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(57) Resumo:

A PRESENTE INVENGAO REFERE-SE A UM PROCESSO MELHORADO PARA A PRODUGAO DE
DAPTOMICINA MEDIANTE FERMENTAGAO COM STREPTOMYCES ROSEOSPORUS, NA
PRESENGA DE N-DECANAL OU OLEO DE CUPHEA COMO FONTES DA CADEIA LATERAL DE N-
DECANOILO. ESTES REAGENTES PERMITEM REDUZIR OS EFEITOS DE TOXICIDADE SOBRE AS
BACTERIAS E EVITAR A UTILIZAGAO DE SOLVENTES NA SOLUGAO DE ALIMENTAGAO.
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DESCRIGAO

PROCESSO MELHORADO PARA A PRODUQKO DE DAPTOMICINA

Campo da invengdo

A presente invengado refere-se a um processo melhorado
para a produgdao de daptomicina mediante fermentac¢cdo com
Streptomyces roseosporus, utilizando fontes alternativas da

cadeia lateral de n-decanoilo.
Antecedentes da invengdo

A-21978C1q, conhecido como daptomicina, é um
antibidético peptidico ciclico de 13 amincécidos de fdérmula
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gque contém uma cadeia lateral de n-decanoilo wunida ao

triptdéfano N-terminal.

A daptomicina produz-se mediante fermentacao
submergida de Streptomyces roseosporus, em particular
estirpes NRRL 11379 (ATCC 31568) e NRRL 15998, assim como

gualguer mutante, variante e recombinante das mesmas.
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A produgdaoc de daptomicina em cultura submergida
revelou-se por primeira vez nos documentos US 4.331.594 e

Us 4.800.157.

O documento US 4.885.243 revela a preparagdo de
daptomicina mediante fermentag¢do descontinua alimentada, em
gque alimenta-se o 4cido decandico, utilizado como fonte da
cadeia lateral de n-decancilo, como wuma solugdoc num
solvente orgénico, concretamente oleato de metilo. A
presenga do solvente na solugcdo de alimentagdo ¢é
necessaria, porque o Acido decandico é um sélido ceroso a
temperatura de fermentacdo e somente solugdes que contém
pelo menos 50% de solvente sdo suficientemente fluidas para
se alimentar. Nao obstante, inclusive na presenga de um
solvente, a temperaturas inferiores a 25°C é dificil manter
uma alimentagdo constante e homogénea, porque o 4acido
decandico se pode separar da solucdo ou formar flocos e
fléculos. O acido decandico exerce um efeito tdxico sobre a
bactéria e por este motivo, a velocidade de alimentacdo

deve manter-se sob controlo estrito.

Descrigdo da invengéo

Verificou-se agora que o0s inconvenientes mencionados
anteriormente podem superar-se utilizando fontes
alternativas da cadeia lateral de n-decanoilo,
concretamente decanal (n-decaldeido, caprinaldeido, aldeido
caprico) ou ¢leo de Cuphea. Por conseguinte, numa primeira
forma de realizacgdo, a presente invengdo refere-se a um
processo para a preparacdo de daptomicina mediante
fermentacdo de Streptomyces roseosporus ha presenga de n-—

decanal; numa segunda forma de realizacdo a invencao
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refere-se a um processo para a preparacao de daptomicina
mediante fermentacdo de Streptomyces  roseosporus na
presenca de ¢éleo de Cuphea. Estirpes de Streptomyces
rogeosporus particularmente adequadas para levar a cabo o
processo sdo NRRL 11379 (ATTC 31568), NRRL 15998 e mutante

BS.

Na primeira forma de realizacgdo, pode alimentar-se n-
decanal ou como uma solucdo orgdnica num solvente organico
adequado, tal como oleato de metilo, etanol, acetato de
etilo, preferivelmente oleato de metilo, ou sem solventes,
devido a que o n-decanal é liquido a temperatura ambiente e
ndoc se produz a separacdo de flocos ou a formacdo de

fléculos.

De facto, S. roseosporus pode converter
enzimaticamente o aldeido em acido, que entdoc se une ao N-
triptéfano terminal; indica-se que esta conversdo nio se
produz com fontes de Cl10 diferentes, por exemplo, decanol.
A utilizagdo de n-decanal permite aumentar a produtividade
de 10% a 30% com respeito a 50% de acido decandico + 50% de
oleato de metilo, provavelmente devido ao facto de que este
aldeido é liquido, de modo que se dispersa no caldo de
fermentacdo e estd mais biodisponivel. Além disso, n-
decanal é menos toéxico que o acido n-decandico: de facto,
no microscoépio, os micélios aparecem mencs fragmentados ou
vacuolizados e esta toxicidade reduzida permite manter uma
velocidade de produgdo satisfatdéria durante um periodo

maior.

Na segunda forma de realizacdo, utiliza-se O6leo de

Cuphea, como tal ou dissolvido num solvente orgdnico ou
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misturado com outro 6lec vegetal. O dleo de Cuphea adequado
para levar a cabo a inven¢do pode derivar-se das sementes
de varias espécies de Cuphea, tais comc C. lanceolata, C.
viscosissima e C. koehneana ou espécies hibridas obtidas
das mesmas. Os solventes organicos adequados sédo, por
exemplo, oleato de metilo, etanol, acetato de etilo,
preferivelmente oleato de metilo; dleos vegetais adequados
sdo, por exemplo, o6leo de soja, 0leo de girassol, ¢6leo de
palma; entretanto, Jja que o &éleo de Cuphea ¢é fluido a
temperatura ambiente, alimenta-se preferivelmente como tal.
0 éleo de Cuphea contém triglicéridos com acidos gordos de
diferentes comprimentos que se hidrolisam pelo
microorganismo e se utilizam para a sintese de daptomicina.
Encontrou-se surpreendentemente que o ¢leo de Cuphea tem
uma toxicidade tac baixa sobre © microorganismo gque se
tolera a sua acumula¢do na fermentagado; portanto, a
diferenca de 4&cido decandico/oleato de metilo, ndoc ¢é
necessario o controlo estritc da velocidade de alimentacdo
e O processo pode levar-se a cabo de maneira descontinua,
isto ¢ introduzindo todo o substrato no comegco da
fermentacdo; isto significa que ndo se regquer um tanque de
alimentagdo, um dispositivo de alimentagdo e controlos

durante a adicao.

No processo da invencdo, também se pode alimentar uma
fonte de carbono necessaria para o metabolismo primario do
microcorganismo, como glicerol, junto com n-decanal ou 6leo
de Cuphea, alcang¢ando assim um melhor equilibrio entre o

crescimento do microorganismo e a produc¢do de daptomicina.

A partir do anterior parece que © processo da invenc¢do

¢ vantajoso a escala industrial, j4& que é mais conveniente
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de levar a cabo e més barato, principalmente devido ao
facto de que se pode evitar a utilizag¢do de solventes e que
as fontes de carbono tém uma toxicidade limitada sobre o
micrcorganismo. A utilizagdo de n-decanal ©puro é
particularmente vantajosa porgue © microorganismo @ se

alimenta com 100% de fonte de C10.

A invencdo serd ilustrada em maior detalhe por meio

dos seguintes exemplos.

EXEMPLOS

EXEMPLO 1 - Decanal + oleato de metilo

1A: NRRL11379 de Streptomyces roseosporus num fermentador

de 20 1

Armazenou-se uma cultura mae de Streptomyces
roseosporus sob nitrogénio, utilizou-se entdo para inocular
uma primeira fase de fermentagdo vegetativa. Incubou-se o
meio semeado, cuja composic¢do notifica-se nas tabelas 1 e
2, num baldo de fundo redondo de 2 1, que continha 450 ml
de caldo, a 30°C durante 40 h sobre um agitador giratdrio

com uma velocidade de agitacgdo de 150 rpm.
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Tabela 1: Meio

COMPONENTE 11
Dextrose 20 g
Farinha de soja 20 g
Extracto de levedura lg
KH,PQ4 0,22 g
CaCO: 2 g
Solucao salina 2 ml
Sem ajuste de pH
Esterilizacdo 121°C x 20 min.

Tabela 2: Solug¢do salina

COMPONENTE 100 ml
FeSO, 0,2 g
HC1 (37%) 2 ml
MgSO,+ TH20 10 g
KC1l 10 g
Esterilizacdo 121°C x 20 min.

No final da incubacdo, utilizou-se a fase crescida
para semear um fermentador de producdo (capacidade de 20 1,
volume de trabalho de 15 1) que continha um meio que tinha

a seguinte composicdo (tabela 3).
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Tabela 3: Meio de produgdo

COMPONENTE g/l
Farinha de soja 22
Fe(NH4)ZSO4 O, 66

pH ajustado a 7,0

KH;PO,; (opcional) 0,22
Dextrose 8,25
Dextrina de batata 33
Melagos 2,75
Voranol 0,8

Esterilizacdo 121°C x 45 min.

Levou-se a cabo a incubacdo da fase de produ¢cdo sob as
seguintes condig¢des: 30°C, 1 vvm, agitagdo de 150+350 rpm e
contrapressdao de (0,5 bar. Manteve-se o pH a 6,5 mediante

adicdo de uma solug¢do de hidréxido de amédnio.

Apds 18 h, quando a concentragdo em glucose do meio
diminuiu abaixo de 3-4 g/l1l, alimentou-se o fermentador com
uma solugdo que continha 50% de decanal e 50% de oleato de
metilo (v/v) a uma velocidade de fluxo que oscilava desde 3

até 7 ml/h.

A produgdo de daptomicina comegou apds 40 h e alcangou

uma produtividade de 0,6 g/l em 186 h.

1B: NRRL11379 de Streptomyces roseosporus num fermentador

de 1000 1

Armazenou-se Streptomyces roseosporus Sob nitrogénio.
Utilizou-se entdo a cultura mde para inocular a primeira

fase de fermentacdo vegetativa. Incubou-se o meio semeado
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previamente, cuja composigdo notifica-se na tabela 4, num
baldc de fundo redondo de dois (2 1), que continha 450 ml
de caldo, a 30°C durante 40 h num agitador giratdéric com

uma velocidade de agitagdo de 150 rpm.

Tabela 4: Meio semeado previamente

COMPONENTE 11
Bactotriptona 17 g
Peptona 3 g
NaCl 5 g
K,HPO, 2,5 g
Dextrose 2,75 g
Amido de batata 25 g
Sem ajuste de pH

Esterilizacdo 121°C x 20 min.

Ao final da incubagdo, wutilizou-se o indéculo para
semear uma segunda fase vegetativa num fermentador de 100 1
(volume de trabalho de 60 1) que continha um meio que tinha

a seguinte composicdo (tabela 5).

Tabela 5: Meio semeado

COMPONENTE 11
Dextrose 22 g
Farinha de soja 20 g
Extracto de levedura lg
Cacos 29
Voranol 0,5 g
FeS04«7TH,0 4 mg
MgSOg+ 7H,0 200 mg
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KCI 200 mg

Sem ajuste de pH

Esterilizacao 121°C x 30 min.

Levou-se a cabo a incubacdo da fase semeada sob as
seguintes condig¢gdes: 30°C, 0,8 vvm, agitagao de 160 rpm e
contrapressdo de 0,8 bar e durante um tempo que oscilava

desde 22 até 28 h.

Ao final da incubag¢do, utilizou-se a fase semeada para
0 1indéculo da fase de producdo num fermentador de 1000 1
(volume de trabalho de 600 1) que continha um meio que

tinha a seguinte composicao (tabela 6).

Tabela 6: Meio de produgdo

COMPONENTE g/1
Farinha de soja 22
Fe (NH;),S0O; + 6H0 0,7
Voranol 1

pH ajustado a 7,0

Dextrose 9,1
Dextrina de batata 33
Melacos 2,8

Esterilizacdo 121°C x 45 min.

Levou-se a cabo a incubac¢éo da fase de produgdo sob as
seguintes condicdes: 30°C, 0,5 vvm, agitacdo de 120:160 rpm

e contrapressao de 0,7 bar.

Manteve-se o0 pH a 6,5 mediante adigdo de uma solugdo

de hidréxido de amédnio.
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Apds 24 h, quando a concentracgdo em glucose do meio
diminuiu abaixo de 3-4 g/1, alimentou-se o fermentadcr com
uma solugdo de alimentacdo que continha 50% de decanal e
50% de oleato de metilo (v/v) a uma velocidade de fluxo que

oscilava desde 180 até 210 ml/h.

A produc¢do de daptomicina comegou apds 40 h e alcangou
uma produtividade de 460 mcg/ml em 180 h (+15% frente a

fermentacdo com &cido decandico).

Prolongando a fermentacdo a partir de 180 h (pico de
produtividade no processo com acido decandico) até 230 h,
obteve-se uma concentracdo de 545 mcg/ml (+36% frente a

fermentacdo com &cido decandico).
A observacdo microscédpica do micélio ndo mostrou
nenhuma fragmenta¢do ou vacuolizag¢do, gque sao o0s danos

tipicos provocados pelo acido decandico.

1C: Mutante B8 de Streptomyces roseosporus num fermentador

de 1000 1

Manteve-se una cultura mde de mutante B8 de
Streptomyces roseosporus sob nitrogénioc liquido e utilizou-
se entao a cultura mde para inocular a primeira fase de
fermentacdo vegetativa. Incubou-se 0 meio semeado
previamente, cuja composi¢do notifica-se na tabela 7, em
dols baldes de fundo redondo (2 1), que continham 450 ml de
caldo; a 30°C durante 48 h sobre um agitador giratdrio com

uma velocidade de agitacgdo de 150 rpm.

10
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Tabela 7: Meio

COMPCONENTE 11
Dextrose 20 g
Extracto de levedura 1g
Bactotriptona 17 g
Peptona 39
FeS04+ TH,0 4 mg
MgS04+ TH,0 200 mg
KC1 200 mg
CacCos; 2g
Voranol 1,1 g
Sem ajuste de pH
Esterilizacao 121°C x 20 min.

Ao final da incubagdo, wutilizou-se o indéculo para
semear uma segunda fase vegetativa num fermentador de 100 1
(volume de trabalho de 60 1) que continha um meio que tinha

a seguinte composicgao (tabela 8).

Tabela 8: Meio semeado

COMPONENTE 11
Dextrose 2,59
Dextrina de batata 25 g
Peptona de soja 20 g
K,HPO, 2,59
NaCl 5 g
Antiespumante lg
Sem ajuste de pH
Esterilizagdo 120°C x 30 min.

11
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Levou-se a cabo a incubacdo da fase semeada sob as
seguintes condig¢des: 30°C, 0,8 vvm, agitagao de 160 rpm e
contrapressdo de 0,8 bar e um tempo que oscilava de desde

30 até 36 h.

Ao final da incubag¢do, utilizou-se a fase semeada para
0 1indéculo da fase de producdo num fermentador de 1000 1
(volume de trabalho de 600 1) que continha um meio que tem

a composicdo descrita na tabela 6.

Levou-se a cabo a incubacdo da fase de produ¢cdo sob as
seguintes condi¢des: 30°C, 0,5 vvm, agitag¢do de 120-160 rpm

e contrapressdo de 0,7 bar.

Manteve-se o pH a 6,5 mediante adicao de uma solucgao

de hidréxido de amdnio.

Apds 24 h, quando a concentracdo em glucose do meio
diminuiu abaixo de 3-4 g/l1l, alimentou-se o fermentador com
uma solugdo que continha 50% de decanal e 50% de oleato de
metilo (v/v) com uma velocidade de fluxo que oscilava de

desde 140 até 160 ml/h.

A utilizacdo do mutante B8 permitiu obter uma
produtividade de 1,3 g/1 em 180 h e alcangar uma poténcia
de 1,5 g/l em 230 h, com uma velocidade de producdo
constante.

EXEMPLO 2 - Decanal + glicerol

Levou-se a cabo o indéculo tal como descreveu-se no

exemplo 1A.

12
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Ao final da incubagdo, wutilizou-se o indéculo para
semear um fermentador de produgao com capacidade de 20 1
(volume de trabalho de 15 1), que continha um meio que tem

a composi¢do descrita na tabela 3.

Levou-se a cabo a incuba¢do da fase de produgdo sob as
seguintes condig¢des: 30°C, 1 vvm, agitacdo de 150+350 rpm e
contrapressao de 0,5 bar. Manteve-se © pH a 6,5 mediante
adicg@o de uma solucdo de hidrdéxido de amdénio. Apds 20 h,
quando a concentrac¢ido em glucose do meio diminuiu abaixo de
3-4 g/1, alimentou-se o fermentador com 100% de decanal a

uma velocidade de fluxo que oscilava de desde 2 até 7 ml/h.

Alimentou-se uma segunda solugdo de alimentagdo que
continha glicerol ao mesmo tempo com uma velocidade de

fluxo de 10 ml/h.

A produgdo de daptomicina comegou apds 40 h e alcangou

uma produtividade de 0,2 g/1 em 160 h.

EXEMPLO 3 - Oleoc de Cuphea + oleato de metilo

Levou-se a cabo o indéculo tal como descreveu-se no

exemplo 1A.

Ao final da incubagdo, wutilizou-se o indculo para
semear um fermentador de produgao com capacidade de 20 1
(volume de trabalho de 15 1) que continha um meio que tinha
a composicdo descrita na tabela 3. Levou-se a cabo a
incubacdo da fase de produgdo sob as seguintes condicges:
30°C, 1 vvm, agitacdo de 150+:350 rpm e contrapressdo de 0,5

bar. Manteve-se o pH a 6,5 mediante adicdo de uma solucgdo

13
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de hidréxido de amdénio. Apds 18 h, quando a concentracdo em
gluccse do meio estava abaixo de 3-4 g/l, alimentou-se ©
fermentador com uma solucdo de alimentacdo que continha 70%
de 06leo de Cuphea e 30% de oleato de metilc a uma

velocidade de fluxo de 3:6 ml/h.

Levou-se a cabo a fermentacdo durante 210 h quando se

alcangou uma produtividade de 0,6 g/1 de daptomicina.

EXEMPLC 4 - Oleo de Cuphea + glicerol

Levou-se a cabo o inéculo tal como descreveu-se no

exemplo 1A.

Ao final da dincubacdc, utilizou-se o 1indéculo para
semear um fermentador produtivo com capacidade de 20 1
(volume de trabalho de 15 1) que continha um meio que tinha
a composicdo descrita na tabela 3. Levou-se a cabo a
incubacdo da fase de producdo sob as seguintes condic¢es:
30°C, 1 vvm, agitacdo de 150+350 rpm e contrapressdo de 0,5
bar. Manteve-se o pH a 6,5 mediante adicdo de uma solucgao

de hidrdxido de amédnio.

Apds 20 h, quando a concentragdo em glucose do meio
estava abaixo de 3-4 g/l, alimentou-se o fermentador com
100% de d6leo de Cuphea a uma velocidade de fluxo de 2:5
ml/h. Alimentou-se uma segunda fonte de carbono, glicerol,

durante a fermentacdo.

Continuou-se o processo durante 210 h e alcangou-se

uma produtividade de 0,6 g/l de daptomicina.

14
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EXEMPLO 5 - Oleo de Cuphea de maneira descontinua

Levou-se a cabo o indculo tal como descreveu-se no

exemplo 1A.

Ao final da incubagdo, wutilizou-se o 1indéculo para
semear um fermentador produtivo com capacidade de 20 1
(volume de trabalho de 15 1) que continha um meio que tinha

a seguinte composicdo (tabela 9).

Tabela 9: Meio de produgdo

COMPCONENTE g/l
Farinha de soja 22
Fe(NH4)st4 O, 606

pH ajustado a 7,0

Oleo de Cuphea 42
Dextrose 8,25
Dextrina de batata 33
Melacos 2,75
Voranol 0,8

Esterilizacdo 121°C x 45 min.

Na fase de produgdo, levou-se a cabo a incubacdo sob
as seguintes condig¢gdes: 30°C, 1 vvm, agitacdo de 150+350
rpm e contrapressdao de 0,5 bar. Manteve-se o pH a 6,5

mediante adigdo de uma solucgdo de hidrdxido de amdnio.
Ajustou-se a temperatura de fermentacdo de maneira a

manter uma taxa de captagdo de oxigénio constante desde 20

h até o fim do processo.

15
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Os materiais de partida presentes no meio descontinuo
foram suficientes para suportar 0 crescimento de

microcorganismo e a producdo de daptomicina.

Lisboa, 7 de Abril de 2011

16
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REIVINDICAGOES

1. Processo para a produgdc de daptomicina caracterizado
por a fermentag¢do de Streptomyces rosSeosporus ser na
presenca de n-decanal ou 6leoc de Cuphea como fontes da

cadeia lateral de n-decanoilo.

2. Processo, de acordo com a reivindicagdo 1,
caracterizado por a fonte da cadeia lateral de n-decancilo

ser n-decanal.

3. Processo, de acordo com a reivindicagdo 2,
caracterizado por alimentar-se n-decanal como uma solug¢do
num solvente orgdnico seleccionado de oleato de metilo,

etancl e acetato de etilo.

4, Processo, de acordo com a reivindicacgao 3,

caracterizado por o solvente ser oleato de metilo.

5. Processo, de acordo com a reivindicacao 2,

caracterizado por alimentar-se n—-decanal sem solventes.

6. Processo, de acordo com a reivindicacgao 1,
caracterizado por a fonte da cadeia lateral de n-decancilo

ser ¢leo de Cuphea.

7. Processo, de acordo com a reivindicac¢ao 6,
caracterizado por alimentar-se d&lec de Cuphea como uma
solucdo num solvente organico seleccionado de oleato de
metilo, etanol ou misturar-se com o6leo de soja, dleo de

palma ou 6leo de girassol.
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8. Processo, de acordo com a reivindicacdo 7,

caracterizado por o solvente orgédnico ser oleato de metilo.

9. Processo, de acordo com a reivindicac¢ao o,

caracterizado por alimentar-se dleo de Cuphea sem

solventes.
10. Processo, de acordo com qualquer uma das
reivindicagdes 6 - 9, caracterizado por levar-se a cabo

como fermentacdo descontinua com 6lec de Cuphea puro.

Lisbeoa, 7 de Abril de 2011
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RESUMO

PROCESSO MELHORADO PARA A PRODUQKO DE DAPTOMICINA

A presente invengado refere-se a um processo melhorado
para a producdo de daptomicina mediante fermentacdo com
Streptomyces roseosporus, na presenga de n-decanal ou dleo
de Cuphea como fontes da cadeia lateral de n-decanoilo.
Estes reagentes permitem reduzir os efeitos de toxicidade
sobre as bactérias e evitar a utilizacdo de solventes na

solugdo de alimentacgdo.
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