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Efilamentoso Mortierella maculata
lcompuesto de la Férmula general
e

-
]

ide 1la

aerdbica
purificacién del producto de la Férmula

fermentacién asimilable,
ﬁérmula (I)

También
Mbrtierella maculata.

La presente invencién se relaciona con un nuevo proceso microbiano
para la preparacidén del compuesto de la férmula (I)

: S
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de un compuesto de la férmula general (II)
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{an

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

por el
cultivo sumergido de una cepa de moho capaz de 6f-hidroxilar un compuesto
Férmula (I) en fermentacién

Yy por
(1)

separacién

y
formada en el curso de la
bioconversién. El proceso comprende cultivar una cepa de especie de moho

que es

(I1),
aldo de

capaz de 6f-hidroxilar un
en un medio nutriente que contiene
aislando 1luego el

se revelan

compuesto de 1la
y purificéndolo.

cepas nuevas de
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PROCESO MICROBIAL PARA LA PREPARACION DE PRAVASTATINA

CAMPO DE LA INVENCION

La presente invencién se relaciona con un proceso para la
preparacién de pravastatina, y, particularmente, con un

proceso microbiano para la elaboracién de pravastatina en una

escala industrial.

ANTECEDENTE DE LA INVENCION

El factor de riesgo mas ele&édo de aterosclerosis v,
especialmente, oclusién coronaria es el alto nivel dg
colesterol del plasma. En }as Ultimas dos dééadas se examind
extensamente la coenzima A reductasa 3-hidroxi-3-metilglutaril
(EC.1.1.1.34) como el indice que limita la enzima clave de la

biosintesis de colesterol. La pravastatina, un compuesto de

Rl » OH
la Férmula I, NaJO¢” }j '
HO. x J
. i "MH
'ﬁcz*\z :
H CHy

M
Yy otros compuestos relacionados (compactina, mevinolina,

|
simvastatina) son inhibidores competitivos de la 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.ﬁ.

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

La pravastatina fue primero aislada por M. Tabaka et al.

(resﬁltados sin publicar) a partir de la orina de un perro j

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 él
mecanismo de accién mas ventaj‘oso en la terapia. Su
caracteristica mas importante es la selectividad del tejido,
es decir, inhibe la sintesis de cblesterol en los dos sitios
principales de la colesterogénesis, tales como el higado y él
intestino delgado, mientra_s en los demas 6rganos la enzima
intracelular que limita ei efecto es apenas detectable. Al
mismo tiempo 1la biosintesis deli colesterol que limita el
efecto de mevinolina vy simvastatina es significativa en l:a

+

mayoria de los oérganos (T. Koga et al., Biochim. Biophys.
j

Acta, 1045, 115-120, 1990).

La pravastatina difiere esencialmente en 1la estructura

quimica de mevinolina y simvastatina que tienen un caréacter

mas lipofilico. En el caso de los ultimos compuestos el
sustituyente conectado al &tomo de carbono C-1 del esqueleto

hexahidronaftaleno termina en un anillo de 1lactona de 6




s

miembros,lmientras en el caso de la pravastatina, en vez del
anillo de lactona, se encuentra presente una forma de sal de
sodio de &cido dihidroxi abierta, biolégicamente activa. Otra
diferencia estructural importante .es que en vez del grupo
metilo de mevinolina vy simvastatiné. en la posicién C-6 del
anillo hexahidronaftaleno, se puede hallar un grupo hidroxilo
en pravastatina, que resulta en un aumento adicional en su

caracter hidrofilico.

Como resultado de 1las diferencias estructurales antes

i

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 produccidén industrial de prévastatina 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 fermentacién la sal de sodio del écido:
de compactina como un sustrato se convierte én:.graVastatina

mediante hidroxilacién microbiana en la posicién 6.

De acuerdo con las patentes publicadas, la hidroxilacién

microbiana de compactina se puede lograr en diversos grados

con 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 (especificacién

patente belga No. 8385090, 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 publica@a
No. 0605230). La bioconversién del sustrato de compactina se
publicé en una concentracién de 500 pg/mL  usando mohos
filamentosos tales como MUcor‘_ hiemalis, Syncephalastrum
nigricans, Cunninghamella echimulata y en 2000-4000 ug/mL coh
cepas Nocordia, Actinomodura y Streptomyces que pertenecen a

las procariotas.

Un problema general experimentado en los casos de

elaboracién de pravastatina con mohos filamentosos es que
)

debido al efecto antifingico de la compactina, los

—

microorganismos no son capaces de tolerar la alimentacién del

e - - e ——— e - .
sustrato de compactina al cultivo atn con concentraciones 1
e e

e

bajas_(Serizawa et al., J. Antibiotics, 36, 887-891, 1983).
La toxicidad celular de este sustrato también se observd en la
hidroxilacién con Streptomyces | carbophilus 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 la cepa Stréptomycés carbophilus con técnicas
de ADN recombinante. Para la hidroxilacién de la compactina
se necesita un sistema monooxigenasa citocromo P-450 (Matsuok;
et al., Eur. J. Biochem. 184, 707—7&3, 1989). Sin embargo, de
acuerdo con los autores, en el sistema bactericida
monooxigenasé citocromo P-450 no ﬁna sino varias proteinas
actian en el transporte de electrones, esto agrava lé
aplicacién de las técnicas de ADN. :El desarrollo de un método
de hidroxilacién microbiolégico efectivo en cuanto a loé
;ostos para la elaboracién. de 1la :pravastatina es una tarea

|
‘compleja y sumamente dificil.

El objetivo de la presente invencién es elaborar un nuevo

proceso microbiano para la preparacién de pravastatina a

partir de compactina en escala industrial, que produciria

pravastatina en condiciones m&s ventajosas que las vya
K

e S

—

conocidas. Durante nuestro trabajo de investigacidn,

anteriormente tratamos de hallar una cepa de microorganismos

con una enzima hidroxilasa que se pueda adaptar a la

transformacién microbiana de compactina a pravastatina en una

concentracién elevada.

7



RESUMEN DE LA INVENCION

La presente invencién se relaciona con un proceso

microbiano para la preparacién del dompuesto de férmula (I)

de un compueSto sustrato de férmula'(II)

i



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

i

que comprende los pasos de (a) cultivar una cepa de especies

de moho filamentoso Mortierella maculata capaces de 6fB-
hidroxilar un compuesto de férmula . (II) o un medio nutriente
que contiene fuentes asimilables de carbono y nitrégeno vy
sales minerales, (b) alimentar gl sustrato para que se
transforme en un cultivo desarrollado de Mortierella maculata,
(c) fermentar el sustrato hasta el final de la bioconversién,

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

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

La presente invencién también se relaciona con un cultivd
bioldégicamente puro de la cepa Mortierella maculata n. sp. E=
97 depositado en la Coleccién Nacional de Microorganismos de
Agricultura e Industria, Budapest, Hungria bajo numero de
acceso NCAIM(P)F 001266 y un cultivo bioldgicamente puro de su
mutante, la «cepa Motierella maculata n. sp. E—97/15/13
depositado en la Coleccién Nacional de ,Micrporganismos dé
Agricultura e Industria, Budapesty Hungria5/baj6 \nﬁmero de

acceso NCAIM(P)F 001267.

BREVE DESRCIPCION DEL DIBUJO
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La Figura 1 es una ilustracién 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
abarcd alrededor de 5500 cepas prbcariéticas y eucaribticas,
se seleccionaron 23 microorganismos, que fueron capaces de
hidroxilar la compactina en oposiciédn. Entre estas cepas un
moho filamentoso demostrd ser mas adecuado para la produccidn
de pravastatina debido a su mayor resistencia contra }a
compactina cuando se compard con‘cepas conocidas de patentes
publicadas. De acuerdo con la investigacién taxonbémica, esta
cepa demostrd ser un nuevo repreSentante de las especies que
pertenecen al género Mortierella (Mortierella maculata n.
sp.). De los mohos seleccionados, se aisld una nueva cepa por
un lado mediante 1la aplicacién ‘de métodos de seleccidédn de
mutacién, y por otro lado, mediante la induccién de la enzima
hidroxilasa de 1la cepa, una fue capaz deilhidroxilar el
sustrato de compactina a pravastitina en una éoncentracién
superior a la publicada hasta el momento. Como agentes
mutagénicos, se aplicaron mutdgenos fisicos y dquimicos
(radiacién UV, sulfonato metil' metano, N-metil-N’-nitro-N-

nitrosoguanidina). Después de los tratamientos mutagénicos,

vl

Vel
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para preparar células haploides, lé 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 pg/mL de
compactina 8-de-(2-metil-butiril) ' o compactina. Mediante la
aplicacidn de estos métodos se prepard una c<epa mutante de la
nueva cepa dque es capaz de convertir la compactina en

pravastatina en un grado significativamente superior a la cepa

madre.

En el curso de los experimentos de optimizacidén se
determiné .la composicién del inéculo mas beneficioso y ‘el
medio de bioconversidén mas ventajoso para la hidroxilacién de
la compactina, asi como el métodé éptimo para la élimentacién

repetida de compactina en una concentracidén elevada.

En consecuencia, esta invencién se Dbasa en el
reconocimiento de que 1las qepas‘designadas E-97 y E-97/15/13
del moho. aislado denominadas Mbrtierella maﬁﬁlapa,l que se
depositaron bajo los numeros de.acceso de NCAIM(?)F 001266 y
NCAIM(P)F 001267 respectivamente, en la Coleccién Nacional de
Microorganiémos de Agricultura e Industria (Departamento de
Microbiologia y Biotecnologia, ﬁniversidad de Horticultura e

Industria Alimenticia de Budapest), bajo condiciones adecuadas




de fermentacidén son capaces de elaborar pravastatina en un
grado mayor, mientras los compuestos relacionados no deseados
tales como las formas acidas de 6a-hidroxi-compactina, 2a-
hidroxi-compactina, 8—de—(2—metiL—butiril)-compactina, 3a,SB-
- dihidroxi-5, 6-dihidro-isocompactina, 8a,B—hidroxi—compactinaj Yy
los derivados hidroxilados en posiciones 2 y 3 de 1la cadéna
lateral 2-metil-butiril de compactina se obtienen, solamenﬁe,
en cantidades pequefias o menorés durante la' bioconversién.

Asi, estas cepas son especialmente adecuadas ©para la

elaboracidén de pravastatina en un escala industrial.

Teniendo en cuenta que la elaboracién econdmica Jdel
principio activo en una escaia industrial constituye una
funcién de 1la concentracién dei 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 Eapacidad de hidroxilacién del
moho original aislado se puede mejorar mediénﬁe la éplicacién
de métodos de mutacién-selecci@n e induccidén enzimdtica vy,
ademds, que mediante el desarrollo de un método adecuado‘para
la alimentacién ‘del sustrato se puede realizar la
hidroxilacién de grandes cantidades de compactina vy

pravastatina en un procedimiento individual. En conclusiédn,



la nueva cepa mutante disefiada cbmo Mortierella maculata n.
sp. E-97/15/13 es especialmente adecuada para la elaboracién
de pravastatina.

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

a continuacién.

Descripcién taxonémica de la cepa holotipo Mortierella

maculata nov. spec. E-97.

En un medio almidén-caseina-malta extracto-agar el
micelio aéreo se desarrolla bien (mads de 10 pm de espesor gue
cubre la capa sobre el micelio sustrato). En el comienzo
aparece como una red blanca ajustadamente tejida de hifa, en
la que, posteriormente, las manchas amarillentas que esporulan
con un diémetro mm aparecen eécasamente (el nuevo nombre
*maculatus” se refiere al anterior: Mancﬁadp).‘ Esta
coloracién amarillenta puede a veces ocupar laé superfiées
continuas mas 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. El color de la red micelial de



su$trato es rojizo suave en medio levadura extracto-glucosa-
pe£tona. La produccién de pigmentos difusibles y solubles en
| .

t | . z z.
los medios listados anteriormente no se experimentd, o soélo

|
raramente se presenta una coloracidn amarillenta

in%ignificante en estos medios. Las colonias de cepas E-97,

| ‘ v

debido a su produccién de aceite volatil y similarmente a
| !

v%rias otras especies de Mortierella, (excepto a especies de

séccién Isabelina), pueden exudar un muy fuerte olor
; _

caracteristico.

Los esporangidéforos, disefiados 'mediante numeros de

|
|
|
|

;
chalmente en la hifa aérea (pero menos en las de sustrato) en

referencia 1-7 en la Figura 1, con frecuencia se desarrollan

g&andes cantidades a distancias muy diferentes entre si. No
| :

sp ramifican, pero son principalmente  rectos o curvos. Su

i
: r

longitud es generalmente entre 60-80 um. El punto de partida

|

eén la abrumadora mayoria de casos es una seccién hifa mas o
ﬁenos corta fuertemente dilatada de la red aérea, de la cual
) P _

?stén separadas por paredes. Los 'mismos esporangidéforos
también se pueden dilatar (a veces fuertemente), como se
i .

demuestra por el numero de referencia 6, pero en la direccién

@el esporangio se angostan gradualmente, de 5,0-9,0 pm a 1,0-

Constituye un importante cardcter taxondémico que

—r
-
(o]
.
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stablece que debajo de los esparangiéforos nunca se ensanchan

ver numero de referencia 8).

—— e o

i Los esporangios son esféricos; en algunos casos esferas
ﬂigeramente achatadas. Su didmetro es de 6,0-7,0 pm,
| ‘

relativamente pequefioc en comparacién con las medidas de

i
fesporangio de otras especies Mortierella. Los esporangios

pueden contener muchas esporas, pero también existen

i

ﬁesporangios que sbélo tienen una espoﬁa. Las esporas 9 son
jcilindricas y menos ovales. Su tamafio es 3,0-5,0 x 1,5-2,0
, _

;um. Dentro de las esporas individuales, pueden estar
!presentes una o dos gotas de aceite ‘10 esféricas, oscuras y
Epequeﬁas. Debido a la fécil desintegracién de la pared de los
gesporangios, en medios humedos las esporas se esparcen
! rapidamente. Después de la desintegracién del esporangio,
f algunas veces al final de los esporangiéforos, se puede
; observar un fino “collar” similar 'a una horquilla y una
} columela rudimentaria muy corta (§ no - tipica). Pueden
f presentarse gemas 15-28 que son esféricas o'éiiingricas en la
i mayoria de los diferentes medios diégnésticos. | Generalmente

el tamafio es 10-25 yum. En las cadenas de cultivo de gemas

esféricas 13, también se pueden hallar células con brotes,

f gemas 15-23 intercaladas, asociaciones hifales de crecimiento
|

espiral particular de wuna hifa alrededor de otras 11,

2
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| 18
|

| | . , .
estructuras tipo anastomdéticas y células gigantes, etc. En el
| :
m%celio aéreo también se pueden observar redes 14 hifales

i
gFandes (50-250 pm diametro) muy densas pero sin la presencia

|
dF zigotas detectables.

|
| |
! Los cultivos de cepa E-97 son capaces de reducir nitratos
|
|

q nitritos, no hidrolizar almidén, esculina, arginina o
| f ,
%etanina pero hidrolizar polisorbatos Tween y no descomponer

%idrocarburos de parafina. Los cultivos de cepa E-97 tienen

| e .
actividad ureasa muestran un buen crecimiento entre pH 7,9 y

é,O toleran un maximo de NaCl 2%. ‘El efecto de xantina,

hipoxantina, lecitina, tirosina y adenina es negativo. Se ha

l

detectado una fuerte produccién de 4acido de los cultivos de

|
glucosa, fructosa, glicerina y galactosa, pero muy débil o sin

]
Froduccién de xilosa, arabinosa, rafinosa, sorbitol, inositol,

ﬁnulina, etc. El débil crecimiento se detecta en piruvato y

lacetato pero no se pudo hallar crecimiento con benzoato,

| .
fsalicilato, citrato, lactato, succinat¢, tartarato y malonato.
:Se observé un; buen crecimiento con g¢lucosa vy ifrpctbsa como
;fuentes unicas de carbono en el medio. Las pruebas de
utilizacién con xilosa, arabinosé, ramnosa, sacarosa,
jrafinosa, manitol e"inositol demostraron ser negativas. Los
fcultivos no descomponen‘la celulosa.

:
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Posicién sistemdtica: La cepa E-97 pertenece a la familia

Mbrtierellaceae y es un miembro tipico del género Mortierella:

el esporangio contiene, generalmente, muchas esporas, la

|
| : | .

qolumela 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 i

éénero Mortierella, la cepa E-97 es un representante tipico de
i

I
la “Seccidn Alpina”. La ultima se puede caracterizar por
|

!
esporangidéforos no ramificados muy cortos

|
5200 am) y esporangias muy pequeflas (2Zycha,

!

Mucorales, Eine Beschreibung aller

|

,Pilzgruppe.

{longitud méxima de
H. Und Siepmann, R.
Gattungen und Arter dieser
D-3301 Lehre, Verl. Von J. Cramer,.l969). Entre

| ‘
'los miembros de la seccidén Alpina, la cepa E-97 muestra la

|

Imayor similitud con las especies M. thaxteri Bjérling 1936 y

|

?M. renispora Dixon-Stewart 1932.
!Tabla I muestran claramente las diferencias en las propiedades

Sin;embargo, los datos en la

|

| diagnésticas de la cepa E-97 y de estas dos especies. De

| , ‘ ;

j

manera acorde, como especies nuevas en la presente
introducimos la cepa bajo el nombre Mortierella maculata nov.
. ! . ¥

spec. E-97,.

|
|
|
l
|
l
|
|
|
|
|
|
|
|
i'
j
!
|




|
|
|
|
!
|

&aculata n. sp. Con las especies M. renispora y M. thaxteri en

|

1

!

Tabla I

Una comparacidén de la cepa holotipo E-97 de Mortierella

base a propiedades diagnésticas clave

|
;

|
|
|
|
|

que las
‘regulares,

lateralmente de

normal) o.
secciones no

separadas de hifa

Mortierella Cepa Mortierella|Mortierella
{ renispora E-97 thaxteri
érigen de Comunes, sin Lateralmente de' Lateralmente de
gsporangiéforos embargo las hifas thifa aére% segmentos

son mas anchas {(hinchada a separados

hinchados de hifa
aérea a segmentos

no separados de

| esporangiéforos

disminuyen hacia
la parte superior
de 10 pym a 3 um.

Longitud de 200

0 curvos, no
ramificados. El
ancho disminuye

gradualmente

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

pm. El1 ancho en
el punto inicial
es de 5-7 ym, en

el extremo se

Hm hacia el‘extfemo reduce a 1,5-2
de 5-9 um a 1,5-" um. |
2,5 pm. La Inmediatamente
longitud es de bajo el
60-80 ym. En el esporangio se
extremo;nunca se |dilata.
dilata.'

Forma y tamafio Incoloro, Mayormente Esférico (12-20




didmetro 25 um

r

a

esférico (6-17 mm

diametro) pero

aramente menos

chatado. .

Generalmente

contiene varias

pm didmetro).
Contienen varias
esporas pe?o en
ciertos medios
también hay sélo
un espeorangio que

contien una

Después de la

esporas,
raramente una espora.

|

| espora.

I

'Pared (membrana) {Membrana de Desintegracién. Desintegracién,

U

'del esporangio extensién. Permanece un permanece un

collar tipo

collar pequerio

las esporas

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

2x4 pm.

desintegracién horquilla. que se tuerce
permanece una hacia atrés.
estructura tipo
collar.

Forma y tamafio de |Aproximadamente Cilindriéas. Esporas hialinas

Longi tud (3-5 um)
puede exceder
doblemente el

ancho (1,5-2 um)

elipsoidales de
dimensiones de

3,5-4 x 1,5-2 um

Gemas

Ocurren en los

medios mas

diferentes

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

Esféricos o

Gemas ovales
intercaladas (10-
14 ym) en el

micelio sustrato.




elongados (10-25

um)

Zigotas

|
|
|
|
|
|
|

)

Frecuentes en
todos los medios
diagnésticos.
Didmetro junto
con la hifa que
recubre es de 500

pum sin ella 306 um

No detectada

No observada

Focos densos de

i
la red hifal

|
|
|
|
|
|
|
|

Focos hiféles
extensos
densamenté
tejidos (50-250
) frecugntes

pero sin zigotas

En extensos
cultivés viejos
{(100-125 pm
didm.) redes
hifales densas
amarillentas-
grises, sin

zigotas

| Color y habito

del micelioc aéreo

Suelto, siempre

red hifal blanca

Blanco con
manchas

amarillentas

Primero red
similar a la de
la arafa, luego

més densa

j
|
l En el proceso para 1la preparaéién de praﬁastatina

acuerdo con la presente invencién, se usd, preferentemente,

de

el

cultivo de la cepa de moho disefiada como Mortierella maculata

n. sp.

crecimiento.

E-97 o su mutante disefiado como E-97/15/13.

La cepa

seleccionada es sumamente ventajosa debido a su rapido

Como una fuente de carbono facilmente utiliza
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b

|
|
|
|
g}ucosa, glicerina, fructosa o galactosa. Como una fuente de
|

nitrbgeno, se puede utilizar extracto ‘de levadura, peptona,

i ;
caseina, extracto de carne, harina de soja, solucién de

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

i
i
I En el medio de cultivo usado para la produccién de ,

ﬁraVastatina aparte de las fuentes de carbono y nitrégeno

l
anteriores pueden estar ©presentes sales nminerales, por

l

%jemplo, fosfato de potasio dihidrogenado, cloruro de

magnesio, sulfato de magnesio, elementos menores (sales !

|

ferrosas, manganosas), aminoadcidos y agentes antiespuma.

|

l ' oo »
; De acuerdo con una realizacién preferida de la presente

!
invencién, la suspensidén de esporas que se ha preparado del

bultivo agar inclinado de Mortierella maculata n. sp. disefiado

|
‘como cepa E-97 o su mutante [NCAIM(P)F 001267] disefiado como

} .
[E-97/15/13, se siembra en un medio inéculo, luego 10% del ;
| !

‘cultivo inéculo, que se cultiva durante 3 dias a 25-30 °C,
| ' T
ipreferentemente a 24-28 °C, més preferentemente a 28 °C, se

!transfiere al medio de bioconversién. Luego se incuba durante

f4 dias a 25-28 °C, preferentemente 28 °C, luego la glucosa y

Ela sal de sodio de &cido _de compactina se alimentan en el | |
jcultivo. Dependiendo de la concentracién de la alimentacién

|

;del sustrato de compactina, el cultivo continda durante 2-12

|
|
|




; .

|

* )
| |

dias adicionales bajo condiciones aerdbicas, mientras el pH se
l

mantiene entre 5,5-7,5, preferentemente a 7,0. La

bioconversién se realiza bajo condiciones de agitacién vy

aereadas, mientras la velocidad de flujo de aire es 0,2 vvm,

lg velocidad de rotacién del agitador es 400/min.

Durante el curso de la fermentacién la bioconversién del

j,
|
|

spstrato compactina es seguido por 1uf método cromatografico
ﬂiquido de alta presién (HPLC). De acuerdo con éste método,
%a.4muestra del caldo se diluye dos veces con metanol y se
%entrifuga, Yy el sobrenadante se usa para al analisis de HPLC
éajo los siguientes paréametros: Equipo de HPLC analitico
i

@aters; columna: Nucleosil C18 10 pm; longitud de onda de
%eteccién: 238 nm; volumen de inyeccién: 20 nL, velocidad de
%lujo: 1 mL/min; se usa elucién gradiente, eluyentes: A=0,05%

solucién acuosa de &cido fosférico, B=acetonitrilo.

Gradiente de elucién:
!

|
|
|

Tiempo (min) Eluyente A (%) Elu;éntg B (%)
0 70 ; 30
20 0 ’ 100
25 ‘ 0 : 100
25,1 70 j 30
35 70 ; 30




oz
2.5

|

|

| .

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

: .

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

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

i
g Para la produccién de pravastatina la soluciébn acuosa de
la sal de sodio del &cido de compactina se agrega en la hora

!96 del cultivo. Para este procedimiento el sustrato se

|
iprepara en forma sélida de la siguiente manera. La lactona de

!compactina se hidroliza en una solucién de hidréxido de sodio

|
;O,ZM durante 2 horas a 40 °C, luego el pH de la mezcla

]reactiva se ajusta a 7,5 mediante acido clorhidrico y 1la

l

fsolucién neutralizada se coloca en capas en una columna Diaion

!HP-ZO adsorbente; el cloruro de sodio formado durante la

|

ineutralizacién se elimina mediante lavado acuoso de la columna

ly luego la sal de sodio del &cido de compactina se eluye de la

columna mediante acetona acuosa al 50%. De ahi en més el ;

eluyente se destila al vacio y el residuo acuoso se liofiliza.

Después de la neutralizacién 1la solucién 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 sé mide mediante HPLC y la

solucidén se mantiene a -20 °C hasta que se aplica.

|
|
|
|
|
|
|
|
|
;
|
|
|
|
|
|
|

{
|
)
!
i
!
|



Cuanto més alto sea el pH alcanzado por el caldo al cabo

d%l cuarto dia de la fermentaciédn, més‘ventajoso sera para la
h&droxilacién del sustrato de compactiﬂa. Se permite que la
aﬁimentacién del sustrato de compactina comience cuando el pH
del caldo excede 6,3. En el dia 4 de la'fermentacidén una tanto
cbmo sea necesario de la solucién acuosa filtrada estéril de
Ja sal de sodio de &cido de compactina Se agrega para alcanzar

ﬂa concentracién de 500 pg/mL. La glucosa también se alimenta

i

él cultivo de su soluciébn al 50% esterilizada a 121 °C durante

éS minutos de la siguiente manera: si el pH del caldo es

i

%uperior al valor 6,7, 1% de glucosa se agrega relacionada con
%l volumen del caldo, mientras si el leesté dentro de la gama
ée 6,3-6,7 la cantidad de la glucosa élimentada es 0,5%. La
%al de sodio de &cido de compactina se consume del caldo
éespués de 24 horas, su transformacién se analiza mediante
medicidén 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
%nteriormente. La morfologia del cultivo: de' 120 ‘horas se
%aracteriza por el crecimiento de pequeiias bolitas (didmetro
.de la bolita: 0,5-3,0 mm). Desgués-de 24 horas también se

consume la segunda dosis de sustrato del caldo, asi una

porcidn adicional de sal de sodio de‘écido de compactina que

;produce una concentracién de 500 pg/mL de la misma en el caldo




t%tal se agrega en forma paralela con la alimentacién de

g#ucosa dependiente del valor de pH del caldo. A partir del

4€o dia de 1la fermentacidén el sustrato y la alimentacidén de
|

g%ucosa se repite en frecuencias diarias como se describid

aTteriormente hasta los dias 17 y 18 de la fermentacién.

!;

x Para la recuperacién del producto del caldo, es ventajoso
tomar en consideracién el hecho de que durante la
bioconversién la pravastatina se forma en un forma acida, asi
sé puede aislar del filtrado del caldo por su adsorcidén en una
cblumna de resina de intercambio anidénico. Para el
aislamiento del producto es ventajoso usar una resina de
ihtercambio aniénico sumamente basica que es un polimero
ﬁoliestireno—divinilbenceno que porta grupos activos de amonio
cduaternario. El producto se puede adsorber directamente del
fliltrado del caldo mezclando la resina de intercambic aniénico

que se encuentra en forma hidroxilo en:la misma. E1l producto
4ue se adsorbe en la resina de intercambio idénico se puede
2]luir de la columna por A&cido acético o unafmézéla de cloruro
de sodio que contiene acetona-agua, =preferenteﬁente 1% de
cloruro de sodio que contiene mezcla de acetona-agua (1:1).
Las fracciones que -contienen pravastafina se combinan y la

acetona que esta en el eluyente se destila al vacio. El1 pH

del concentrado se ajusta con 15% de acido sulftrico en la

|




| | | »
i 2%

qama de 3,5-4,0 y 1la solucién acuosa se extrae mediante
%cetato de etilo. El extracto de acetato de etilo se lava con
%gua y se seca con sulfato de sodib anhidro. Luego el
&erivado de lactona se prepara a partir de la pravastatina.
El cierre del anillo de lactona se lleva a acabo en solucién
4e acetato de etilo seco a temperatura ambiente, bajo
%gitacién continua induciendo 1la formacién de lactona con
%cido trifluoroacético presente en céntidad de catalizador.
él procedimiento de transformacién se controla mediante
analisis cromatografico de capa delgada (TLC). Después de
éermlnar la formacién de lactona 1la soluc1on. de acetato de
étllo se lava primero con solucién de carbonato de sodio
?1drogenada al 5% y luego con agua, luégo se seca con sulfato
ée sodio anhidro y se evapora al vacio. El residuo evaporado
se trata con solucidén de acetona con cérbén de lefia, luego se
evapora nuévamente y se recristaliza:.de un atomo con 1-4
%arbonos que contiene alcohol alifatico, preferentemente de ! :
%tanol. El residuo de evaporacién de la solucién madre de

%ecristalizacién se purifica con crométograf{a'de columna de

%ilica gel aplicando la mezcla de: etil acetato—n—hexano

aumentado gradualmente el contenido de acetato de etilo como

|

- |
;el eluyente. : : ! -
l
i




De la 1lactona de pravastatina obtenida después de

recritalizacién y purificacién cromatogréafica, 1la pravastatina
se prepara mediante hidrélisis a temperatura ambiente en
acetona con cantidad equivalente de hidréoxido de sodio.
Cuando la formacién de sal de sodio de pravastatina se

cbmpleta, la mezcla reactiva de eluye con agua Yy se

neutraliza, y el contenido de acetona se destila al vacio. La
| : , .
pravastaina se adsorbe del residuo acuoso obtenido en una

f . . .
columna que contiene resina HP-20 Diaion, se lava con agua
|

|

Qeionizada y se eluye de 1la columna con mezcla de agua
[ .

deionizada de acetona. Luego la pravastatina que contiene

fracciones se combina, el contenido de acetona se destila y

1espués de la liofilizacidén del residuo acuoso la pravastatina
i
se puede obtener en pureza alta, que se puede recristalizar a

Aartir de una mezcla acetato de etilo-etanol.

|
i
cantidad total de pravastatina. Durante el cierre de lactona
de pravastatina también se pueden formar = 3a-hidroxi-iso-

éompactina y otros subproductos. Si bien estas 1ultimas

reacciones disminuyen 1la produccién del aislamiento pero

dichos compuestos se pueden separar mediante el método de
|

|
v

?urificacién antes descripto y consecuentemente, la

!
[




pravastatina se puede elaborar de esta manera en una calidad

]

farmacéuticamente aceptable.

Después de terminar la bioconversidén la pravastatina se
}ﬁuede extraer del caldo de fermentacién o del filtrado

qbtenido después de 1la separacién de las células de moho

filamentoso. Las células de moho filamentoso se pueden
eliminar por filtracién o centrifugacién, sin embargo, es

Jentajoso especialmente en una escéla industrial realizar una
l .
extraccién total de caldo. Antes de la extraccién, el pH del

[}
1

caldo de fermentacién o el filtrado del caldo se ajusta a 3,5-
3,7 con un &cido mineral, preferentemente con &cido sulfurico
diluido. La extraccién se realiza c¢on un éster de A&cido

acético y un Aatomo de carbono 24 que contiene alcohol

|

alifatico, preferentemente con acetato de etilo o acetato de

isobutilo. Los pasos de la extraccién se deben realizar muy
1 ,

Tépidamente para evitar la formacidén del derivado de lactona

de pravastatina con pH &cido.

i Del extraco de solvente organico la pravastatina en forma

|
acida se puede transferir como la sal de sodio en la fase
|

écuosa. Por ejemplo, de un extracto de acetato de etilo la

£ravastatina se puede extraer por relacién de volumen 1/10 y

{
i
)

1/20 de carbonato de sodio hidrogenado al 5% o agua débilmente

0

!
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?lcalina (pH 7,5-8,0). Se halldé que la pravastatina se puede
?ecuperar en una forma pura del extracto acuoso ‘alcalino
gnteriormente obtenido por cromatografia de columna con la
éplicacién de una resina de adsorcién no ibnica. Un método
ventajoso consiste en remover primero el solvente disuelto en
Pna fase acuosa mediante destllac10n al vacio del extracto
Ecuoso alcalino, y luego el extracto acuoso se carga en una
;columna HP-20 Diaion.
|
i

La sal de sodio de pravastatina que se adsorbe en la
columna se purifica por elucién que‘aumenta gradualmente el
contenido de acetona de las soluciones acuosas, luego las

!
fracciones principales que contienen pravastatina se combinan

fy concentran al vacio. El concentrado acuoso se purifica de
‘manera adicional mediante cromatografia en otra columna HP-20
?Diaion, obteniendo una pravastina pufa que contiene eluyente a

!partir del cual, después de la clarificacién con carbono y ! ;
?

liofilizacibén 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 hidrélisis no esta involucrada en el |

procedimiento. Durante el aislamiento, la pravastatina esta




expuesta a la condicién acida sélo durante un tiempo limitado,
4ajo el que es menos estable que en soluciones neutrales o
%lcalinas, en consecuencia, durante ‘este procedimiento de
gislamiento no se forman practicamente dartefactos.

i

! Ademés, se halld que la cromaografia en gel Sephandex LH-
éo Dextradn (derivado hidroxipropilado) se usa, ventajosamente,
%ara purificar la pravastatina. Mediénte aplicacidén de este
método se puede producir la pravastatina que excede la pureza
del 99,5% (medida por HJPLC).

P’

En el curso de nuestros experimentos, se ha reconocido

Fue del extracto de solvente organico, preferentemente del
Ecetato de etilo o extracto de acetato de isobutilo del caldo
o del nitrato de caldo del moho filamentoso o de las cepas de

I

pacterias filamentosas entre ellas la cepa Mortierella
%anulata n. sp. capaz de 6B-hidroxilar un compuesto de la

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

cristalina con aminas secundarias. Ademés  se halldé que para

la formacidén 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 1los




intermediarios de sal amina secundaria organica, por ejemplo,

la sal dibencilamina se llevd a cabo Qgregando dibencilamina

en cantidad 1,5 equivalente relacionada con el contenido del
! ’ : ,

extracto de pravastatina, luego el extracto se concentrd
mediante destilacién al vacio a 5% de su volumen original,

luego otra cantidad de dibencilamina se agregdé en el

c

;
| . L3 e
oncentrado en relaciones equivalentes 0,2. La sal de
i .

ﬁibencilamina cristalina se precipitdé del concentrado. El
ﬂroducto crudo cristalino se filtrd y secd al vacio. Luego se
|

qclaré con carbdén de lefia y se recristalizdé en acetona.

!

' En el procedimiento mencionado anteriormente en el que la
%xtraccién de solvente organico y la reextraccién en pH
dlcalino estd involucrada, el método de aislamiento en base a
ia formacién de sal de amina secundaria se puede usar también

ﬁara el reemplazo de 1la purificacién cromatografica de
i
i

columna. En este caso es ventajoso precipitar la sal de
dibencilamina de pravastatina del extracto de acetato de
isobutilo obtenido después de 1la aci¢ificacién. del extracto

acuoso alcalino.

! Las sales de amina secundaria organica de pravastatina se

pueden transformar en pravastatina med;ante hidréxido de sodio

b
lo una alcéxido de sodio, preferentemente etdéxido de sodio.
;

!
g

|
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: La transformacién se detalla en 'el caso de la sal de
gibencilamina de pravastatina. La  sal de dibeqcilamina
fecristalizada se suspende en una mezcla de acetato de
%sobutilo—agua, luego se agrega la cantidad equivalente de

ridréxido de sodio en solucién acuosa a la suspensién
manteniendo bajo agitacién el pH en la gama de 8,0-8,5. 5

Pespués de la desaparicién de 1la suspension las fases se

separan y la solucidén acuosa que contiene pravastatina se lava

|
1
i
3

Fos 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 transformacidén de sal de
!dibencilamina de pravastatina en pravéstatina es suspender la
;sal de dibencilamina recristalizada en etanol, luego se agrega

ila cantidad equivalente o exceso pequefio de etdxido de sodio

bajo agitacién a la suspensién, luego la mezcla reactiva se |
concentra al wvacio y agregando acetona, la pravastatina se |
precipita en forma cristalina a partir‘del COnEéﬁtrado;

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

etilo-etanol y se precipita agregandd cantidad equivalente o




|

exceso . pequefioc de hidréxido de sodio en etanol a la

pravastatina de la solucidn.

,
!
i
i

El aislamiento de pravastatina mediante un intermedio de

I}
'sal de amina secundaria es un procedimiento mas simple que
i \N‘_‘

cualquier meétodo de aislamiento previamente conocido. Durante
‘el procedimiento no se forman artefactos, Yy la separacién de
pfavastatina de los subproductos de la bioconversién y de 1los

idiversos productos metabdélicos biosintetizados por los

microorganismos de hidroxilacién, se puede resolver sin la

‘aplicacién de ningin método cromatografico.

Las estructuras de pravastatina, la lactona de

:pravastatina Yy las sales de amina secundaria aisladas de
'pravastatina se han probado por métodos UV, IR, H-NMR, °c-

ENMR y espectroscépicos de masa.
EJEMPLOS

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

la invencién de ningun modo.




Ejemplo 1

|

I

l

1I ) .

1 Se prepardé una suspensién de esporas con 5 mlL de una
\ ‘.

‘ solucién de cloruro: de sodio al 0,9% obtenida de un cultivo
l

}

|

|

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 6B-hidroxilar la compactina, y la
suspensién se usd para inocular 100 mL de medio inéculo PI

esterilizado en un matraz Erlenmeyer de 500 mL.

Composicién del medio PI:

Glucosa . 50 g

Harina de soja 20 g

en 1000 mL de agua corriente

Antes de la esterilizacién el pH del medio se ajustd a

7,0 luego se esterilizé a 121 °C durante 25 minutos. El

cultivo se agitdé en un agitador giraﬁorio (250 rpm, 2,5 cm de
amplitud) durante 3 dias a 28 °C, luego se fransfiriéron 10 mL

del cultivo obtenido a 100-100 mlI, del medio de bioconversidn




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 ajusté a 7,0,

;luego se esterilizé a 121 °Cﬂdﬁrante 25 minutos.

1
|
i v

1 Los matraces se agitaron en un agitador giratorio (250
|

i

irpm, 2,5 cm de amplitud) durante 4 dias a 25 °C, ‘luego se
I
}

Fgregaron 50-50 mg de sustrato de compactina (sal de sodio
i

de

dcido de compactina) en forma acuosa filtrada estéril en
i

el
?ultivo, luego se continué el cultivo. De manera similar, en

%l dia 5to se agregaron otros 50-50 mg de sal de sodio de
|

dcido de compactina en los cultivos de moho, y la fermentacién
|

se continué durante unas 24 h

oras adicionales.
| ‘

El contenido

|
fermentacién se continué durante 168 horas.
|

| ' ‘ R )
d@ pravastatina del ‘caldo se determiné mediante HPLC. La

Al final de 1la

b%oconversién la concentracién promedio de pravastatina del

céldo de fermentacién fue de 620 nug/mL.
|

|
I
i
l
|
l,
E
|
|
)
)
f
l
|
|
}

i
|
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Ejemplo 2

En un fermentador de escala de laboratorio con 5 litros
de volumen de trabajo, se prepard un medio de cultivo de.

bioconversién MU/S, los componentes del medio de cultivo se

agregaron correspondiendo a 5 1litros de volumen pero se

cargaron sbélo 4,5 1litros, luego se esterilizé durante 45

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

acuerdo con el Ejemplo 1.

Composicién del medio MU/8: -

Glucosa 20 g
Gliceiina 20 g
Harina de soja 20 g
| Peptona 5g
: Fosfato de potasio dihidrogenédo _ 0,5 g
| Polipropilenglicol 2000 1g

i en 1000 mL de agua corriente

Antes de la esterilizacién el pH del medio se ajustd al

valor 7,0.

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

F7



dias. En el dia 2do después de la transferencia, el cultivb
comenzd a formar espuma de manera espesa, que se puede
disminuir mediante el agregado adicional de propilenglicol
2000. En el comienzo de la fermentacién (16-20 horas) el pH
disminuyé del valor inicial de 6,5 a 5,0-5,5, luego del 3er
dia comenzbé a aumentar y alcanzé 6,3-7,5 en el dia 4to. La
alimentacién del sustrato de compactina se deja comenzar si el
PH del caldo es superior a 6,3.. En el dia 4to de 1la
fermentacién, se agregaron 2,5 g deisustrato de compactina en

solucién acuosa filtrada estéril. Calculada para el volumen

del pH en la forma de solucién al 50% esterilizada a 121 °C
durante 25 minutos en paralelo con 1la alimentacién del

sustrato. Después de 24 horas el sustrato de compactina se

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 continué durante 24 horas

adicionales cuando el sustrato se convirtié en pravastatina.

Después de terminar la fermentacién, se filtraron 5,1
litros de caldo que contiene 630 pg/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

del caldo se agregd glucosa 0,5-1,0% en el cultivo dependiendo ,

consumidé del cultivo, que se detectd por HPLC de las muestras
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hora y se filtré. Estos dos fiitrados se combinaron vy sé
pasaron con una velocidad de flujo de 500 mL/hora en uné
columna que contiene 138 g (250 mL) resina Dowex Al 400 (OH)
(didmetro de la columna 3,4 cn, altﬁra del lecho de resina: 2§
cm), iuegd el lecho de resina se lavdé con 300 mL de agua
deionizada. Subsiguientemente, la elucién de la resina se
llevéb 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 mnL cada una. El eluyente se analizd
mediante el siguiente método croma£ogréfico de capa delgada
(TLC): adsorbente: Kieselgel 60 F 254 DC (Merck) papel de
aluminio; solvente de desarrollo: mezcla acetona-benceno-acido
acético (50:50:3): detecciédn: con reactivo de écidol
fosfomolibdico. El 'valori R de pravastatina es O0,5. Las
fracciones gque contienen el produ@to se combinaron y la‘
acetona se destilé al vacio. El pH:del concentrado de 400 mL -
se ajustd a 3,5-4,0 meidante acido sulfurico 15%, luego se
extrajo tres veces con 150 mL de ‘acetato de etilo. Los %
extractos de‘ acétato de etilo se combinaro; Ay secéron con }
sulfato de sodio anhidro._ Subsiguientemente, ié lactona de |
| pravastatina se prepard a partir de &cido de pravastatina
agregando a temperatura ambiente bajo agitacién continua &acido
trifluorocacético en cantidad catalitica. La formacidén de

lactona de pravastatina se controld mediante TLC (el valor R
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de lactona de pravastatina en el si?tema TLC anterior es 0,7).
Después de completar la formacidé4n de lactona, el acgtato dé
etilo se lavé con 2x50 mL de 5% de solucién carbonato de sodio
hidrogenada acuosa, luego se lavd ¢on 50 mL de agua, se secd
con sulfato de sodio anhidro vy se evaporé al vacio. El
residuo de evaporacién obtenido en una cantidad de 3 g se
disolvié en 100 mL de acetona y se aclard con 0,3 g de
carbono. Luego el carbono se filtfé y la acetona se evapord
al vacio. El producto crudo obtenido se cristalizé de 20 mL
de etanol. La lactona de pravastatina cristalina precipitada
se filtré y se lavd en el filtro cén 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. E1

otra solucién madre de la cristalizacidén se evapord al vacio y
se obtuvo 1,2 g. de residuo de evaporacién, que se
cromatografed en 24 g dé columna gque contiene adsorbente
Kieselgel 60 (diédmetro de 1la columna: 1,6. cm, altura del
lecho. 20.cm). El producto crudo diéueltofen éme ae~benceno
se dispuso en capas en la columna. Para la elucién se usaron

mezclas de acetato de etilo-n-hexano en las que el contenido

. de acetato de etilo aumenté gradualmente. La lactona de
. pravastatina se puede eluir de la columna con la mezcla de 60%

i de acetato de etilo - 40% n—hexaﬁo. Las fracciones se

punto de fusién. 140-142 °C, [alp = +194 ° (c=0,5, metanol). La.

-
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controlaron mediante TLC usando la mezcla de acetato de etilo-

n-hexano (9:1) y el solvente de desarrollo. Las fracciones

! . s .

| que contienen lactona de pravastatina se combinaron y se
} ‘

|

evaporaron al vacio. De acuerdo coh este método se obtuvieron

0,3 g de producto crudo, su cantidad idéntica 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 prepardé de acuerdo con el siguiente método:

1,8 g de lactona de pravastatina sé disolvieron en 20 mL de
acetona y bajo agitacién se agregaron 4,5 mL de hidréxido de:

sodio acuoso 1M, luego la solucién se agitdé durante media hora

a temperatura ambiente.

Cuando la formacién de sal se

completd, se agregaron 20 mL de agua en la mezcla y la
solucidén se neutralizé, luego la acetona se evaporé al vacio.
El concentrado acuoso se cromatografed en una columna rellena

con 150 mL de resina HP 20 Diaion (didmetro de 1la columna; 2,6‘

cm, altura del lecho: 30 cm). A medida que se usaron las

l
l
i
|
|
l
1
|
|
|
!
|
|
l
!
|
|
!
ll
|
|
|
|
I
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mezclas de agente de elucidén de acetona-agua deionizada, donde -

la concentracién de la acetona aumentd en pasos de 5%. La

|
y . |

| pravastatina puede eluir de la columna en una mezcla de 15% de

t

\acetona que contiene acetona-agua deionizada. Las fracciones

!se analizaron mediante TLC. Las fracciones que contienen el
i ‘

f . P z

| producto se combinan y la acetona se evapord al vacio.

!
|
|
|
|
!
|
|
|
I
|
l
|
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Mediante liofilizacién del residuo acuoso se obtuvieron 1,3 g

de pravastatina. El produto cfomatogréficamente puro se

i

|

| —

l cristalizé a partir de una mezcla de etanol y acetato de
|

l

!

)

|

etilo.
etile. .

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

Rt o YO,

1

[@]®0 = +156°, (c=0,5, en agua)

i Espectro de absorcién ultravioleta (20 pg/mL, en metanol) : Apax

= 231, 237, 245 nm

(log € - 4,263; 4,311; 4,136)

Espectro de absorcién infrarrojo (KBr): uOH3415.

UCH296.5,
uC=0 1730, uCO0 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, m 1H (6-H); 5,34, br, 1H (8-H); 4,06, m, 1H

(B-H), 3,65, m, 1H (8-H), 1,05, d, 3H (2’-CHs); 0,82, t

, 3H
(4’ -Hs)

Espectro !3C-NMR (D20, 8, ppm): 15,3, qg(2-CH3); 139,5, d (Cc-3);
129,5, d, (C-4); 138,1, s (C-4a), 127}7, d(CfSS} 66,6, d(C-6);

70,1, d{(cC-8); 182,65(COO);72,6,d(C-B);73,0,d(C—8);182,O, s (C-

|
|
|
|
|
|
|
|
|
|
|
|
i
|
|
|
|
% 17)18,8;q9(2'-CHs3) ;13,7,q(C-4")
|

|

Espectro de masa FAB positivo (iones caracteristicos):

}[M+Na]+ 469; [M+H]' 447

iEspectro de masa FAB negativo (iones caracteristicos):
|
« [M-H]~ 445,

i [M-Nal~ 423, m/z 101 [2-metil-acido butirico-H]




Ejemplo 3

“En el fermentador de escala del laboratorio con 5 litros
de volumen de trabajo, se preparé el medio de cultivo de
bioconversién MU/4 como se describe en el Ejemplo 1, aunque se
cargd hasta 4,5 litros, la composicién del medio de cultivo se
calculdé hasta 5 1litros. Luego, se esterilizé durante 45
minutos a 121°C y se inoculd coﬁ 500 ml del cultivo del
inb6culo de acuerdo con el Ejemplo 1. La fementacién se llevd a
cabo a 25°C mediante la aplicacién de una velocidad de
agitaciéon 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 1la

bioconversién de acuerdo con el Ejemplo 2.

Después de terminar la bioconversién, el caldo de 4,9

litros, que contenia 660 pug/ml de pravastatina, se filtrd y el

micelio separado se lavé por suspensién en 2x1 litros de agua -

deionizada. El pH del filtrado de 5,6 litros combinado del

caldo se ajustdé con acido sulftirico al 20% a 3,5-3,7, luego el

filtrado &cido se agité 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 ajustd el pH
de la mezcla acuosa de acetato de etilo a 7,5f8,0 con
hidréxido de sodio 1M Después de i20 minutos de agitacién, las
fases se separaron, luego el extracto de acetéto de etilo se
extrajo con 2x235 ml de agua deionizada como se describiéd
anteriormente. Luego, la solucién acuosa débilmente alcalina
combinada de 1080 ml de volumen se concentrdé al vacio a un
volumen de 280 ml. La solucién acuosa concentrada se
estratificdé en una columna. cromatdgréfica (relacién de altura-
diadmetro = 6,5) rellena con 280 ml de resina no iénica Diaion
HP-20 (Mitsubishi Co., Japdén). La adsorcidn en la columna se
llevé a cabo con una velocidad de flujo de 250-300 ml/hora,
lue.go la columna se 1lavé con 840 ml de agua deionizada.
Subsecuentemente, la columna se eluyé en el siguiente orden
con 800 ml 5%, 1000 ml 10%, 500 ml 15% y 500 ml 20% de agua

que contiene acetona. En el curso de la elucién 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 _pr‘incipal sg; 'combinaron y la
solucién obtenida se concentrdé al vacio a un X}oluxnen de 260
ml. La solucién acuosa concentrada se sometié a cromatografia

1
en una columna con resina Diaion HP-20 en un volumen de 260
ml. Después de la adsorcién de pravastatina, la columna se

lavé con 790 ml de agua deionizada, luego se eluybd con
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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, 16,0, 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 la%
fracciones se analizé como se déscribié anteriormente. Las
fracciones que contenian pravastatiha como el wnico componente
por TLC se combinaron y evaporaron él vacio. Subsecuentemente%
se agregd 0,3 g de carbén de lefla a la solucidén acuosa
concentréda (aproximadamente 30 ml) y la pravastatina sé
aclard a temperatura ambieﬁte durapte 30 minutos. Luego, se
removid el carbdn de lefia mediante filtracién de la solucién y
el filtrado fue liofilizado. De esté manera se obtuvieron 1,62

g de pravastatina en forma liofilizada.
Ejemplo 4

Del cultivo inclinado de 1la éepa Mortierella maculata
nov. spec. E-97 [NCAIM(P)F001266] cultivada; durarite 10-12
dias, se preparé una suspensién de espora con 5 mi de soluciénb
de cloruro de sodio estéril al 0,9%,ly esta suspensidén se usd
para inocular 500 ml de medio inéculo VHIG siendo esterilizado
en un matraz Erlenmeyer de 3000 ml.

Composicibén del medio VHIG:




Glucosa | 30g
Extracto de carne | 8g
Extracto de levadura : 1g

Tween-80 (polioxietileno (20)monooleato de sorbitéan) 0,5g

en 1000 ml de agua corriente

Antes de la esterilizacién,iel pH del medio se ajustd a
7,0 y la esterilizacidén se 1llevd a cabo a 121°C durante 25
minutos. El cultivo se cultivd d@rante 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 bioconversién PK en 5

litros de volumen de trabajo.

Composicibén del mediQ PK:

Glucosa : ‘ ’ 40g

Peptona | ; i | '.5g

Harina de soja _ : | 20g

K,HPO* 1 29 |
KH,;PO4 : ! 1g !’
NaNO, | 2g

KC1 0, 5g
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en 1000 ml de agua corriente

Antes de la esterilizacidén e; pH del medio se ajustd a
7,0. Después de la inoculaciédn, se}llevé a cabo el cultivo, 1la
alimentacién del sustrato y la bioéonversién de acuerdo con él
Ejemplo 2, luego la pravastatina fue aislada del caldo en él
cual su concentrapién fue 650 pg/ml al final de 1la

fermentacién.

Al terminar la fermentacién, el pH de los 4,9 litros del

caldo con 650 pg/ml de pravastatiﬁa se ajustd bajo agitaciéh
continua con hidréxido de sodio ZM a 9,5-10,0, luego después
de una hora de agitacidén el pH se ajusta a 3,5-3,7 con &acido
sulfirico 20%. Subsecuentemente, la solucidén &acida se extrajé
con 2,45 litros de acetato de etilé. Las fases se separan, y
con centrifugacidén se prepar6 un extracto limpido de la fase
organica emulsionada. E1 caldo se extrajo nuevamente con ‘
2x1,22 litros de acetato de etilo mediante elrmétodo descripto,
anteriormente. Los extractqs de acefato de-étilo‘ge Combinaron;
Yy se agregaron 0,4 litros ‘de agqua deionizada, luego el pH de
la mezcla se ajustd a 8,0-8,5 con hidréxido de sodio 1IM. Las
fases se separaron y la fase de acetato de etilo se extrajo
con 2x0,2 litros de agua deionizada de pH 8,0-8,5 como sel

describié anteriormente. El1 pH de la pravastatina combinada
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que contiene solucidén acuosa débilmente alcalina se ajustd

bajo agitacidén con una solucién de acido sulfurico al 20% a

3,5-3,7. La solucidén acida obtenida se extrajo con 4x0, 2

i

litros de acetato de etilo. Los 'extractos combinados de
acetato de etilo se lavaron ¢on 2x0,2 litros de ag#a
deionizada, luego se agregaron iSO mol% de dibencilamina,

calculada para el contenido de pfavastatina medido por HPLC,
en la solucidn de acetato de etilo. La solucién de acetato de
: '

etilo se concentré al vacio a un' volumen de 0,2 litros. Se
agregd mas 20 mol% de dibencilamina al concentrado obtenido,‘y

la solucidn precipitada se mantuvo;durante toda la noche a O%
i

5°C. La sal de dibencilamina de pravastatina precipitada se
filtré, luego el precipitado se la&é en el filtro con acetaté
de etilo frio y luego dos veces con n-hexano, y por ultimo se
secoé al vacio a 40-50°C. El producto crudo obtenido (3,9g) se

disolvié en 100 ml de metanol a temperatura ambiente, luego la

solucién se aclard por 0,459 de carbdén de lefia. Luego, el

filtrado alcohdlico de metilo se concentrdé al wvacio. E%

I T : : l
residuo evaporado se disolvié en 120 ml’' de acetona a una
temperatura externa de 62-66°C, luego la solucién se enfrid a

i

temperatura ambiente. Subsecuentemente, la recristalizacidén se
continué durante ' toda 1la noche a 0-5°C. Los cristales

precipitados fueron filtrados, luego los cristales se lavaron

i

en el filtro dos veces con acetona fria y dos veces con n-!
| H

i

A5



001266] cultivada durante 10-12 dias con 5 ml de solucién de
cloruro dé sodio estéril al 0,9%, y luego se inocularqn 500 ml
de medio inéculo 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 1215C Yy luego se inocula con el

cultivo de semilla.

Composicién del medio PC/4:

Extracto de malta 5,0%
Harina de soja 1,0%
Peptona ‘ 1,0%
Solucién de infusién de maiz 1,0% ‘
MgSO, x 7 Hy0 : 0,1%

en 1000 ml de agua corriente

Antes de la esteriliiacién, el pH del medio se ajusta a
7,0. Después de la inoculacién, se llevd a éabo el cultivo )4
la alimentacién del sustrato de acﬁerdo con el.Ejemplo 2, vy
luego se obtuvieron 5,1 litros de caldo con una concentracién

de 610 pg/ml.
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! Del caldo de 3,7g de sal de dibencilamina de
{ pravastatina, se produjo el produ;to crudo mediante el método
descripto en el Ejemplo 4, del que se obtuvo 2,9g de sal de
dibencilamina de pravastatina desbués de 1la recristalizacién.
La sal de dibencilamina de pravastatina recristalizada se
suspendié en 45 ml de etanol, luego bajo agitacidén se agreéé
110 mol% de hidréxido de sodio pof la alimentacién de solucidn
de hidréxido de sodio etandlicé 1M. La agitacién de la
solucibén se continua durahte media hora, luegé se agregd 0,3g

de carbdén de lefia y se agité durante otra media hora. La ‘

solucién se filtré, vy el filtrado}se concentrd a 15 ml. Luego
se agregar?n 60 ml de acetona al concentrado a 56-60°C. La
solucién obtenida se enfridé a temperatura ambiente, luego se
mantuvo durante toda la noche a +5°C. Subsecuentemente, el
precipitado se filtrd, 1luego se lévé con ZkZOml de acetona,
2x20ml de acetato de etilo y 2x20ml de n-hexano, y finalmente
se secd al vacio. Los 1,7g de pravéstatina cruda resultante se '
disolvieron en etanol, luego se acléraron con carbdn de lefia y
se cristalizaron de una mezcla de etanol-abeféto‘dé etilo. Dé
este modo, se obtuvieron 1,54 g de pravastétina que fue

idéntica al producto del Ejemplo 2.

Ejemglé 6
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Como se describidé en el Ejeﬁplo 4, del cultivo inclinado
de la cepa' Mortierella méculata 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
KC1 ‘ 0, 5g
NaNO; J‘ 3g
KH,PO4 | | 2g
MgS0O, x 7H,0 0, 5¢g
FeSO4 x 7H20 0,01g

en 1000 ml de agua corriente

Antes de la esterilizacién, el pH  de la solucién  se
ajusté a 6,0 y la esterilizacién se lleva a cabo a 121°C
durante 35 minutos. El1 cultivo de semilla obtenido se inocula

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

Composicién del medio P12:



i Glucosa 10g
L Extracto de malta : 50g
- Extracto de levadura 5g

: Solucidén de infusidn de maiz 5g

i MgS0, x 7TH,0 1g

| Tween-80 0, 5g

jeﬁ 1000 ml de agua corriente

Antes de la esterilizacidén, el pH del medio se ajustd a

!

j7,0, luego la esterilizacién sé llevd a cabo a 121°C durante

}45 minutos. La fermentacién, la alimentacién del sustrato y la

ibioconversién se llevaron a cabo de acuerdo con el Ejemplo 2.
| ‘

Pespués de terminar la bioconversién la pravastatina formada
kn la concentracién de 620 upg/ml se aislé de la siguiente

l

manera:

I

! ‘

| El pH de 5,15 litros de caldo que contenia 620 ug/ml de
i ,

?ravastatina se ajustd con hidréxido de sodio 2M:a un valor de
é,S, luego se agitdé a temperatura ambiente duiante.; Hora. El
%aldo se filtrd y el micelio se lavétcon suspensién en 1x2
%itros y luego 1x0,5 litros de aqgua. Los filtrados se combinan
j el pH de la solucién acuosa se ajustd con acido sulfirico al

|
%O% a un valor de 3,7 y se extrajo con 2,5 litros, luego con

ﬂ,5 litros de acetato de etilo. Los extractos de acetato de
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etilo fueron combinados, lavados con 2x0,5 litros de agua y se

\\Kg

agregd 1,95 g de diciclohexilamina. El extracto de aqetato de
etilo se concentrd 40°C. a 200 ml‘bajo presidén reducida, y se
agregd 0,195 g de diciclohexilamina nuevamente en el
concentrado, que luego se agitdé a 15°C durante 6 horas. El
material cristalino precipitado setfiltré, se lavd con 20 ml y
con 15 ml de acetatp de etilo y se secd a 40°C. De este modo,
se obtuvo 3,51 g de producto | crudo. Después de 1la
recristalizacién del producto crudo en una mezcla de acetona-
etanol, se obtuvo 3,05 g de ‘sal de dibencilamina de
pravastatina (punto de fusidén: 162-168°C), que se convirtié en

pravastatina de acuerdo con el Ejemplo 5.

Ejempio 7

La fermentacién, la alimentacién del sustrato y la
bioconversién se llevaron a cabo con la cepa Mortierella
maculata nov. spec. E-97 [NCAIM(P)F001266] como se describe en
el ejemplo 2, La pravastatina obtenida como un resultado de la
bioconversién se aisla del caldo de 1la siguieété manera:

Se filtraron 5 litros de éaldo de cuitivo en una
concentracién de pravastatina de 650 Hg/ml en un pafio de
filtro. El micelio del moho se agitdé en 2 litros de solucién
de hidr6xido de sodio 0,1M durante una hora, luego se filtré.

Los dos filtrados se combinaron y el pH se ajustd con acido




|
|
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i

|
)
|
isulfﬁrico al 15% a 3,5-4,0. Subsecuentemente, la solucién se
|

Yextrajo con 2x1,8 litros de acetato de etilo. Las fases de
| .

acetato de etilo combinado se lavaron con 800 ml de agua.

Fuego, se agregaron 400 ml de agua deionizada y el pH de la

bezcla se ajustd con hidréxido de sodio 1M a un valor de 8,0-

p,S. La mezcla se agitd durante 15 minutos, luego las fases se

éepararon. Se agregaron 300 ml de agua]a la fase de acetato de
|

%tilo y el pH se ajustd a 8,0-8,5. Deépués de agitar durante
#5 ninutos las fases se separaron. Se agregaron 300 ml de agua
éuevamente a la fase de aéetato de etilo y el pH se.ajustb a
%,0—9,5. Luego, la mezcla se agitd durahte 15 minutos. Las dos J

ﬁases se separaron nuevamente. Todas 1las fases acuosas se
i . : '
combinaron y el pH se ajusté con acido sulfirico al 15% a 3,5-

4,0, luego se extrajeron con 3x300 ml de acetato de etilo. Los
| ,

e&tractos de etilo combinados se lavaron con 150 ml de agua,
se secaron con sulfato de sodio anhidro, y se filtraron.

Lﬁego, se agregd 150 mol% de dioctilamina, calculada para el
) .

contenido de pravastatina, al extracto de acetato de etilo. El
a%etato de etilo se evapord a aproximadamente 1/10 de volumen

yi la acetona se agregdé hasta precipitacién. ‘La mezcla se
i

méntuvo a +5°C durante toda la noche. El precipitado se filtro

eﬁ un filtro G-4, se lavdé con 20 ml de acetona y luego con 20

l

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

3A3 g de sal dioctilamina de pravastatina obtenida se
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Fecristalizé de 20 ml de acetona resultando en 2,7 g de sal

@iottilamina de pravastatina pura. Punto de fusién: 143-146°C.

!

;a sal diotilamina de pravastatiha se convirtié en

t

%ravastatina con el método descripto en'el Ejemplo 5.

|
|

i Ejemplo 8 .

|
| ‘
i Por el desarrollo de la capacidad de hidroxilacién de la
|

c

epa Mortierella maculata nov. spec. E-97 aislada del habitat
|

n?tural, que es capaz de 6-B-hidroxilar compactina, en la

|

mptacién-seleccién Yy experimentos de induccién de enzima

dhscutidos en detalle més adelante, se produce la cepa mutante

Mortierella maculata nov. spec. E~97/15/13 [NCAIM (P)F001267].
|
i
! La cepa Mortierella maculata  nov. spec. E-97
| |
[NCAIM(P)F001266] aislada por nosotros se cultivé en un medio
adar inclinado MS a 28°C durante 7 dias. .
|
i
|
l

Composicién del medio agar MS:

Glpcosa 49

Exfracto de malta 10g !
Extracto de levadura 4g

ag%r i 20g

en!1000 ml de agua corriente




Las esporas se lavaron para remover 1los cultivos
| ¢

ﬁnclinados con 5 ml de solucidén de cloruro de sodio al 0,9%,

;;luego, después de transferir la suspensién de espora en una
i _

palca de Petri estéril, se irradié con  luz
i

Furante 1 minuto. Subsecuentemente, . se agregdé N-metil-N'-

ultravioleta

hitro—N—nitrosoguanidina a la suspensién de espora en la
l
Foncentracién final de 2000 pg/ml. Luego, la suspensién se

{ransfirié a un matraz Erlenmeyer de 100 ml y se agitdé a 28°C

?on una velocidad de 150 rpm durante 20 minutos.

Subsecuentemente, las esporas se sedimentaron por

éentrifugaoién con una velocidad de 4000 rpm durante 10
| _

Qinutos, luego se suspendieéeron en solucién de cloruro de sodio

éstéril al 0,9%. La suspensién se distribuy®é en la placa de

] .
%gar MU-VB que contenia 10 pg/ml de benomilo y 1% de sangre
defibrilada.

|

i

i Composicién del medio agar MU-VB:

Giucosa ‘40g
a%paragina 2g
péptona 2,5¢g
fosfato de potasio~dihidro§enado | 0, 5g
a&ar



eh 990 ml de agua destilada; después de la esterilzacién el

m?dio se completé con 10 ml de sangre bovina y 10 mg de

bénomilo.
|
] Las placas de agar se incubaron a. 28°C durante 7 dias,

lﬁego las colonias crecidas se transfierieron por seleccidén

aﬂeatoria a tubos de ensayo con medio agar PS.

| Composicién del medio agar PS:
[

]

Gchosa 40g

Pe#tona micolégica 10g
!

ag?r 15g

en!1000 ml de agua corriente

Antes de la esterilizacién el pH del medio se ajustdé a un
|

vagor de 5,6-5,7. La esterilizacién se lleva a cabo a 121°C
dur%nte 20 minutos.

1 Los cultivos inclinados se incubaron a 28°C durante 12
diaf, Y su productividad :de pravastatina’ ;é anélizé en
exp%rimentos de matraz agitado como se describe eh el Ejemplo
1. ELa cepa mutante Mortierella maculata n. sp. E-97/15/13
[NC%IM(P)F001267] se- selecciondé por este método, que produjo

l

una‘ pravastatina que excedid el 60% de 1la velocidad de

|
|
|
|
|
|

I

|
|
|
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; | | éO st

conversidén del sustrato de sal sdédica éacida de compactina

| aplicada estando en una concentracidén de 1000 pg/ml.

|
|
|
l
»
|

i La enzima hidrolasa de la cepa Mortierella maculata n.
|sp. E-97/15/13 se indujo por el cultivo en medio agar MU-VB
| ‘

icon. 100 ug/ml de compactina 8-de- (2-metil-butiril) y/o

1 : . . .
icompactlna. Después de la seleccién aleatoria de las colonias

!crecidas, se transfirieron a un inductor con medio inclinado

|

IMU-VB. La productividad de pravastina de 1los
| ‘

i

cultivos

| . .
inclinados se examind por el método escrito en el Ejemplo 1
)

icon las diferencias que la alimentacién del sustrato de

|

bompactina en la cantidad de 500 ug/ml se llevdé a cabo desde el
Fuarto dia de la fermentacién durante 11 dias més el sustrato
be sodio de compactina se agregd gradualmente durante los doce

t
dias convertido completamente en pravastatina. Al final de la

|
?ioconversién realizada en 50 cultivos de matraz de agitacién,
$e midieron de 30 g de sustrato de sodio de compactina, se :
i
mldlo por HPLC la formacién de 18,5 ‘g de, pravastatlna. La
4ecuperac1on de la pravastatina de los caldos de fermentac1on
domblnados se llevd a cabo de acuerdo con el siguiente método.
| ‘ .
! i
[ ‘
[ Después de terminar la fermentacidén, se ajustd el pH de

5L5 litros de caldo con concentracién de pravastatina de 3360

1
ug/ml, con solucién de 4&cido sulfurico al 20% a 3,5-3,7

!
|
|
|
l
|
|
?
J

|
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|
|
i |
lSubsecuentemente, la solucién acida se extrajo por 2,75 litros

l
ide acetato de etilo. Las fases se separaron, y se prepard un
' ‘

extracto limpido mediante centrifugacidén de la fase organica P

l

iemulsionada. El caldo se extrajo dos véces mas con 1,37 litros
;de acetato de etilo como se describié previamente. Los
iextractos de acetato de etilo combinados se lavaron con 2x1,15
hitros de agua deionizada, luego se agregd 150 mol% de
?ibencilamina, calculada para el contenido de pravastatina
ﬁedido por HPLC, a 1la solucidén de acetato de etilo. La
;olucién de acetato de gtilo se coﬁcentré al vacio a un
?olumen de 0,23 litros. Sevagregé otr 20 mol% de dibencilamina
él concentrado y 1la solucién precipifada se mantuvo durante
éoda la noche a 0-5°C. La sal de dibencilamina de pravastatina
%recipitada se filtro, luego el precipitado se 1lavd
éuspendiéndolo en acetato de etilo enffiado y luego dos veces
%n n-hexano, finalmente 'se sec6 a 140—50°C al wvacio. El
pfoducto crudo obtenido (22,4g) se disolvid en 0,67 litros de !
aketona a 62-66°C de temperatura, y lafsolucién se aclard con
2&2 g de carbdén de lefia. Después de 1lg éiarifiCécién, el

f%ltrado de acetona se concentrdé al vacio hasta un volumen de

0456 litros. Los cristales precipitaron del concentrado, se .
i ;

. . s ]
disolvieron nuevamente a la misma temperatura, 1luego 1la

\ .. . .
solucién se enfrié a temperatura ambiente. Subsecuentemente,
i

2 : ; 2 P
la recristalizacién se continudé durante toda la noche a 0-5°C.

|
i
|
|
i
i
|

|
|
|
l
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Los cristales preéipitados se filtraron, Y se lavaron mediante

hexano. La sal acida dibencilamina de Pravastatina

ﬁecristalizada Se¢ secdé al wvacio a 40 -50°C. La sal dcida

dlbenc1lam1na de pravastatina obtenida - (14 8g) se disolvié a

hora a temperatura ambiente,
|

completa como resultado de la aplicacién de enfriamiento por

luego se logro una precipitacién

hlélo durante 1- 1,5 horas.
l

flltro Y se lavd con 2 x 150 ml de aceta

Subsecuentemente, el precipitado se

to de etilo enfrlado y

2xﬂ50 ml de n- hexano, finalmente secado al vacio a 40-5¢0°C. la
l

pravastatlna obtenida se disolvié en etanol,
l

1,09 de carbén de lefia,

Se aclaré por

luego se cristalizé de la mezcla de

. ) 4
etaﬁol—acetato de etilo. De este modo Se obtuvieron 9,4 g de
|

| v
Pravastatina, con constantes fisicas correspondlentes .a los
l

datos descriptos en el Ejemplo 2.
'1
|
jAunque Ciertas realizaciones Preferidas actuales de 1la

. | s s .
1nveﬁc1on Se han descripto en 13 bresente, sera obvio para los

especﬁalistas en el arte, que Se pueden hacer variaciones y

modlfica01ones de 1las realizaciones descriptas sin alejarse
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del espiritu y alcance de la invencién. Por consiguiente, se

intenta que la invencidén se limite solamente a lo solicitado

por las reivindicaciones adjuntas y las normas legales

vigentes.



REIVINDICACIONES:

1. Un proceso microbiano para la preparacidén del compuesto

de la férmula (I)

.3 M'ﬁp‘ —_—

de un compuesto sustrato de la férﬁula (IT)

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

que comprende los pasos de:



e

a) cultivar una cepa de la‘especie de moho filamentoso

b)

d)

-

Mortierella maculata capaz de 6f-hidroxilar un

compuesto de la férmula (II) en un medio nutriente Que

contiene fuentes asimilables de carbono y nitrégeno y

sales minerales, ‘

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

fermentar el sustrato hasta el final de la

bioconversioén,

separar el compuesto de la férmula (I) del caldo de

cultivo, y '

aislar el compuesto de la férmula (I).

El proceso de la reivindicacién 1, caracterizado porque

dicho medio es un caldo nutriepte.

El proceso de la reivindicacién 2,

caracterizado porque

dicho paso de separar el compuesto de la férmula (I) del

caldo de cultivo se lleva a cabo medignté adsorcidn en

una resina de intercambio de iones anidénicos.

El proceso de la reivindicacidén 2, caracterizado porque

dicho paso de separar el compuesto de la férmula (I) del

caldo de cultivo se lleva a cabo mediante extraccién con

o



solvente organico inmiscible en agua, seguido de la
preparacién de su derivado lactona o su sal de amina

secundaria como un intermedio.

El proceso de la reivindicacién 2, caracterizado porqﬁe
dicho paso de separar el compﬁesto de la fb6rmula (I) de;
caldo de cultivo se lleva a cabo por purificacién del
extracto acuoso alcalino obtenido del extracto solvente
organico del caldo de ferménﬁacién con la cromatografia

en una resina de adsoricién no iénica.

El proceso de la.reivindicacién 1, caracterizado porque
la cepa Mortierella maculata es la cepa Mortierella
maculata n. sp. E-97 depositadé en la Coleccidn Naciona;
de Microorganismos de Agricultura e Industria, Budapest,

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

El proceso de 1la reivindicacidn 1, caracterizado porgque
la cepa Mortierella maculata es’ 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 numero de acceso

NCAIM (P)F001267.

1



El proceso de la reivindicacién 1, caracterizado porque
la enzima hidroxilasa de 1la cepa usada para la
transformacién es inducida por compactina 8-de (2-metil~

butiril) o compactina.

El proceso de 1la reivindicacién 2, caracterizado porqué
un compuesto de la férmula (II) como un sustrato se
agrega al cultivo en paralelo al paso de al}pmentacién,
dogg el paso de alimentacién dépende 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 fermentacién 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 paso de fermentacién se lleva & cabo en‘un medio que
contiene fuente de nitrégeno seleccionada del grupo que
consiste de harina de soja, peptona, caseina, extracto de

1

levadura y extracto de carne.




12.

13.

14.

El proceso de la reivindicacién 2, caracterizado porque
el compuesto de la férmulé (I) formado Adurante lg
bioconversién se separa del <caldo de cultivo por
adsorcién del filtrado del caldo y del agua de lavado del
micelio en una resina de intércambio aniénico, eluyendé
el compuesto de la férmgla (1) de la resina,
transforman@o el compuesto: de la férmula (I)

completamente hasta su forma lactona, aislando ei

derivado de lactona, hidrolizahdo el derivado de lactona

. por hidrdéxido de sodio, y desalando el compuesto de la

férmula (I) en una resina de adsorcién no iénica.

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

del compuesto de la férmula (I) del filtrado del caldo.

El proceso de a reivindicacién 4, Ca:acteriZado porque el
compuesto de la férmula (I) formado durante 1la

bioconversidén se extrae en forma &cida del caldo, el

caldo es acidificado al pH de 3,5-3,7, o del filtrado del °

caldo por un solvente orgénico inmiscible en agua.
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15. El proceso de la reivindicacién 14, caracterizado porque

etilo.

|

|

|

1 dicho solvente orgénico inmiscible en agua  es acetato de
|

|

|

|

| 16.

El proceso de la reivindicacién 14, caracterizado porque

dicho solvente orgénico inmiscible en agua es acetato de
1 1 I

isobutilo.

17. El proceso de la reivindicacién 5, caracterizado porque

dicho compuesto de la férmula (I) se extrae en forma dé

|

| . v o ., .
i sal sbédica del solvente organico por solucién de
1 hidroxido de sodio acuosa, y sé purifica en una resina de
| .. § B

adsorcién no idnica.

. 18. El proceso de la reivindicacién 14, caracterizado porque
|

j dicho compuesto de 1la férmu;a (I) se precipita del

extracto en forma cristalina con una amina secundaria que,

contiene sustituyentes alquilo, cicloalquilo, aralquilo,

o arilo.

19. El proceso de la reivindicacién 18, caracterizado porque .

la sal de amina secundaria cristalina se suspende en una
mezcla de un éster de alquilo de 1-4 4tomos de carbono de

acido acético y agua:; se agrega una cantidad equivalente
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de hidroxido de sodio en solucién acuosa a la suspensién

de modo que se forman una  fase organica y una fase

acuosa; las fases organica y acuosa se separan; la fase

acuosa se lava con acetato de isobutilo, luego se aclara

con carbono activado; y la solucidén acuosa se liofiliza.

20. El proceso de la reivindicacién 19, caracterizado porqué

dicho éster de alquilo es éster de isobutilo.

] 21. El proceso de la reivindicacién 18, caracterizado porque

la sal de amina secundaria cristalina se suspende en un

i alcohol de 1-4 4tomos de carbono; de 1la suspensidén se

| prepara una solucién del compuesto de la foérmula (I),
agregando una solucién etandéliaca de hidréxido de sodio;

y el compuesto de la férmula (I) se precipita de la
V.

j solucién por la acetona.

‘ i
; 22. El proceso de la reivindicacién421, caracterizado porque

| dicho alcohol de 1-4 atomos de carbono es etanol.
23. 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 &tomos de carbono de unl

acido 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 solucién

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

cristalina agregando el hidréxido de sodio.

24. El proceso de la reivindicacién 23, caracterizado porque

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

1 ‘
i 25. El proceso de la reivindicacién 19, caracterizado porque
|

la pravastatina se aisla del caldo de fermentacidn a

través de la sal de dibencilamina de la forma &cida del

compuesto de la férmula (I).

26. El proceso de la reivindicacién 19, caracterizado porque

el derivado acido del compuesto de 1la férmula (I) es

purificado a través de su sal diciclohexilamina.

27. E1 proceso de la reivindicacién 19, caracterizado porqué

el derivado A&cido del compuésto de la férmula (I) es

purificado a través de su sal dioctilamina.:

28. 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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29. El proceso de la reivindicacidén 1, caracterizado porque
dicha cepa de Mortierella maculata se cultiva de 25° a

30°C.

30. Un cultivo biolbébgicamente puro de la cepa Mortierella
maculata n. sp. E-97 depositada en la Coleccién Nacional
de Microorganismos de Agricultura e Industria, Budapest,

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

31. Un cultivo biolégicamente pufo de 1la cepa Mbrtierellé
maculata n. sp. .E—97/15/13 depositada en la Coleccidén
Nacional de Microorganismos de Agricultura e Industria,
Budapest, Hungria bajo tel numero de acceso

NCAIM (P)F001267.

32. Un cultivo de Mortierella capaz de 6B-hidroxilar un

compuesto de la fbérmula (II)

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

maculata n. sp. E-97 depositada en la Coleccién Nacional

l
j que consiste esencialmente de un cepa nueva Mortierella
|
| de Microorganismos de Agricultura e Industria, Budapest,
i
l

Hungria bajo el numero de accesc NCAIM(P)F001266.

33. Un cultivo de Mortierella capaz de 6B-hidroxilar un

compuesto de la férmula (II)

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

que consiste esencialmente de un cepa nueva Mortierella

maculata n. sp. E-97/15/13 depositada en la Coleccién

Nacional de Microorganismos de Agricultura e Industria,
Budapest, Hungria bajo el

numero de acceso
NCAIM (P)F001267.




RESUMEN

La presente invencién se relaciona con un nuevo proceso

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

Naooc/‘ﬁ-"@“

HO.

de un compuesto de la férmula general (II)

o .OH
ROGC™ j
HO. _
o h
; H
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donde R representa un ion dé metal alcalino o de amonio,
por el cultivo sumergido de una cepa de moho capaz de 6B-
hidroxilar un compuesto de la Foérmula (I) en fermentacién
aerdbica y por separacién y purificacién del producto de 1la
Férmula (I) formada en el cursb de la bioconversién. El
proceso comprende cultivar una ~cepa de especie de moho
filamentoso Mortierella maculata que es capaz de 6B-hidroxilar
un compuesto de la Férmﬁla general (II), en un medio nutriente
que contiene caldo de fermentacidn asimilable, aislando luego
el compuesto de la férmula (I) y; purificandolo. También se

revelan cepas nuevas de Mortierella maculata.
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EXPEDIENTE 0-07110 | ‘
Practicado el examen juridico de acuerdo con lo establecido en el art. 21 de la Decision =
344 se determind que esta solicitud de Patente de Invencion:

Si[ 1] NO[x] NO APLICABLE [ ] Presento los poderes necesarios en
forma correcta (Decision 344, art. 14-a).

Si[ 1] NO[x] NO APLICABLE[ ] Acreditd, en forma correcta, la
existencia y representacion de la persona juridica solicitante
(art. 14-c dela DeC|5|on 344, Ilteral g) del art. 4 del Decreto
117/94).

Sli[x ] NO[ ] NO APLICABLE [ ] Presentd, en forma correcta el
comprobante de pago por la tasa de presentacion establecida
(art. 13-f de la Decisién 344 y el Decreto 298 del 17 de
febrero de 1999).

Sli[x ] ‘NOT[ 1] EXTEMPORANEAMENTE [ ] Reivindico prioridad, dentro del
plazo y de acuerdo con lo previsto en el Articulo 4 del
Convenio de Paris.

SH[ 1] NO[x] NO APLICABLE [ ] Presentd copia, certificada su
conformidad por la Administracion que recibié la solicitud de la
cual reivindica prioridad, al momento de radicar la solicitud
nacional.

SI[ ] NO[x] NO APLICABLE [ ] Presento la traduccion del capitulo

: reivindicatorio de la solicitud de la cual se reivindica prioridad
(Art. 4, D-3 Convenio de Paris; Concepto: 5 de enero de 1999 '
S.I.C.). :

SI}[ 1 NO[x] CUMPLE LOS REQUISITOS JURIDICOS

O$SERVACIONES JURIDICAS CONVENIO DE PARIS: En todo caso, debera presentar
copia certificada su conformidad por la Administracion 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 conceptlua que esta solicitud:

SH[ 1 NO[x ] Se ajusta alos 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

Nl @ sHo YQ% s |
EXAMINADOR JURIDICO. Carrera 13 N° 27-00 Pisos 5° y 10°.

Conmutador 334 1221-2-3-4
Fax 281 3125 ‘
Santafé de Bogota, D.C. - Colombia
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Rad1cac1on no 00- 7110. ‘
Conoepto Técnico no 9. _Clasificacion Internacional de Patentes 8P ’/70
/

|
Practicado el examen de acuerdo a lo establecido en el Art. 21 de'la Decision 344 se determiné que esta

sohcltud de Patente de Invencion:

SItd ;NO Q Contiene la identificacion correcta del 1nventor (Art.8, Art. 13. a).

SIRd %NO Q Contiene la identificacién correcta del solicitante (Articulo 13-a). ’

SIA i,_No a Contiene el resumen con el objeto y ﬁnalidad de la invencién en forma correcta ‘
] (Art.13-e). ‘ |

SI X iN() D Contiene el titulo o nombre de la invencién en forma correcta (Art.13-b).

S1ia ,NO D Contiene la descripcion clara y completa de ia invencion (Art.13-c).

SIRd iNO a Contiene los dibujos correctos (Art.14-c ]unto con el literal d) del Art. 4 del Dto.
I. 117 del 94). |

SI z;NO 4 Contiene las unidades de medida en el sistema exigido (Art.14-c junto con el

j Decreto 3464 del 26 de diciembre de 1980). .

SI@ NOo QU Contiene una o mas reivindicaciones, en forma correcta, que precisen la materia
' para la cual se solicita la proteccion mediante la patente (Art.13-d).

SIM f'N od Contiene el extracto de acuerdo con el literal c¢) del articulo 4 del Dto. 117 /94.

1
SiE NO&HF Contiene el arte final del dibujo caracteristico de acuerdo con el literal c)del
1 articulo 4 y el articulo 27 del Dto. 117 /94.

SIfd LIO a 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).

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

|
s1X¥ No Ul CUMPLE LOS REQUISITOS TECNICOS
| |
OBSERT’ACIONES Y OTROS: SIQ NO & ver hoja(s) anexa(s)

i
)
|
‘
|
)
l

Santa Fe‘;de Bogota, D.C., 1A de. aipe:l de 1000
1
| - Wi

L EXAMINADOR TECNICO |
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',EXPéDIENTEO-07110
!

AUTO 0299

| ' DISPONE

' ARTI¢ULO PRIMERO: Reconocer personeria al doctor XXXXXXXX como apoderado del
[ it‘ﬁnte, en los términos y para los efectos del poder conferido.

|
ICULO SEGUNDO: Conforme lo establece el articulo 22 de la Decisiéon 344 de la
omision del Acuerdo de Cartagena, requiérese al solicitante, para que dentro del plazo
tremta (30) dias habiles siguientes a la fecha de notificacion del auto, presente
% ‘uesta a las observaciones o complemente los antecedentes sefialados en el examen
e forma.

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

g,j.

NQTIFIQUESE Y CUMPLASE . ng
;Fﬁado en Santafé de Bogota D.C., a los 25 ASR 200 |

{

EL JEFE DE LA DIVISI

DE NUEVAS CREACIONES,

NZA-CESPEDES DE VERGEL

NOTIFICADO POR ESTADO 2 A0

2 1R |
Santafé de Bogota D.C., Wcﬁdo por anotacién en estado de esta misma
fecha. |

NCIMIENTO NOTIFICACION ESTADO [/ Z~06- Q0T

SOLICITO PRORROGA TERMINO SI NO

VENCIMIENTO TERMlNO‘ PRORROGA

!

f

? Carrera 13 N° 27-00 Pisos 5°y 10°

| Conmutador 334 1221-2-3-4
Fax 281 3125

! Santafé de Bogotd, D.C. - Colombia




