Asparagina 2 g
Fosfato de potasio dihidrogenado 0,5 g

en 1000 mL de agua corriente

Antes de la estrilizacién el pH del medio se ajustd a 7,0,

luego se esterilizé a 121 °C'dﬁrante 25 minutos.

Los matraces se agitaron en un agitador giratorio (250
rpm, 2,5 cm de amplitud) durante 4 dias a 25 °C, 'luego se
agregaron 50-50 mg de sustrato de compactina (sal de sodio de
dcido de compactina) en forma acucsa filtrada estéril en el
cultivo, luego se continué el cultivo. De manera similar, en
el dia 5to se agregaron otros 50-50 mg de sal de sodio de
dcido de compactina en los cultivos de moho, y la fermentacidn
se continué durante unas 24 horas adicionales. El contenido
de pravastatina del caldo se determind medlantle _HPI.C. La
fermentacién se continubé durante 168 horas. Al final de la

bloconversidén la concentracidn promedio de pravastatina del

caldo de fermentacién- fue de 620 ng/mkL.
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En un fermentador de escala de laboratorio con 5 litr s

de volumen de trabajo, se prepardé un medio de cultivo

bioconversién MU/S, los componentes del medio de cultivo

agregaron correspondiendo a 5 1litros de volumen pero

cargaron sblo 4,5 1litros, 1luego se esterilizdé durante

minutos a 121 °C y se sembrd con 500 mL del cultivo inéculo

acuerdo con el Ejemplo 1.

Composicién del medio MU/8:"
Glucosa

Glicerina

Harina de soja

Peptona

Fosfato de potasio dihidrogenado
Polipropilenglicol 2000

en 1000 mL de agua corriente

20 g
20 g
20 g
5g
0,5 g

lg

de
se
se
45

de

Antes de la esterilizaciétn el pH del medio se ajustd al

valor 7,0.

La fermentacién se llevd a cabo a 28 °C con una velocidad

de agitaciétn de 400 rpm y con una velocidad de aireacidédn de

direccién de la parte inferior de 60 litros/hora durante 4

N,
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dias. En el dia 2do después de la transferencia, el cultivo
comenzd a formar espuma de manera espesa, que sSe puede
disminuir mediante el agregado adicional de propilenglicol
2000. En el comienzo de la fermentacién (16-20 horas) el pH
disminuy6 del wvalor inicial de 6,5 a 5,0-5,5, luego del 3er
dia comenzd a aumentar y alcanzé 6,3-7,5 en el dia 4to. 1La
alimentacidén del sustrato de compactina se deja comenzar si el
pPH del caldo es superior a 6,3. En el dia 4to de 1la
fermentaclién, se agregaron 2,5 g de sustrato de compactina en
solucién acuosa filtrada estéril. Calculada para el volumen
del caldo se agregd glucosa 0,5-1,0% en el cultivo dependiendo
del pH en la forma de solucidén al 50% esterilizada a 121 °C
durante 25 minutos en paralelo con la alim_antacién del
sustrato. Después de 24 horas el sustrato de compactina se
consumié del cultivo, que se detectd por HPLC de las muestras
tomadas del fermentador. En este caso se agregaron otros 2,5
g de sustrato de compactina y glucosa como se describid
anteriormente, y la bioconversién continudé durante 24 h ras

adicionales cuando el sustrato se convirtié éen-pravastatina.

Después de terminar la fermentacién, se filtraron 5,1
litros de caldo que contiene 630 ug/ml de pravastatina en un
pafio de filtro. Se agregaron dos litros de agua al micelio

separado, luego la suspensién de micelio se agité durante una
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hora y se filtrd. Estos dos filtrados se combinaron y se
pasaron con una velocidad de flujo de 500 mnL/hora _en una
columna que contiene 138 g (250 mL) resina Dowex Al 400 (OH)
(didmetro de la columna 3,4 cm, altura del lecho de resina: 28
cm), l.uego el lecho de resina se lavé con 300 mL de agua
deionizada. Subsiguientemente, la eluciétn de la resina se
llevé a cabo con una mezcla de 1 litro de acetona-agua (1:1)
que contiene 10 g de cloruro de sodio. El volumen de las
fracciones fue 100 ml. cada una. El eluyente se analizé
mediante el siguiente método cromatografico de capa delgada
(TLC): adsorbente: Kieselgel 60 F 254 DC (Merck) papel de
aluminio; solvente de desarrollo: mezcla acetona-benceno-&cido
acético {50:50:3): detecciébn: con reactivo de #&cido
fosfomolibdico. El .valor'. R¢ de pravastatina es 0,5. Las
fracciones que contienen el producto se combinaron y la
acetona se destilé al vacio. El pH del concentrado de 400 mL
se ajustd a 3,5-4,0 meidante &cido sulfdrico 15%, luego se
extrajo tres veces con 150 mL de acetato de etilo. Los

extractos de ace-tato de etilo se combinaron 'y sec;\ron cn
sulfato de sodio anhidro. Subsiquientemente, ia lactona de
pravastatina se preparé a partir de éacido de pravastatina
agregando a temperatura amb-iente baljo 'agitac:lbn continua acldo

trifluorocacético en cantidad catalitica. La formaci6n de

lactona de pravastatina se controlé mediante TLC (el valor Rg
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de lactona de pravastatina en el sistema TLC anterior es 0,7).
Después de completar la formaciém de lactona, el acgtato de
etilo se lavé con 2x50 mL de 5% de solucidén carbonato de sodio
hidrogenada acuosa, luego se lavé con 50 mlL de agua, se secd
con sulfato de sodio anhidro y se evapord al vacio. El
residuvo de evaporacién obtenido en una cantidad de 3 g se
disolvidé en 100 mL de acetona y se aclaré con 0,3 g de
carbono. Luego el carbono se filtrd y la acetona se evapord
al vacio. El producto crudo obtenido se cristalizé de 20 mlL
de etanol. La lactona de pravastatina cristalina precipitada
se filtrd y se lavd en el. filtro con 30 mL de n-hexano y se
secé a temperatura ambiente al vacio. De este modo se obtuvo
1,5 g de lactona de pravastatina cromatograficamente pura. E1l
punto de fusién. 140-142 °C, [a]lp = +194 ° (c=0,5, metanol). La
otra soluciédn madre de la cristalizaciétn se evapord al vacio y
se obtuvo 1,2 g de residuo de evapcoracién, que se
cromatografeé en 24 g dé columna que contiene adsorbente <
Kieselgel 60 (diadmetro de 1la columna:. 1,6’ cm, altura del
lecho. 20 cm). El1 producto crudo disuelto:en'g mL de -benceno
se dispuso en capas en la columna. Para la elucién se usaron
mezclas de acetato de etiiofn-hexano en las que el contenido
de acetato de etilo aumentd gradualmente. La lactona de
pravastatina se puede eluir de la columna con la mezcla de 60%

de acetato de etileo - 40% n-hexano. Las fracciones se

Y
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controlaron mediante TLC usando la mezcla de acetato de etilo-
n-hexano (9:1) y el solvente de desarrollo. ' Las fracci nes
que contienen lactona de pravastatina se .combinaron y 8se
evaporardn al vacic. De acuerdo con este método se obtuvieron
0,3 g de producto crudo, su cantidad 1idéntica a la de 1la

lactona de pravastatina obtenida por cristalizacién.

Los dos lotes de lactona de pravastatina se combinaron ¥y
la sal de sodio se preparé de acuerdo con el siguiente método:
1,8 g de lactona de pravastatina se disolvieron en 20 mL de
acetona y bajo agitacién se agregaron 4,5 mL de hidréxido de
sodio acuosc 1M, luego la solucibén se agitd durante media hora
a temperatura ambiente. Cuando la formacién de sal se
completd, se agregaron 20 mlL de agua en la mez2cla y 1la
soluciédn se neutralizd, luego la acetona se evapord al vacio:
El concentrade acuoso se cromatografed en una columna rellena
con 150 mL de resina HP 20 Diaion (didmetro de la columna: 2,6
cm, altura del lecho: 30 cm). A medida que se usaron las
mezclas de agente de elucién de acetona-agua éeion}zéda, donde
la concentracién de la acetona aumentd en paso; de 5%. La
pravastatina puede eluir de la columna en una mezcla de 15% de
acetona que contiene acetona-agua deionizada. Las fracciones
se analizaron mediante TILC. Las fracciones que contienen el

producto se combinan y 1la acetona se evapord al vaclo.
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Mediante liofilizacifén del residu acuoso se obtuvieron 1,3 g

de pravastatina. El produto cromatograficamente puro se

iy

cristalizé a partir de una mezcla de etanol y acetato de

etilo.

Punto de fusién: 170-173 °C (decomp.) f

[al®p = +156°, (c=0,5, en agual

Espectro de absorcién ultravioleta (20 ug/ml, en metanol): Agax
= 231, 237, 245 mm

(log &8 - 4,263; 4,311; 4,136)

Espectro de absorcién infrarrojo (KBr): uOH3415. UCH296.5,
uC=0 1730, uCoO0O 1575 cm-1,

Espectro 'H-NMR (D20, 8§, ppm): 0,86, d, 3H (2-CH3), 5,92. Dd,
J=10,0 y 5,4 Hz, 1H (3-H); 5,99, d, J=10,0 Hz, 1H (4-H); 5,52,
br 1H (5~H); 4,24, n 1H (6-R): 5,34, br, 1H (8-H); 4,06, m, 1lH
(B-H), 3,65, m, 1H (S—H-), 1,05, d, 3H (2’-CH3); 0,82, t, 3H
{4’ -Hs)

Espectro C-NMR (D,0,8, ppm): 15,3, g{2-CH3); 139,5, d (C-3);
129,5, d, (C-4); 138,1, s (C-4a), 12,7, d(C-5); 66,6, A(C-6)s
#0,1, d(C-8); 182,65(000);72,6,d(C-ﬂl:73,0,d(c-8);182,0, 8 (C-
17)18,8;q(2'-CHs) ;13,7,q(C-4")

Espectro de masa EhB.positivb (iones caracteristicos):

[M+Na]l* 469; [M+H)* 447

Espectro de masa FAB negativo (lones caracteristicos):

[M-H]}~ 445, [H;Na]' 423, m/z 101 [2-metil-acido butirico-H]
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Ejemplo 3

En el fermentador de escala del laboratorio con 5 litros
de volumen de trabajo, se prepardé el medio de cultivo de
bioconversiédn MU/4 como se describe en el Ejemplo 1, aunque se
cargd hasta 4,5 litros, la composiclédn del medio de cultivo se
calculé hasta 5 litros. Luego, se esterilizé durante 45
minutos a 121°C y se inoculd con 500 ml del cultivo del
inéculo de acuerdo con el Ejemplo 1. La fementacién se llevd a
cabo a 25°C mediante la aplicacién de una velocidad de
agitacién de 300 rpm y una velocidad de aireacién de 50
litros/hora durante 4 dias. Después de la alimentacién de 5 g
de sustrato de compactina al cultivo, se llevé a cabo la

bioconversiétn de acuerdo con el Ejemplc 2.

Después de terminar la bioconversidn, el caldo de 4,9
litros, que contenia 660 ug/ml de pravastatina, se filtrd y el
micelio separado se lavé por suspensién en 2x:'l litros de agqua
deionizada. E1 pH del filtrado de 5,6 lit'ros. combinado del
caldo se ajustd con acido sulfarico al 20% a 3,5—5,7, luego el
filtrado é&cido se agitdé con 2750 ml de acetato de etilo
durante 30 minutos. Subsecuentemente, las fases se separan. La
fase acuosa se extrajo nuevamente con 2x 1375 ml de acetato de

etilo. Se agregd 470 ml de agua deionizada al extracto de
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acetato de etilo combinado de 4740 ml, luego se ajustdé el pH
de la mezcla acuosa de acetato de etilo a 7,579,0 con
hidréxido de sodio 1IM. Después de 20 minutos de agitacién, las
fases se separaron, luego el extracto de acetato de etilo se
extrajo con 2x235 ml de agua deionizada como se describid
anteriormente. Luego, la solucién acuosa débilmente alcalina
combinada de 1080 ml de volumen se concentrd al vacio a un
volumen de 280 ml. La solucién acuosa concentrada se
estratificé en una columna. cromatografica (relaciétn de altura-
diédmetro = 6,5) rellena con 280 ml de resina no idnica Diaion
HP-20 (Mitsubishi Co., Japbn). La adsorcitn en la columna se
llevd a cabo con una velocidad de flujo de 250-300 ml/h ra,
1ué§o la columna se lavd lcon 840 ml de agua deionizada.
Subsecuentemente, la columna se eluyd en el siguiente rden
con 800 ml 5%, 1000 ml 10%, 500 ml 15% y 500 ml 20% de agua
que contiene acetona. En el curso de 1la eluciébn se
recolectaron 50 ml fracciones, que se analizaron por el método
TLC dado en el Ejemplo 2. Las fracciones con contenido de
pravastatina como el componente principalfs; Eombiharon vy la
solucion obtenida se concentrd al vacio a un éblumen de 260
ml. La solucién acuosa concentrada se sometid a cromatografia
en una columna con resina Diaion HP-20 en un volumen de 260
ml. Después de la adsorcidén de pravastatina, la columna se

lavé con 790 ml de agua deionizada, luego se eluyd con

&



e
Lo

soluciones de acetona acuosa en 260-260 ml porciones que
aumentaban gradualmente el contenido de acetona de la
siguiente manera: 2,5, 5,0, 7,5, 10,0, 12,5, 15,0 y 20,0%. En
el curso de la cromatografia de columna, se recolectaron 25 ml
de fracciones, y el contenido de pravastatina de las
fracciones se anal.izb como se describidé anteriormente. Las
fracciones que contenian pravastatina como el Gnico componente
por TLC se combinaron y evaporaron al vacio. Subsecuentenente,
se agregd 0,3 g de carbédn de lefia a la solucién acuosa
concentra‘da (aproximadamente 30 ml) y 1la pravastatina se
aclaré a temperatura ambie;lte durante 30 minutos. Luego, se
removié el carbén de lefia mediante filtracién de la solucién y
el filtrado fue liofilizado. De esta manera se obtuvieron 1,62

g de pravastatina en forma liofilizada.

Ejemplo 4

Del cultivo inclinado de la cepa Mortierella maculata
nov. spec. E-97 [NCATM(P)F001266] cultivada; -dt:!ra'x'ite 10-12
dias, se pre;;aré una suspensiétn de espora con 5 ml de solucién
de clorurc de sodio estéril al 0,9%, y esta suspensién se usd
para inocular 500 ml de medio indéculo VHIG siendo esterilizado
en un matraz Erlenmeyer de 3000 ml.

Composiciétn del medio VHIG:

S



Glucosa _30g
Extracto de carne 8g
Extracto de levadura 1g

Tween-80 (polioxietileno({20)monooleato de sorbitén)} 0,5g

en 1000 ml de agua corriente

Antes de la esterilizacién, el pH del medio se ajustd a
7,0 y la esterilizaciétn se llevd a cabo a 121°C durante 25
minutos. El cultive se cultivé durante 3 dias en un agitador
giratorio (250 rpm, amplitud 2,5 cm), luego el cultivo del
inéculo obtenido se usdé para inocular un fermentador de escala
de laboratorio con medio de cultivo de bioconversiétn PK en 5

litros de volumen de trabajo.

Composicién del medip PK:

Glucosa . 40g
Peptona : ; .-h :-59
Harina de soja : 20g
K.HPO* 2g
KH,PO, . 1g
NaNO; 29

KC1 0, 5g
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en 1000 ml de agua corriente

Antes de la esterilizaciétn el pH del medic se ajustd a
7,0. Después de la inoculacién, se llevd a cabo el cultivo, la
ali_mentacibn del sustrato y la bioconversiétn de acuerdo con el
Ejemplo 2, luego la pravastatina fue aislada del caldo en el
cual su concentracién fue 650 pg/ml al final de la

fermentacién.

Al terminar la femenfcacibn, el pH de los 4,9 litros del
caldo con 650 pg/ml de pravastatina se ajusté6 bajo agitaciédn
continua con hidréxido de sodio 2M a 9,5-10,0, luego después
de una hora de agitacién el pH se ajusta a 3,5-3,7 con acido
sulfirico 20%. Subsecuentemente, la solucién acida se extrajo
con 2,45 litros de acetato de etilo. Las fases se separan, ¥y
con centrifugacidén se prep'aro un extracto limpido de la fase
orgédnica emulsionada. El1 caldo se extrajo nuevamente con
2x1,22 litros de acetato de etilo mediante el' método descripto
anteriormente. Los extractqs de acetato de -etilo ge ..combinaron
y se agregaron 0,4 litros ‘de agua deionizada, luego el pH de
la mezcla se ajustd a 8,0-8,5 con hidrédxido de sodio 1M. Las
fases se separaron y la fase de acetato de etilo se extraj
con 2x0,2 litros de agua deionizada de pH 8,0-8,5 como se

describié anteriormente. E1 pH de la pravastatina combinada

el
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que contliene solucién acuosa débilmente alcalina se ajustd
bajo agitacidén con una solucién de Acido sulfidrico al 20% a
3,5-3,7. La soluciétn 4&cida obtenida se t-axtrajo con 4x0,2
litros de acetato de etilo. Los extractos combinados de
acetato de etilo se lavaron con 2x0,2 litros de agua
deionlzada, 1luego se agregaron 150 mol% de dibencilamina,
calculada para el contenido de pravastatina medido por HPLC,
en la solucidédn de acetato de etilo. La solucidén de acetato de
etilo se concentrb6 al vacio a un volumen de 0,2 litros. Se
agregé maAs 20 mol% de dibencilamina al concentrado obtenido, ¥
la solucidén precipitada se mantuvo durante toda la noche a 0-
5°C. La sal de dibencilamina de pravastatina precipitada se
f:'i.ltrb, luego el precipitado se lavé en el filtro con acetato
de etilo frio y luego dos veces con n-hexano, y por Ultimo se
secé al vacio a 40-50°C. El producto crudo obtenido (3,9g) se
disolvié en 100 ml de metanol a temperatura ambiente, lueg 1la
solucién se aclaré_ por 0,45g de carbén de lefia. Luego, el
filtrado alcohdélico de metilo se concentr6 al vacio. El
residuo evaporado se disolvié en 120 ml’ c_;e- acet'b.na a una
temperatura externa de 62-66°C, luego la soluci{;n se enfrid a
temperatura ambiente. Subsecuentemente, la recristalizacién se
continué durante - toda la noche a 0-5°C. Los cristales
precipitados fueron filtrados, luego los cristales se lavaron

en el filtro dos veces con acetona fria y dos veces con n-
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hexano. La sal de dibencilamina de pravastatina recristalizada
se suspendid en la mezcla de 160 ml de acetato de isobutilo y
80 ml de agua deionizada. Subsecuentemente, se agregb
hidréxido de sodio en una cantidad equivalente en 1la
suspensién bajo agitacién. Después de la desapariciétn de la
suspensién, las fases se separaron y la solucién acuosa con
pravastatina se lavd con 2x30 ml de acetato de isobutilo. La
solucién acuosa obtenlida se aclard con carbdn de lefia. Luego,
el filtrado acuosc se concentr6 a un volumen de 20 ml. La
Bolucién acuosa obfenida se cargd en una columna
cromatografica (altura:didmtre = 22) rellena con 0,4 litros de
gel Sephadex LH-20 (proveedor: Pharmacia, Suecia). En el curso
de la cromatografia se usd agua deionizada como el eluyente,
y se recolectaron fracciones de 20 ml. Las fracciones fueron
analizadas por TLC, 1uego' las que contenian pravastatina
también por HPLC usando métodos descriptos anteriormente. Las
fracciones con pravastatina pura se combinaron y liofilizaron.
De este modo, se obtuvo 1,75 g de pravastatina, cuya pureza es

mayor a 99,5% por HPLC. ;

Ejemplo 5

Se prepar® una suspensién de espora del cultivo inclinado

de 1la cepa Mortierella maculata n. spec. E-97 [NCAIM(P)F
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001266] cultivada durante 10-12 dias con 5 ml de solucidn de

cloruro de sodio estéril al 0,9%, y luego se inocularon 500 ml

de medio in6bculo como se describe en el Ejemplo 4.

En un

fermentador de escala de laboratorio con 5 litros de volumen

de trabajo, el medio de cultivo de bioconversién PC/4 se

esteriliza durante 4 minutos a 121°C y luego se inocula con el

cultivo de semilla.

Composicién del medio PC/4:

Extracto de malta

Harina de soja

Peptona

Solucién de infusién de maiz
MgsSO, x 7 Hz0

en 1000 ml de agua corriente

5,0%
1,0%
1,0%
1,0%

0,1%

Antes de la esterilizacién, el pH del medio se ajusta a

7,0. Después de la inoculacién, se llevé d& cabo el cultivo y

la alimentacidén del sustrato de acuerdo con el Ejemplo 2, y

luego se obtuvieron 5,1 litros de caldo con una concentraciédn

de 610 pg/ml.

N
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Del caldo de 3,79 de sal de dibencilamina de
pravastatina, se produjo el producto crudo mediante el método
descripto en el Ejemplo 4, del que se obtuvo 2,9 de sal de
dibencilamina de pravastatina después de la recristalizacién.
La sal de dibencilamina de pravastatina recristalizada se
suspendid en 45 ml de etanol, luego bajo agitacién se agregd
110 mol% de hidréxido de sodio por la alimentacién de solucién
de hidréxido de sodio etandélico 1IM. La agitacién de 1la
solucibdn se continida duraﬂte media hora, luego se agregd 0,3g
de carbdn de lefia y se agitdé durante otra media hora. La
soluclién se filtrH, y el filtrado se concentr6 a 15 ml. Luego
se agregaron 60 ml de acetona al concentrado a 56-60°C. la
solucién obtenida se enfrid a temperatura ambiente, luego se
mantuve durante toda la noche a +5°C. Subsecuentemente, el
precipitado se filtr6, luego se lavdé con 2#20m1 de acetona,
2x20ml de acetato de etilo y 2x20ml de n-hexano, y finalmente
se secd al vacio. Los 1,7g de pravastatina cruda resultante se
disolvieron en etancl, luego se aclararon con carbén de lefia y

gse cristalizaron de una mezcla de etanol-acetato de etilo. De

este modo, se obtuvieron 1,54 g de pravastatina que fue

idéntica al producto del Ejemplo 2.

Ejemplo 6
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Como se describid en el Ejemplo 4, del cultivo inclinado
de la cepa' Mortierella maculata nov. spec. E-97
[NCAIM(P) F001266] cultivada durante 7-10 dias, un medio
inéculo de 500 ml MI esterilizado en un matraz Erlenmeyer de
3000 ml, se inoculd y se incubd a 284C durante 3 dias en un

agitador giratorio.

Composicién del medio MI:

Glucosa 40§
Caseina | 5g
KCl 0,5g
NaNO; 3g
KH2PO, . 2g
MgSO, x TH0 0,5g
FeSOy x 7TH20 0,0l1lg

en 1000 ml de agua corriente

Antes de la esterilizacidén, el pH : de .la solucién se
ajusté a 6,0 y la esterilizacién se lleva a cabo a 121°C
durante 35 minutos. El cultivo de semilla obtenido se in cula

en 5 litros de medio P12 de bioconversidtn en un fermentador.

Composicién del medio Pl2:



Glucosa 10g
Extracto de malta 50g
Extracto de levadura 5g
Solucién de infusién de maiz 5g
MgSO, x 7H:0 ' 1g
Tween—-80 0,5qg

en 1000 m1 de agua corriente

Antes &e la esterilizacién, el pH del medio se ajustd a
7,0, luvego la esterilizacidn se llevé a cabo a 121°C durante
45 minutos. La fermentacién, la alimentaciébn del sustrato y la
bioconversién se llevaron a cabo de acuerdo con el Ejemplo 2.
Después de terminar la bioconversién la pravastatina formada
en la concentraciétn de 620 pg/ml se aisld de la siguiente

nanera:

El pH de 5,15 litros de caldo que contenia 620 ug/ml de
pravastatina se asustb con hidréxido de sodio 2H'a un valor de
9,5, luego se agitd a temperatura ambiente dniaﬁte_; hora. El
caldo se filtrd y el micelio se lavdé con suspensién en 1x2
litros y luego 1x0,5 litros de agua. Los filtrados sé combinan

y el pH de la solucidn acuosa: se ajustd con acido sulfirico al
20% a un valor de 3,7 vy se extrajo con 2,5 litros, luego con

1,5 litros de acetato de etilo. Los extractos de acetato de



4;*// 3
i

etilo fueron combinados, lavados con 2x0,5 litros de agua y se
agregd 1,95 g de diciclohexilamina. El extracto de acetat de
etlilo se concentrd 40°C a 200 ml bajo presién reducida, y se
agregé 0,195 g de diciclcochexilamina nuevamente en el
concentrado, que 'luego se agité a 15°C durante 6 horas. EIl
material cristalino precipitado se filtrd, se lavd con 20 ml y
con 15 ml de acetato de etilo y se secd a 40°C. De este modo,
'se obtuvo 3,51 g de producto crudo. Después de 1la
recristalizacidn del producto crudo en una mezcla de acetona-
etanol, 8se obtuvo 3,05 g de sal de dibencilamina de
pravastatina (punto de fusi6én: 162-168°C), que se convirtié en

pravastatina de acuerdo con el Ejemplo 5.

Ejemplo 7

La fermentacién, la alimentacién del sustrato y 1la
bioconversién se llevaron a cabo -con la cepa Mortierella
maculata nov. spec. E-97 [NCAIM(P)F001266] como se describe en
el ejemplo é. La pravastatina obtenida como un resultado de la
bioconversién se aisla del caldo de la siguieété anéraz

Se filtraron 5 1litros de caldo de cuitivo én una
concentracién de pravastatina de 650 pg/ml en un pafio de
filtro. El micelio del moho se agité en 2 litros de soluciédn
de hidréxido de sodio 0,1M durante una hora, luego se f£iltré.

ﬁos dos filtrados se combinaron y el pH se ajustd con A4acido
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sulfirico al 15% a 3,5-4,0. Subsecuentemente, 1la solucién se
extrajo con 2x1,8 litros de acetato de etilo. Las _fases de
acetato de etilo combinado se lavaron con 800 ml ae agua.
Luego, se agregaron 400 ml de agua deionizada y el pH de la
mezcla se ajustd con hidréxido de sodio 1M a un valor de 8,0-
8,5. La mezcla se agitd durante 15 minutos, luego las fases se
separaron. Se agregaron 300 ml de agua a la fase de acetato de
etilo y el pH se ajust6 a 8,0-8,5. Después de agitar durante
15 minutos las fases se separaron. Se agregaron 300 ml de agua
nuevamente a la fase de aci:etato de etilo y el pH se -ajustb a
8,0-9,5. Luego, la mezcla se agitd durante 15 minutos. Las dos
fases se separaron nuevamente. Todas las fases acuosas se
cc;mbinaron y el pH se ajustd con &cido sulfilirico al 15% a 3,5-
4,0, luego se extrajeron con 3x300 ml de acetato de etilo. Los
extractos de etilo combinados se lavaron con 150 ml de agua,
se secaron con sulfato de sodio anhidro, y se filtrar n.
Luego, se agregd 150 mol% de dioctilamina, calculada para el
contenido de pravastatina, "al extracto de acetato de etilo. El

I

acetato de etilo se evapord a a'proximadamentl_a .1/ 10 de volumen
y la i.metona se agregd hasta precipitacién. ..La mezcla se
mantuvo a +5°C durante toda la noche. El precipitado se filtré
en un filtro G-4, se lavd con 20 ml de acetona y luego con 20

ml de n-hexano y se secd al vacio a temperatura ambiente. Los

3,3 g de sal dioctilamina de pravastatina obtenida se
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recristalizé de 20 ml de acetona resultando en 2,7 g de sal
dioctilamina de pravastatina pura. Punto de fusidén: 143-146°C.
La sal diotilamina de pravastatina se convirti6é en

pravastatina con el método descripto en el Ejemplo 5.

Ejemplo 8

Por el desarrollo de la capacidad de hidroxilacibén de la
cepa Mortierella maculata nov. spec. E-97 aislada del h&bitat
natural, que es capaz de' 6-P-hidroxilar compactina, en la
mutacidén—-seleccién y experimentos de induccién de enzima
discutidos en detalle mis adelante, se produce la cepa mutante

Mortierella maculata nov. spec. E-97/15/13 [NCAIM(P)F001267].
La cepa Mortierella maculata nov. spec. E-97
[NCAIM (P) F001266] aislada por nosotros se cultivé en un medio

agar inclinado MS a 28°C durante 7 dias.

Composicién del medio agar MS:

Glucosa . 4ig
Extracto de malta g 10g
Extracto de levadura 4g
agar 20g

en 1000 ml de agua corriente
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Las esporas se lavaron para remover los .cultivos
inclinados con 5 ml de soluciétn de cloruro_de sodio al 0,9%,
luego, después de transferir la suspensidén de espora en una
palca de Petri estéril, se irradié con' luz ultravioleta
durante 1 minuto. Subsecuentemente, se agregd N-metil-N'-
nitro-N-nitrosoguanidina a 1la suspensién de espora en 1la
concentracién final de 2000 pg/ml. Luego, la suspensién se
transfirié a un matraz Erlenmeyer de 100 ml y se agitd a 28°C
con una velocldad de 150 rpm durante 20 minutos.

Subsecuentemente, las esporas se sedimentaron por
centrifugacién con una velocidad de 4000 rpm durante 10
minutos, luego se suspendiéron en solucién de cloruro de sodio
estéril al 0,9%. La suspensién se distribuyé en la placa de
agar MU-VB que contenia 10 pg/ml de benomilo y 1% de sangre

defibrilada.

Composicién del medio agar MU-VB:

Glucosa o . QOg
asparagina 2g

peptona - 2,5q
fosfato de potasio'dihidroéenado 0, 5g

agar 20g
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en 990 ml de agua destilada; después de la esterilzacién el
medio se compietb con 10 ml de sangre bovina y 10 mg de
benomilo.

Las placas de agar se incubaron a 28°C durante 7 dias,
luego las colonias crecidas se transfierieron por seleccién

aleatoria a tubos de ensayo con medio agar PS.

Composicidén del medio agar PS:

Glucosa 40g
Peptona micolégica 10g
agar 15g

en 1000 ml de agua corriente

Antes de la esterilizacién el pH del medio se ajustd a un
valor de 5,6-5,7. La esterilizacién se lleva a cabo a 121°C
durante 20 minutos.

Los cultivos inclinados se incubaron a 28°C durante 12
dias, y su productividad de pravastatina’ ;é analizé6 en
experimentos de matraz agitado como se describe e.n el Ejemplo
l. La cepa mutante Mortierella maculate n. sp. E-97/15/13
[NCAIM (P} F0012867] se- seleccioné por este método, que produ}

una pravastatina' que excedié el 60% de 1la velocidad de

4 =
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conversiétn del sustrato de sal sbddica &acida de compactina

aplicada estando en una concentracién de 1000 pg/ml.

La enzima hidrolasa de la cepa Mortierella maculata n.
sp. E-97/15/13 se indujo por el cultivo en medio agar MU-VB
con 100 ug/ml de compactina 8-de-(2-metil-butiril) vy/o
compactina. Después de 1a' seleccién aleatoria de las colonias
crecidas, se transfirieron a un inductor con medio inclinado
MU-VB. La productividad de pravastina de los cultivos
inclinados se examind por el método escrito en el Ejempl 1
con las diferencias que 1la alimentaciétn del sustrato de
compactina en la cantidad de 500 pg/ml se llevd a cabo desde el
cuarto dia de la fermentacién durante 11 dias mas el sustrato
de sodio de compactina se agregd gradualmente durante los doce
dias convertido completamente en pravastatina. Al final de la
bioconversidn realizada en 50 cul_tivos de matraz de agitacién,
se midieron de 30 g de sustrato de sodio de compactina, se
midié por HPLC la formacién de 18,5 ‘g de, pravastatina. ILa
recuperacién de la pravastatina de los caidos de f'ementacibn

combinados se llevd a cabo de acuerdo con el siguiente método.

Después de términar la fermentacién, se ajustd el pH de

5,5 litros de caldo con concentraci6tn de pravastatina de 3360

pg/ml, con solucién de acido sulfirico al 20% a 3,5-3,7.
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Subsecuentemente, la soluciébn acida se extrajo por 2,75 litros
de acetato de etilo. Las fases se separaron, y se p;eparb un
extracto limpido mediante centrifugacién de la fase orgénica
emulsionada. El caldo se extrajo dos veces mis con 1,37 litros
de acetato de etilo como se describié previamente. Los
extractos de acetato de etilo combinados se lavaron con 2x1,15
litros de agua deionizada, luego se agregé 150 moly de
dibencilamina, calculada para el contenido de pravastatina
medido por HPLC, a 1la solucién de acetato de etilo. La
solucién de acetato de gtilo se concentr6é al vacio a un
volumen de 0,23 litros. Se agregd otr 20 mol% de dibencilamina
al concentrado y la solucién precipitada se mantuvo durante
toda la noche a 0-5°C. La 'sal de dibencilamina de pravastatina
precipitada se filtré, luego el ©precipitado se lavbd
suspendiéndolo en acetato de etilo enfriado y luego dos veces
en n-hexano, finalmente -se sec6é a 40-50°C al vacio. El
producto crudo obtenido (22,4q) se disolvié en 0,67 litros de
acetona a 62-66°C de temperatura, y la'ﬁolucién se aclard con
2,2 g de carbén de lefia. Después de 1la ;iarifibacibn, el
filtrado de acetona se concentré al vacio hasta-un volumen de
0,56 litros. Los cristales precipitaron del concentrado, se
disolvieron nuevamente a la misma temperatura, luego 1la
solucién se enfridé a temperatura ambiente. Subsecuentemente,

la recristalizacién se continué durante toda la noche a 0-5°C.

rd
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Los cristales precipitados se filtraron, y se lavaron mediante
suspensién dos veces en acetona enfriada y dos veces en n-
hexano. La sal dcida dibencilamina de pravastatina
recristalizada se secd al vaclo a 40-50°C. La sal é&cida
dibencilamina de pravastatina obtenida (14,8g) se disolvié a
40-44°C en 740 ml de una mezcla de acetato de etilo-etanol
(9:1), luego se agregd 110 mol% de hidrbéxido de sodio a la
solucién en forma de una solucién etanélica 1IM. La agitacién
de la solucidtn precipitada obtenida se continudé durante media
hora a temperatura ambiente, luego se logrd una precipitaéibn
completa como resultado de la aplicacién de enfriamiento por
hielo durante 1-1,5 horas. Subsecuentemente, el precipitado se
filtrd y se lavd con 2 x 150 ml de acetato de etilo enfriado vy
2x150 ml de n-hexano, finalmente secado al vacio a 40-50°C. la
pravastatina obtenida se disolvid en etanol, se aclard por
1,0 de carbdén de lefia, 1ueg6 se cristalizdé de la mezcla de
etanol-acetato de etilo. De este modo se obtuvieron 9,4 g de
pravastatina, con constantes fisicas correspoqd%entes a ls

datos descriptos en el Ejemplo 2.

Aunque ciertas realizaciones preferidas actuales de la
invenciétn se han descripto en la presente, serd obvio para los
especialistas en el arte, que se pueden hacer variaciones y

modificaciones de las realizaclones descriptas sin alejarse
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del espiritu y alcance de la invencién. P r consiquiente, se
intenta que la invencldn se limite solamente a lo solicitado
por las reivindicaciones adjuntas y las normas legales

vigentes.



REIVINDICACIONES:

1, Un proceso microbiano para la preparacidédn del compuesto

de la férmula (I)

m

de un compuesto sustrato de la fé4rmula (II)

tin

donde R representa un ion de metal alcalino o de amonio,

que comprende los pasos de:
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a) cultivar una cepa de la especie de moho filamentoso

”

Mortierella maculata capaz de 6P-hidroxilar un

compuesto de la f6rmula (II) en un medio nutriente que
contiene fuentes asimilables de carbono y nitrégeno y
sales minerales,

b) alimentar el :sustrato para ser transformado' en el
cultivo desarrollado de Mortierella maculata,

c) fermentar el sustrato hasta el final de 1la
bioconversién,

d) separar el compuesto de la fbérmula (I) del caldo de
cultivo, y

e) aislar el compuesto de la férmula (I).

El proceso de la reivindicacién 1, caracterizado porque

dicho medio es un - 'caldo nutriente.

El proceso de la reivindicaciédn 2, caracterizado porque
dicho paso de separar el compuesto de la férmula (I) del
caldo de cultivo se lleva a cabo medignfé adsorcién en

una resina de intercambio de iones aniénicos.

El proceso de la reivindicacién 2, caracterizado porque
dicho paso de separar el compuesto de-la f6rmula (I) del

calde de cultivo se lleva a cabo mediante extraccién con

5}(
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solvente organico immiscible en agua, seguido de 1la
preparaciétn de su derivado lactona o su sgl de amina

secundaria como un intermedio.

El proceso de la reivindicacién 2, caracterizado porque
dicho paso de separar el compuesto de la f6rmula (I) del
caldo de cultivo se lleva a cabo por purificacién del
extracto acuoso alcalino obtenido del extracto solvente
organico del caldo de fermentacién con la cromatografia

en una resina de adsoricién no iénica.

El proceso de la reivindicaciétn 1, caracterizado porque
la cepa Mortierella maculata es la cepa Mortierella
maculata n. sp. E-97 depositada en la Coleccidn Nacional
de Microorganismos de Agricultura e Industria, Budapest,

Hungria bajo el nimero de acceso NCAIM(P)F001266.

El procesc de la reivindicacibén 1, caracterizado porque
la cepa Mortierella maculata es’ lla cep'a. Mortierella
maculata n. sp. E-97/15/13 depositada.en la Coleccién
Nacional de Microorganismos de Agricultura e Industria,

Budapest, - Hungria bajo el nimero de acceso

NCAIM(P)F001267.
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El proceso de la reilvindicacién 1, caracterizado porque
la enzima hidroxilasa de 1la cepa wusada para 1la
transformacién es. inducida por compactina B8-de(2-metil-

butiril} o compactina.

El proceso de la reivindicacién 2, caracterizado porque
un compuesto de la f6rmula (II) como un sustrato se
agrega al cultivo en paralelo al paso de al'%mentacibn,
dorg el paso de alimentacién depende del pH dei cultivo y

su cantidad estd 0,5-1,0% relacionada con el volumen del

caldo.

El proceso de la ‘reivindicacién 1, caracterizado porque
el paso de fermentacidén se lleva a cabo en un medio que
contiene fuente de carbono seleccionada del grupo que

consiste de glucosa, fructosa y glicerina.

El proceso de la reivindicacién 1, caracterizado porque
el pasc de fermentacidn se lleva & c:;alg:no Nen'= un medio que
contiene fuente de nitrégeno selecciona;ia del grupo qtie
consiste de harina de soja, peptona, caseina, extracto de

levadura y-extracto de carne.
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El proceso de la reivindicacién 2, caracterizado porque
el compuesto de 1la f6rmula (I) formado durante la
bioconversién se separa del caldo de cultivo por
adsorcidén del filtrado del caldo y del agua de lavado del
micelio en una resina de intercambio aniénico, eluyendo
el compuesto de 1la fébrmula {I) de 1la resina,
transformando el compuesto de la férmula (1)

completamente hasta su forma lactona, aislando el

derivado de lactona, hidrolizando el derivado de lactona

. por hidréxido de sodio, ¥y desalando el compuesto de 1la

fé6rmula (I) en una resina de adsorcidn no ié6nica.

El proceso de la relvindicacién 12, caracterizado porque
dicha resina de intercambio aniénico tiene grupos activos
de amonio cuaternario que llevan esqueleto de
poliestireno-divinilbenceno, se usa para la separacién

del compuestc de la f6rmula (I} del filtrado del caldo.

El proceso de a reivindicacién 4, daz;ac.:teri::'a-do porque el
compuesto de la fbérmula (I) forma.tdo durante ]:a
bioconversién se extrae en forma 4cida del caldo, el
caldo es acidificado al pH de 3,5-3,7, o del filtrado del

caldo por un solvente organico immiscible en agua.
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15. El1 proceso de la reivindicacién 14, caracterizado pordque
dicho solvente orginico inmiscible en agua- es acetat de
etilo.

l6. E]l proceso de la reivindicacién 14, caracterizado porque
dicho solvente orgénico immiscible en agna es acetato de

isobutilo.,

17. El proceso de la reivindicacidén 5, caracterizado porque
dicho compuesto de la férmula (I) se extrae en forma de
sal sbébdica del solvente organico por soluciétn de
hidréxido de sodio acuosa, y se purifica en una resina de

adsorciétn no iénica.

18. El proceso de la reivindicacién 14, caracterizado porque
dicho compuesto de 1la férmula (I) se precipita del
extracto en forma cristalina con una amina secundaria que
contiene sustituyentes alquileo, cicloalquilo, aralquilo,
o arilo. . .

19. El procesc de la reivindicacidédn 18, caracterizado porque
la sal de -amina secundaria cristalina se suspende en una
mezcla de un éster de alquilo de 1-4 4dtomos de carbono de

dcido acético y agua; se agrega una cantidad equivalente
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de hidréxido de sodio en solucién acuosa a la suspensién
de modo que se forman una fase organica Y una fase
acuosa; las fases orgénica y acuosa sSe SsSeparan; la fase
acuosa se lava con acetato de isobutilo, luego se aclara

con carbono activado; y la solucibén acuosa se liofiliza.

El proceso de la reivindicacién 19, caracterizado porque

dicho éster de alquilo es éster de isobutilo.

El proceso de la reivindicacién 18, caracterizado porque
la sal de amina secundaria cristalina se suspende en un
alcohol de 1-4 AaAtomos de carbono; de la suspensién se
prepara una solucidn del compuesto de la férmula (I),
agregando una solucién etandliaca de hidréxido de sodi ;
y el compuesto de la férmula (I) se precipita de 1la

solucién por la acetona.

El proceso de la reivindicacidén 21, caracterizado porque

dicho alcohol de 1-4 §tomos de carbbono es etanol.

El proceso de la reivindicaicién 18, caracterizado porque
la sal de -amina secundaria cristalina se disuelve en una
mezcla de éster de alquilo de 1-4 atomos de carbon de un

dcido carboxilico de alcano con 1-4 atomos de carbono y
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un alcohol con 1-4 &tomos de carbono; y de la solucibdn

del compuesto de la férmula (I) se precip_ita en forma

cristalina agregando el hidréxido de sodio.

El proceso de la reivindicacién 23, caracterizado porque

dicha mezcla es una mezcla de acetato de etilo-etanol.

El proceso de la reivindicaciédn 19, caracterizado porque
la pravastatina se aisla del caldo de fermentaciétn a
través de la sal de dibencilamina de la forma &cida del

compuesto de la férmula (I).

El proceso de la reivindicaciém 19, caracterizado porque
el derivado é&cido del compuesto de la férmula (I) es

purificado a través de su sal diciclohexilamina.

El proceso de la reivindicacién 19, caracterizado porque
el derivado &cido del compuesto de la férmula (I) es

purificado a través de su sal diocti_la.mina."-

El proceso de la reivindicacién 19, caracterizado porque
el compuesto de 'la férmula (I) se purificada hasta al
menos 99,5%, medido por HPLC, usando cromatografia de

gel.
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El proceso de la reivindicacién 1, caracterizado porque
dicha cepa de Mortierella maculata se cultiva de 25° a

30°cC.

Un cultive bioclbégicamente puro de la cepa Morti rella
maculata n. sp. E-97 depositada en la Coleccliédn Nacional
de Microorganismos de Agricultura e Industria, Budapest,

Hungria bajo el nimero de acceso NCAIM(P)F001266.

Un cultivo bioléglicamente puro de la cepa Mortierella
maculata n. sp. 'E—97/15/13 depositada en la Coleccién
Nacional de Microorganismos de Agricultura e Industria,
Budapest, Hungria bajo el nimero de acceso

NCAIM (P) F001267.

Un cultivo de Mortierella capaz de 6B~hidroxilar un

compuesto de la férmula (II)
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donde R representa un ion de metal .alcalino o de amonio,
que consiste esencialmente de un cepa nueva Mortier lla
maculata n. sp. E-97 depositada en la Coleccién Nacional
de Microorganismos de Agricultura e Industria, Budapest,

Hungria bajo el nimero de acceso NCAIM(P)F001266.

Un cultivo de Mortierella capaz de 6f~hidroxilar un

compuesto de la férmula (II)

donde R representa un ion de metal alcalino o de amonio,
que consiste esencialmente de un cep:a nueva Mortierella
maculata n. sp. E-97/15/13 depos'i'l:'a'di; en ‘la Coleccién
Nacional de Microorganismos de Agricultura e Industria,
Budapest, Hungria bajo el nimero de acceso

NCAIM(P) F001267.

w



RESUMEN

La presente invencidén se relaciona con un nuevo proceso

microbiano para la preparacién del compuesto de la férmula (I)

an
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donde R representa un ion de metal alcalino o de amonio,
por el cultivo sumergido de una cepa de moho capaz de 6p-
hidroxilar un compuesto de la F6rmula (I) en fermentacidn
aerébbica y por separacién y purificacién del producto de 1la
Férmula (I) formada en el curso de la bioconversiédmn. El
procesc comprende cultivar una cepa de especie de moho
filamentoso Mortierella maculata que es capaz de Gﬂ—hidroxiiar
un compuesto de la Fé4rmula general (II), en un medio nutriente
que contiene caldo de fermentacién asimilable, aislando luego

el compuesto de la férmula (I) y purificdndolo. También se

revelan cepas nuevas de Mortierella maculata.

P2
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S.1LC.).

SI[ ] NO[x] CUMPLE LOS REQUISITOS JURIDICOS

BSERVACIONES JURIDICAS CONVENIO DE PARIS: En todo caso, debera presentar
copia certificada su conformidad por la Administracién que recibié la solicitud de la cual
reivindica prioridad, en cualquier momento dentro del plazo de tres (3) meses,
contados a partir de la fecha de depdsito de la solicitud posterior. La omisién de esta .-
formalidad implicara la pérdida del derecho de prioridad.

En consecuencia, se conceptlia que esta solicitud:

Si[ ] NO[x ] Se ajusta a los aspectos FORMALES indicados en la Decision
344 y por tanto,
SI[ ] NO[x ] Se recomienda PUBLICAR el extracto correspondiente.

Santafé de Bogota, D.C., 7 de Febrero del 2000

EXAMINAD R JURIDI%%. ) Carrera 13 N° 27-00 Pisos 5° y 107,

Conmuiador 334 1221-2-34
: Fax 281 3125
} Sentafé de Bogotd, D.C. - Colombia
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SUPERINTENDENCIA DE INDUSTRIA Y COMERCIO
ReZ EXAMEN DE FORMA

Radicacién no 00- 7110-
Concepto Técnico no §94. Clasificacién Internacional de Patentes (/2.2 Yo

Practicado el examen de acuerdo a lo establecido en el Art. 21 de la Decisién 344 se determiné que esta
solicitud de Patente de Invencién:

SIA NOO  Contiene la identificacién correcta del inventor (Art.8, Art.13-a).

SIB NoQ Contiene la identificacion correcta del solicitante (Articulo 13-a).
Sifd NoQ Contiene el resumen con el objeto y finalidad de la invencién en forma correcta
(Art.13-¢).

S1kd NO O Contiene el titulo 0 nombre de la invencién en forma correcta (Art.13-b).
s1fd No QO Contiene la descripcion clara y completa de la invencion (Art.13-c).

SIkd NO O3 Contiene los dibujos correctos (Art.14-c junto con el literal d) del Art. 4 del Dto.
117 del 94).

Sipd NOo Ol Contiene las unidades de medida en el sistema exigido (Art.14-c junto con el
Decreto 3464 del 26 de diciembre de 1980).

srﬂ No (O Contiene una o mas reivindicaciones, en forma correcta, que precisen la materia
para la cual se solicita la proteccién mediante la patente (Art.13-d).

SIM NOOQD Contiene el extracto de acuerdo con el literal c) del articulo 4 del Dto. 117 /94.

Sit NOBX Contiene el arte final del dibujo caracteristico de acuerdo con el literal c) del
articulo 4 y el articulo 27 del Dto. 117 /94.

sifd No QO Contiene la tarjeta del Archivo Tematico [formato P-104] en forma correcta
(Art.14-c junto con el literal b) del articulo 4 del Dto. 117 /94).

siGd NoQ Contiene la tarjeta del Archivo de Propietarios [formato P-105] en forma correcta
(Art.14-c junto con el literal b) del articulo 4 del Dto. 117 /94),

sIE@ No QO CUMPLE LOS REQUISITOS TECNICOS

OBSERVACIONES Y OTROS: SICl NO® ver hoja(s) anexa(s)

Santa Fe de Bogots, D.C., 14 de abhe:l de 2000

[/11/] 1A
EXAMINADOR TECNICO
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DIVISION DE NUEVAS CREACIONES }?

"EXPEDIENTE0-07110

AUTO 0299
' DISPONE

ARTICULO PRIMERO: Reconocer personeria al doctor XXXXOXOXXXX como apoderado del
solicitante, en los términos y para los efectos del pader conferido.

ARTICULO SEGUNDO: Conforme lo establece el articulo 22 de la Decisién 344 de la
Comision del Acuerdo de Cartagena, requiérese al solicitante, para que dentro del plazo
de treinta (30) dias hébiles siguientes a la fecha de notificacién del auto, presente
respuesta a las observaciones o complemente los antecedentes sefialados en el examen
de forma.

ARTICULO TERCERO: Notificar por estado el presente auto, advirtiendo que contra el no
procede recurso alguno en la via gubernativa.

NOTIFIQUESE Y CUMPLASE ' .
Dado en Santafé de Bogota D.C., a los 25 ABR i

EL JEFE DE LA DIVISIQN DE NUEVAS CREACIONES,

ALIX CA ESPEDES DE VERGEL

NOTIFICADO POR ESTADO
(07 AR

Santafé de Bogota D.C., . notificado por anotacion en estado de esta misma
fecha.

VENCIMIENTO NOTIFICACIONESTADO /2~ O 6~ OO

SOLICITO PRORROGA TERMINO Sl NO

VENCIMIENTO TERMINO PRORROGA

Catyera 13 N* 27-00 Plsos 5° y 10°
Conmustador 334 1221-2-34
Fax 28] 3125
Santafé de Bogoti, D.C. - Calombia



