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CHOR?

(57) Resumo: PROCESSO PARA A PREPARAGAO E
ISOLAMENTO DE FOSFATIDEOS, SUAS COMPOSICOES
FARMACEUTICAS E RESPECTIVOS USOS. A presente invengéo
refere-se ao processo para a preparagéo de fosfatidilserina de formula
CH20OR1 CHOR2 CH20-P(=0)-OCH2-CH(NH2)- COOH X em que R1
e R2 independentemente uma acila C10-C30 saturada,
monoinsaturada ou poliinsaturada, X = OH ou OM onde M = metal
alcalino ou alcalino terroso, aménio, alquliaménio (incluindo o sal
interno) incluindo a reagéo de transfosfatidilagédo entre fosfatidilcolina
da féormula geral CH20OR1 CHOR2 CH20O-P(=0)-0R3 X em que R1 e
R2 e X possuem os significados especificados acima, R3 = CH2-CH2-
NH2 ou CH2-CH2-N+(CH3)3 e Serina na forma D, L ou racémica
catalisada pela enzima fosfolipase D (PLD), caracte- rizado pelo fato
de que dita reagéo é realizada em um meio hidroalcodlico contendo
um alcool alifatico e na presenga de 6xido de metal bivalente.

(1)

I
CH20—IP(=0)—OCH2-CH(NH2)-COOH

X

ICHZOR'

(In)

CHOR?
1
CHZO-IP(=O)-OR3

X
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Relatério Descritivo da Patente de Invencédo para "PROCESSO
PARA A PREPARACAO E ISOLAMENTO DE FOSFATIDEOS, SUAS
COMPOSICOES FARMACEUTICAS E RESPECTIVOS USOS".
Obijeto da Invencéo

A presente invencao refere-se aos processos para a producao e

purificacdo de fosfatidilserina (PS), para obter o produto final com rendimen-
to elevado por meio de éxidos de metal bivalentes (BMO).
Campo da Invengao

O declinio funcional do Sistema Nervoso Central (CNS) que o-

corre durante o processo fisiolégico do envelhecimento cerebral freqiente-
mente causa deterioracdo das fungbes cognitivas no idoso que pode por sua
vez causar disturbios e alteragdes de comportamento da memoria temporal
e espacial.

Este declinio funcional na atividade do CNS é ligado com o co-
meco das alteragGes tanto bioquimicas quanto estruturais na composicéo de
lipideo das membranas neuronais e atividade reduzida das enzimas cere-
brais que podem reduzir as sinapses neuronais.

A fosfatidilserina (PS) é o principal fosfolipideo acidico no cére-
bro. A pesquisa cientifica tem portanto sido focalizada durante algum tempo
na descoberta de um tratamento farmacolégico para os disturbios cognitivos
relacionados com a idade, com base nos fosfolipideos que podem prevenir
(e/ou parcialmente reconstruir) o déficit estrutural e funcional das que enve-
Ihecem as membranas neuronais.

Estudos pré-clinicos e clinicos em seres humanos demonstra-
ram que a administracdo de PS oralmente pode, especialmente no idoso,
determinar um aumento significativo na capacidade de aprendizado e na
memdoria temporal e espacial, mesmo no caso de patologias particularmente
incapacitantes tais como a doengas de Alzheimer (Cenacchi T. et al.; Aging
Clin Exp Res; 1993; 5:123-133; Nunzi MG et al.; Adv Exp Med Biol;, 1992,
318:393-8).

Além do mais, foi demonstrado que a fosfatidilserina é capaz de
combater o aumento no horménio cortisol em individuos que sofrem de es-
tresse fisico (Monteleone P. et al.; Neuroendocrinology; 1990; 52(3):243-8),
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desse modo reduzindo o catabolismo da glicose, com maior recuperagao
funcional apds esforco fisico intenso.

A presente invencdo se refere a um processo para a sintese e
purificacdo de PS e ao uso de PS como o principio ativo nos farmacos (e/ou
suplementos alimenticios) para a prevengao das patologias relacionadas
com a idade supracitadas, e na preparagdo de suplementos alimenticios
indicados para todos os casos de estresse fisico intenso e, além disso, na
produgéo de lipossomas para uso no campo de cosméticos e/ou como um
sistema de liberagao controlada para os farmacos que eles contém.

Os processos para a producao e purificagdo de PS anteriormen-
te conhecidos da literatura cientifica e patentes descrevem a conversao en-
zimatica de fosfatidilcolina (PC) em PS por uma reagdo de transfosfatidila-
¢ao catalisada pela enzima fosfolipase D (PLD), com purificagdo subseqien-
te efetuada principalmente pela extragdo da PS com solventes organicos.

Nos ultimos anos, varios processos foram aperfeigcoados para a
sintetizacdo de PS mediante a conversdo enzimatica em sistemas de duas
fases de solvente agua/organico ou em um meio aquoso.

A EP 0776976 descreve um processo para a preparagao enzi-
matica de PS em um sistema consistindo em agua/tolueno em que a fase
orgéanica contém o fosfolipideo de partida do qual a PS é formada, a fase
aquosa contém o aceitante de hidréxi e a reagdo de sintese ocorre na inter-
face agua/solvente na presenca de fosfolipase D bruta a partir dos caldos de
fermentagao de cepas de microorganismos que produzem PLD.

Pela primeira vez, em 1990, os pesquisadores tentaram evitar o
sistema de duas fases por que ele requeria grandes quantidades de solven-
te que era depois dificil para se eliminar, conseqientemente com custos e-
levados para a producio e purificagdo da PS (Comfurius P. et al., Journal of
Lipid Research 1990, 31:1719-1721).

O solvente organico foi portanto substituido por um detergen-
te/tensoativo capaz de dispersar o fosfolipideo de partida na forma de mice-
la a fim de efetuar a reagdo enzimatica da sintese exclusivamente em um

meio aquoso.



10

15

20

25

30

De fato, a EP 1048738 se refere a um processo para a sintese
enzimatica da PS em um meio aquoso absolutamente livre de qualquer con-
taminagéo por solventes organicos, na presenca de dadas concentragdes de
detergentes especificos e sais de calcio.

A DE 19917249 descreve um método para a produgao enzimati-
ca de PS em um meio aquoso sem usar tensoativos, exclusivamente com a
adicdo de sal de cloreto de calcio (CaCly), no entanto, a porcentagem da
conversao enzimatica e o grau de pureza da PS obtida ndo sédo especificas.

A EP 1310563 descreve um processo para a preparagao de PS
em uma fase aquosa sem usar detergentes e/ou sais de calcio, com base na
homogeneizacdo da mistura de partida consistindo em fosfolipideo, aceitan-
te de hidroxi e PLD em &agua, para fornecer um homogeneizado final com
uma estrutura similar aquela de uma membrana de fosfolipideo bilamelar em
que a reagao de transfosfatidilagdo pode subsequentemente ocorrer.

A EP 1427839 descreve a sintese enzimatica de fosfolipideos,
incluindo a PS, em agua, sem detergentes, mas na presenca de ions de me-
tal que sdo liberados dos sais correspondentes quando eles forem prepara-
dos/dissolvidos em agua. Dito processo ocorre em duas fases distintas em
que, partindo das misturas de fosfolipideos, uma primeira reagao de hidrdli-
se enzimatica é catalisada por PLD para produzir acido fosfatidico, seguido
por uma segunda reacdo de transfosfatidilacdo em que a PS é formada na
presenga de um excesso de serina.

Por ultimo, a EP 12312134 reivindica um processo para a sinte-
se enzimatica de PS usando, em agua, uma fragdo da enzima PLD produzi-
da e purificada a partir da cepa de Streptoverticillium hachijoense para uma
produgdo mais abundante na produgéao final de PS.

Com referéncia a purificagdo de PS (obtida por transfosfatidila-
¢d0 em um meio aquoso/solvente organico ou em um meio aquoso), a EP
1213294 reivindica um processo de purificagdo com base no uso de uma
mistura consistindo em agua/solvente organico polar (tal como isopropanol)
para extrair o fosfolipideo acima mencionado da solugdo que o contém, que

é por sua vez representada por um solvente de hidrocarboneto (tal como



10

15

20

25

30

tolueno), enquanto a EP 0922707 se refere a um processo para a extra-
cao/purificagdo de PS a partir de uma mistura de fosfolipideos usando um
sistema difasico de solventes organicos tais como heptano e metanol.

A presente invencao refere-se aos processos para a produgao e
purificacdo de fosfatidilserina (PS) que proporciona o produto final em um
rendimento muito elevado gragas a uma conversao eficiente de PC em PS
pela acio especifica de Oxidos de Metal Bivalentes (BMO).

Além do mais, o processo de transfosfatidilagdo catalisada pela
enzima PLD, permite uma porcentagem elevado de PC ser convertida em
PS independente do meio em que a reagédo enzimatica ocorre.

Portanto, a presente invengdo se refere a um processo para a
producédo de PS catalisada por PLD e BMO, cujo processo é caracterizado
pelo fato de que é realizado
em um meio hidroalcodlico consistindo em agua/alcoois alifaticos, ou
em um meio aprético consistindo em agua/solventes aproéticos polares, ou
em um sistema de duas fases consistindo em agua/solventes orgénicos.

Descricdao Detalhada da Invencao

A presente invencao se refere a um processo para a preparagao
de PS (férmula 1), em que uma transfosfatidilacéo é realizada pela enzima
PLD, na presenca de BMO, desse modo conseguindo a transferéncia de um
componente de fosfatidila da fosfatidilcolina (PC) (férmula 1l) para serina
(que neste caso representa o aceitante de hidréxi); esta reacdo enzimatica
fornece a conversdo de PC em PS em um grau muito elevado, independen-
te do meio em que a reagdo enzimatica ocorre. Dita reagdo pode portanto
ocorrer:

e em um meio hidroalcodlico consistindo em agua/alcoois alifaticos que
nao formam um sistema de duas fases, ou

e em um meio aprético consistindo em agua/solventes apréticos polares
que nao formam um sistema de duas fases, ou

e em um sistema de duas fases consistindo em agua/solventes organicos.
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Foérmula |
CH,OR'
1CHGRZ
§CH20-P}(=O)-OCH2-CH(NH_2)-COOH
X

em que R' e R? independentemente representam uma acila C1o-Cgo satura-
da, monoinsaturada e/ou poliinsaturada, X = OH ou OM onde M = metal al-
calino ou alcalino terroso, amonio, alquilamonio (incluindo o sal interno).
Formula Il

CH,OR!

EHOR’

1CH20~P|(=0)-OR3

X

em que R' e R? e X significam como definido acima e R® = CH2-CHz-NH; ou
CHz2-CH2-N*(CHa)s.

Foi surpreendentemente observado que o BMO drasticamente
modifica o substrato de reagéo representado pela fosfatidilcolina de partida
que determina uma mudanga tal que a agé@o da enzima PLD significativa-
mente aumenta em termos de rendimento final em PS, assim permitindo
uma producgédo de PS em uma escala industrial. Esta mudanga substancial
ocorre na estrutura do préprio substrato, independente do meio em que a
reacdo enzimatica ocorre. De fato, o BMO favorece a fissuragédo das vesicu-
las de PC e, desse modo, a penetragao da enzima nele, determinando um
aumento na porcentagem de conversao de PC em PS visto que, mediante a
penetracdo dentro das vesiculas, a enzima PLD pode também atuar sobre a
camada de lipideo dentro da vesicula, que ndo pode anteriormente ser pe-
netrado por solugcdes hidrofilas tais como aquelas que contém a enzima em
Si.

De acordo com a invengdo, varios oxidos de metal bivalentes
foram testados, tais como éxido de calcio (Ca0), 6xido de magnésio (MgO)

e oxido de zinco (ZnO), em meio tanto hidroalcodlico quanto aprdtico, assim



10

15

20

25

30

como em sistemas de duas fases em que eles deram excelentes resultados,
como mostrado nos Exemplos que seguem, comparados com os resultados
obtidos por meio dos mesmos processos, mas na presenca de cloreto de
célcio (CaCly).

De fato, é sabido que os sais de calcio, e em particular CaClg,
como fontes de ions de célcio adicionados ao meio em que a reagao de
transfosfatidilacdo ocorre (Comfurius P. et al., Journal Acta, Research 1990,
31:1719-1721; Comfurius P. et al., Biochim Biophys Acta, 1977, 488:36-42),
promovem a atividade catalitica da enzima PLD e desse modo aumentam a
conversio de fosfatidilcolina em PS (Okawa Y. et al; J. Biochem.;
1975;78:363-372).

De modo a diferengar e clarificar que os BMOs s&o completa-
mente diferentes dos sais de metal e para demonstrar a sua eficacia nos
novos sistemas de producdo que sdo o objeto da presente invengao, a Re-
querente executou experiéncias que comparam os diferentes rendimentos
da conversdo de PC em PS na presenca de sais de célcio e na presenga de
BMO.

Como pode ser visto dos resultados obtidos, o rendimento da
conversdo de fosfatidilcolina em PS consistentemente comprovou ser nao
apenas muito diferente, mas também decidida e significativamente mais ele-
vado do que aquele obtido com CaCls.

Além dos dxidos descritos acima, varios BMO diferentes podem
ser utilizados no novo processo para a produgdo de PS, tais como oxido de
manganés, éxido de ferro bivalente, 6xido de cobalto, dxido de cobre e to-
dos os éxidos de metal bivalentes remanescentes na Tabela dos Elementos.

Exemplo de solventes em que o processo da presente invengao
pode ser realizado sdo alcoois alifaticos, tais como metila, etila, n-propila,
isopropandis; solventes apréticos, tais como dimetilsulféxido (DMSO), dime-
tiformamida, acetonitrila, N-metil-pirrolidona; e solventes orgénicos, tais co-
mo n-hexano, tolueno, n-butanol, benzeno.

O alcool preferido é isopropanol, o solvente aprético preferido é

DMSO e o solvente organico preferido é hexano.
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O Exemplo 1 descreve a conversdo de PC em PS partindo de
meio hidroalcodlico de partida contendo as porcentagens dadas de isopro-
panol adicionado a uma solugdo de partida consistindo em tampao de ace-
tato em que o CaO (ou MgO ou ZnO) foi dissolvido, comparado com 0 pro-
cesso de producio de PS executado no mesmo meio hidroalcodlico, mas na
presenca de sal de CaCls.

A porcentagem de alcool (isopropanol em particular) que pode
ser usado no presente processo (expresso como % em volume sobre o vo-
lume do tampéao de partida) pode variar de 0,1 a 50 %, preferivelmente de
1,25 a 20 %, e mais preferivelmente 10 %, em um meio hidroalcodlico con-
tendo uma concentragdo de BMO (em particular, CaO) variando entre 0,1 e
1 M, preferivelmente entre 0,3 e 0,6 M, e mais preferivelmente igual a 0,54
M.

O rendimento maximo da conversdo de PC em PS é de 90 %,
que é removido do rendimento obtido pelo mesmo processo de produgao,
mas na presenga de CaCls.

O Exemplo 2, por outro lado, demonstra que é possivel obter
rendimentos ainda mais elevados do que 80 % da conversdo de PC/PS,
mediante a adicdo das quantidades dadas de DMSO (expressas como %
em volume sobre o volume de tampao usado) na solugéo de tampao de par-
tida contendo as concentracdes molares dadas de CaO (ou MgO ou ZnO), e
que os rendimentos supracitados de PS sdo muito diferentes daqueles obti-
dos pelo mesmo processo de produgdo, mas na presenga de CaCly.

A porcentagem de solvente aprético (e DMSO em particular) a
se usada pode variar de 0,1 a 50 %, preferivelmente de 1,25 a 10 %, e mais
preferivelmente ser de 1,25 %, em um meio aprético contendo uma concen-
tragdo de BMO (CaO em particular) variando entre 0,1 e 1 M, preferivelmen-
te entre 0,3 e 0,6 M, e ainda mais preferivelmente, pode ser igual a 0,33 M.

A reacdo enzimatica da transfosfatidilagdo fornece um rendi-
mento muito elevado de conversdo de PC/PS, mesmo em um sistema de
duas fases consistindo em agua/solvente orgénico.

O Exemplo 3 descreve a produgdo de PS em um sistema de
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duas fases consistindo em agua/hexano, novamente na presenga de CaO,
MgO e ZnO. A quantidade de solvente usada nos novos processos que sao
o objeto da presente invengdo é muito baixa (como demonstrado mais adi-
ante), tdo baixa que os custos de producdo sdo limitados e nao é dificil eli-
minar o solvente do produto final.

A concentragdo de solvente a ser usada em dito processo pode
variar de 0,1 a 40 % v/v (expressa como % em volume sobre o volume do
tamp&o de partida), preferivelmente de 1 a 5 % v/v, e mais preferivelmente
1,25 % v/v e 2,5 % v/v, na presen¢a de BMO (e CaO em particular) em uma
concentragéo variando entre 0,1 e 1 M, preferivelmente entre 0,3 e 0,6 M e
mais preferivelmente igual a 0,54 M.

Neste caso também o rendimento maximo da conversédo de PC
em PS era mais de 80 %, muito diferente daquele obtido pelo mesmo pro-
cesso, mas na presenga de CaCl,.

A reacdo de transfosfatidilagdo pode ser conduzida em diferen-
tes temperaturas, variando entre 20 e 70 °C, preferivelmente em 45 ou 55°C.

O substrato de fosfatideo de partida é representado pela fosfati-
dilcolina de origem animal e/ou vegetal, natural ou sintética, presente na
forma purificada ou como a matéria prima, em concentragdes de partida va-
riando entre 10 e 500 mg/ml, preferivelmente entre 200 e 300 mg/ml.

O meio aquoso de partida a ser misturado/associado com o al-
cool, o solvente aprético ou o solvente orgénico para obter um meio final
hidroalcoolico, aprético ou de duas fases, é representado por agua ou uma
solugédo de salina ndo tamponada ou uma solu¢éo tamponada formada, por
exemplo, por acetato triidrato de sédio e acido acético em concentragdes
entre 0,02 e 0,2M.

O aceitante de hidroxila é representado por serina, que pode
estar presente na forma D, L ou racémica. A concentragéo ideal de serina,
preferivelmente na forma L, pode variar enter 1 g/g (gg) de fosfatideo de
partida, até 5 gg, preferivelmente entre 2 e 3 gg/gg de fosfatideo.

O pH ideal da solugdo tampao pode variar entre 4 e 9 porque

depende da origem da PLD usada, preferivelmente entre 5 e 6, e mais pre-
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ferivelmente igual a 5,6 se uma PLD de origem fermentativa derivada do
microorganismo Streptoverticillium hachijoense for usada.

Dita enzima pode ser usada na forma purificada ou parcialmente
purificada, ou em uma forma nao purificada apos a filtragao do microorga-
nosmo de seu caldo de cultura.

O Exemplo 4 (e Figura 1) descreve um novo sistema para a puri-
ficagdo parcial de PLD para obter uma enzima que nédo é substancialmente
contaminada por proteinas de uma natureza diferente que possa interferir
com a atividade catalitica de PLD, um processo que ndo envolve igualmente
muitas etapas, visto que os processos prolongados resultam em custos in-
dustriais excessivos e uma conseqiente falta de praticabilidade em uma
escala industrial.

A enzima parcialmente purificada descrita no Exemplo 4 foi tes-
tada no processo de produgao descrito no Exemplo 3, em comparagao com
uma enzima presente na forma nao purificada (apds a eliminagéo simples
do microorganismo produtor) e com as preparagdes enzimaticas altamente
purificadas (obtidas usando resinas cromatograficas de troca de ion e anti-
corpos mono/policlonais direcionados sobre a enzima PLD, mas que podem
também ser purificadas usando todos os métodos de purificagédo conhecidos
por uma pessoa versada na técnica): a porcentagem de conversao de
PC/PS foi igual para todas as preparagdes enzimaticas testadas (purifica-
das, parcialmente purificadas e nao purificadas).

A quantidade ideal de PLD para garantir mais de 80 % de con-
versdo de PC em PS varia entre 1 e 100 unidades/g de fosfatideo de parti-
da, porque depende da origem da PLD usada. Por exemplo, quando a PLD
de Streptoverticillium hachijoense for usada, a concentragao ideal varia entre
1 e 10 unidades/g de fosfatideo.

Um outro objetivo da presente inven¢gdo € um processo para a
separagao e purificagao de PS de serina, PC e PLD (que representam impu-
rezas) remanescentes no meio em que a reagao de transfosfatidilagéo ocorre.

De modo a separar e purificar a PS, os seguintes métodos fo-

ram desenvolvidos.
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1. no final da reagéo de transfosfatidilagdo enzimatica, a PS é
separada pela adicdo de uma solugdo de cloreto de sédio, em uma concen-
tracdo entre 2 e 6 % (preferivelmente 5 %), ao meio de reagao em que 0
fosfolipideo recentemente produzido esta presente: duas fases assim serao
obtidas porque a PS permanece insoluvel nesta solugdo enquanto os com-
ponentes do residuo (que sao mais soluveis) principaimente permanecem
no subnadante. A PS, que foi depositada na parte superior do meio de rea-
cao, é depois isolado pela separagao e eliminacdo do subnadante.

Alternativamente, é possivel comegar um novo processo de se-
paracéo e purificacdo de PS, objetivo da presente invengdo, mediante a fil-
tracdo do recipiente de PS no meio de reagao para eliminar imediatamente
todos os seus componentes residuais. Uma solu¢céo de NaCl é depois adi-
cionada. Duas fases se formam e o sobrenadante é eliminado porque a PS
é encontrada no subnadante. As lavagens de NaCl podem ser repetidas du-
as vezes ou mais, ajustando a concentragdo de sal se necessario. Estes
procedimentos de lavagem permitem a eliminagdo completa dos alcoois,
solventes aproticos e organicos usados nos processos para produzir PS
descritos acima, como demonstrado no Exemplo 5. Subsequentemente, a-
pos o tratamento dos ions presentes no meio de reagdo com um agente de
quelagdo, o produto é precipitado/lavado com uma solugdo de etanol (em
uma porcentagem entre 50 e 100 %, preferivelmente 95 %), ou com uma
mistura de solventes de cetona (tais como acetona) em agua (em uma por-
centagem entre 50 e 95 %); a lavagem com etanol pode ser repetida varias
vezes (ajustando a porcentagem de etanol presente, se necessario). Por
fim, uma lavagem final é executada com etanol entre 90 e 100 %, apos o
que o produto acabado pode ou ndo pode ser secado;

2. a separacgio e a purificagdo de PS sao realizadas por ultrafil-
tracdo, no final da reagdo enzimatica de transfosfatidilagdo, usando uma
membrana porosa de tamanho de poro tal como para permitir a passagem
de pequenas moléculas enquanto ficam pressas aquelas grandes. Por esta
razao, é preferivel utilizar filtros com poros pequenos o bastante para aprisi-

onar as moléculas com peso molecular de 100.000/300.000 Déltons ou
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mais.

Ditos procedimentos para o isolamento e purificagdo de PS
permitem a eliminagéo dos residuos das substancias que séo deixados apds
a reacdo enzimatica e estavam inicialmente contidos no meio de transfosfa-
tidilagao tal como serina, PC, sais minerais, colina que ¢ liberada de PC, PA,
sais/éxidos, e, acima de tudo, permitem a purificagdo completa da PS da
enzima PLD, nenhum trago da qual, como demonstrado no Exemplo 5, per-
manece. A PS final assim obtida possui um grau muito elevado de pureza.

Alguns antioxidantes tais como &cido ascorbico e/ou vitamina E
podem ser incluidos no processo de preparagéo e purificagdo de PS.

A invencdo é apresentada com maiores detalhes nos exemplos
que seguem.

Exemplo 1
Preparacdo de PS a partir de PC vegetal em um meio hidroalcodlico (pela pre-

senca de isopropanol) com Ca0Q, MgO e ZnO 0,54 M ou com CaCl, 0,54 M

Duas solu¢des hidroalcodlicas diferentes foram preparadas,
formadas por duas concentragbes de isopropanol (igual a 1,25 e 10 % do
volume do tampéo de partida) em tampdo de acetato contendo CaO (ou
MgO ou ZnO) 0,54 M, comparado com a preparacdo de PS pelo mesmo
procedimento, mas na presenga de sal de CaCl, 0,54 M.

Os 6xidos testados e cloreto de célcio sdo dissolvidos em 40 ml
de tampao de acetato 0,2 M (pH 5,6) ao qual é depois adicionado 0,5 ml de
isopropanol de modo a obter 1,25 % v/v (apenas com relagdo a CaO), ou 4
ml de isopropanol de modo a obter 10 % v/v (os alcoois pode também ser
adicionados ao tampao contendo BMO ap6s a solubilizagao da Serina).

As solugdes resultantes sdo agitadas em um reator revestido
com condensador durante cerca de 10 minutos, depois 20 g de L-serina séo
adicionados em uma temperatura de 55 °C, agitando até a dissolugédo com-
pleta. Subsequientemente, 10 g de fosfatidilcolina de soja s&o adicionados e
agitados durante 10 minutos. 5,5 U de enzima PLD por gg de PC sao depois
adicionados e a mistura é agitada durante 24 a 48 horas a 55 °C.

Finalmente, uma amostra de cada produto é tirada e a transfor-
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magdo bem-sucedida de PC em PS é testada pela Cromatografia de Cama-
da Fina (TLC).

Rendimento da conversdo de PC em PS:

distribuicdo dos produtos presentes no final da reagéo, expressa
como % de PA (acido fosfatidico liberado pela PC como um resultado da
acdo de PLD) e PS obtida seguinte ao processo de transfosfatidilagao. PA e
PC devem ser consideradas residuos da reagao.

Rendimento da conversdo de PC em PS obtida com isopropa-
nol, 1,25 % v/v, na presenc¢a de CaO:
PA 8,0 %
PS 85,5 %
PC 6,5 %

Rendimento da conversdo de PC em PS obtida com isopropa-
nol, 10 % v/v, na presenga de CaO:
PE-OH 4,0 %
PA 3,5 %
PS 89,5 %
PC 3,0 %

Rendimento da conversdo de PC em PS obtida com isopropa-
nol, 10 % v/v, na presenc¢a de CaCly:
PE-OH 15,8 %
PA 10,7 %
PS 70,1 %
PC 3,4 %

Rendimento da conversdo de PC em PS obtida com isopropa-
nol, 10 % v/v, na preseng¢a de MgO:
PE-OH 9,0 %
PA 4,5 %
PS 84,0 %
PC 2,5 %

Rendimento da conversdo de PC em PS obtida com isopropa-

nol, 10 % v/v, na presencga de ZnO:
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PE-OH 10,0 %
PA 8,0 %
PS 80,0 %
PC 2,0 %
(o produto definido como PE-OH se forma durante a reagao de
transfosfatidilacdo porque a reagao ocorre na presenga de alcool).
Exemplo 2
Preparacdo de PS a partir de PC vegetal em um meio aprotico (pela presen-
ca de DMSO) com CaO, MgO e ZnO 0,33 M ou com CaCl; 0,33 M
DMSO foi usado em concentragdes diferentes variando entre

uma porcentagem de 1,25 e 10 % em termos do volume de tampao de par-
tida, em todos os casos na presenga de CaO (ou MgO ou ZnO) 0,33 M em
comparagdo com a prepara¢ao de PS pelo mesmo processo, mas na pre-
senca de sal de CaCls.

Os éxidos de calcio testados e o cloreto de calcio s&o dissolvi-
dos em 40 ml de tampao de acetato 0,2 M, em pH 5,6. As solugbes assim
obtidas sdo agitadas em um reator revestido com condensador. Apos cerca
de 10 minutos de agitacdo, 20 g de L-serina s&o adicionados em uma tem-
peratura de 45 °C e depois a agitagdo continuou até que a solubilizagao
completa fosse alcangada.

Subsequentemente, 10 g de PC de soja e 0,5 ml de DMSO (cor-
respondendo a 1,25 % v/v) ou 4 ml de DMSO (correspondendo a 10 % v/v)
sdo adicionados e a mistura é agitada (0 DMSO pode ser adicionado duran-
te a fase partida do processo, apés a solubilizagdo do BMO, como no E-
xemplo anterior). Dez minutos mais tarde, 5,5 U de enzima PLD por gg de
PC sao adicionados, e a mistura é agitada durante 24 a 48 horas a 45 °C.

Subsequentemente, as amostras dos respectivos produtos obti-
dos sdo tiradas no final da reagdo e testadas com relagdo a transformagao
bem-sucedida de PC em PS.

Rendimento da conversédo de PC em PS:

Rendimento da conversdo de PC em PS obtida com DMSO 1,25

% v/v na presenca de CaO:
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PA7,1 %
PS 86,3 %
PC 6,6 %
Rendimento da conversdo de PC em PS obtida com DMSO 1,25
% v/v na presenca de CaCls:
PA 8,1 %
PS 66,7 %
PC 25,2 %
Rendimento da conversdo de PC em PS obtida com DMSO 10
% v/v na presenga de CaClz:
PA 6 %
PS 69 %
PC 25 %
Rendimento da conversdo de PC em PS obtida com DMSO 10
% v/v na presenga de CaO:
PA 7,5 %
PS 72,5 %
PC 20 %
Rendimento da conversdo de PC em PS obtida com DMSO 10
% v/v na presenga de MgO:
PA 9,0 %
PS 71,0 %
PC 20 %
Rendimento da conversdo de PC em PS obtida com DMSO 10
% v/v na presenga de ZnO:
PA 8,5 %
PS 71,5 %
PC 20 %

Exemplo 3 a
Preparacio de PS a partir de PC vegetal em um sistema de duas fases (pe-

la presenca do solvente orgénico, hexano) com CaO, MgO e ZnO 0,54 M ou
com CaCl> 0,54 M
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Um sistema de duas fases consistindo em tampao de acetato
contendo CaO (ou MgO ou ZnQ) 0,54 M foi preparado, e depois uma quan-
tidade de hexano igual a 1,25 % do volume de partida do tampao foi adicio-
nada, comparado com a preparagdo de PS pelo mesmo processo de produ-
¢ao, mas na presenca de CaCl,, 0,54 M.

Os 6xidos testados e cloreto de calcio séo depois dissolvidos em
40 ml de tampao de acetato 0,2 M (pH 5,6) a qual uma quantidade de hexa-
no igual a 0,5 ml é depois adicionada ao tampéao contendo o BMO antes ou
apos a solubilizagao da serina).

As solu¢des assim obtidas sdo agitadas em um reator revestido
com condensador.

O procedimento depois continua como descrito no Exemplo 1.

Finalmente, uma amostra de cada produto obtido é tirada e tes-
tada com relagéo a transformagao bem sucedida de PC em PS.

Rendimento da conversao de PC em PS:

Rendimento da conversdo de PC em PS obtida com hexano
1,25 % v/v na presenc¢a de CaO:

PA7,5%
PS 87,0 %
PC 5,5 %

Rendimento da conversdao de PC em PS obtida com hexano
1,25 % v/v na presenga de CaCly:

PA 8,1 %
PS 68,4 %
PC 23,5 %
Rendimento da conversdo de PC em PS obtida com hexano
1,25 % v/v na presenca de MgO:
PA 8,5 %
PS 82,5 %
PC 9,0 %
Rendimento da conversdo de PC em PS obtida com hexano

1,25 % v/v na presenga de ZnQO:
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PA 11,0 %
PS 80,0 %
PC 9,0 %

Exemplo3 b
Preparacdo de PS a partir de PC vegetal em um sistema de duas fases (pe-

la presenca do solvente organico, hexano) com CaO 0,54 M ou com CaCl,
0,54 M

Um sistema de duas fases consistindo em tampao de acetato
contendo CaO 0,54 M foi preparado e depois uma quantidade de hexano
igual a 2,5 % do volume de partida do tampéo foi adicionada, comparado
com a preparagdo de PS pelo mesmo processo de produgdo, mas na pre-
senga de CaClp,, 0,54 M. A partir deste ponto, o procedimento € 0 mesmo
como no Exemplo 3 a.

Rendimento da conversdo de PC em PS:

Rendimento da conversdo de PC em PS obtida com hexano 2,5
% v/v na presenga de CaO:

PA7,5%
PS 86,0 %
PC 6,5 %
Rendimento da conversdo de PC em PS obtida com hexano 2,5
% v/v na presenga de CaCly:
PA 10,0 %
PS 65,0 %
PC 25,0 %
Exemplo 4
Purificacdo parcial da enzima PLD
A enzima PLD usada no novo processo de produgdo pode ser

parcialmente purificada pelas seguintes etapas:

o eliminagdo do agente de produgdo mediante a microfiltragao de fluxo
tangencial através de filtros (preferivelmente com membranas de polietersul-
fona: PES) com um tamanho de poro de 0,2 um;

o ultrafiltracdo de fluxo tangencial através de filtros (preferivelmente em
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PES) com um corte molecular de 10.000 D;

o ultrafiltragdo de fluxo tangencial através de filtros com membranas
(preferivelmente em PES) com um corte molecular de 300.000 D;

o ultrafiltracdo de fluxo tangencial final através das membranas (preferi-
velmente em PES) com um corte molecular de 10.000 D para reconcentrar a
enzima e dialise contra o tampao TRIS-HCL, 50 mM pH = 8.

A Figura 1 mostra as descobertas das andlises cromatograficas
de enzima PLD parcialmente purificada como descrito acima, comparado
com a analise de um caldo de fermentacao purificado somente a partir do
agente que produz a propria enzima (Figura 2).

Exemplo 5 a
Separacio e purificacéo de PS de acordo com o método 1.

O meio de reagdo em que a PS foi preparada é suplementado
com 1,5 volume (em termos do volume de reagdo de partida) de uma solu-
¢do a 5 % de NaCl, e a mistura é agitada em uma temperatura de 30 °C du-
rante pelo menos 30 minutos. A PS, que foi depositada na parte superior do
meio de reacdo, é depois isolada mediante a separagdo e eliminagao do
subnadante. O sobrenadante (PS) é suplementado com 4 volumes de uma
solugdo a 3 % de NaCl e agitado em 30 £ 10 °C durante pelo menos 30 mi-
nutos. Seguinte a isto, 0 sobrenadante é separado e eliminado (esta etapa
foi repetida 2 vezes), enquanto ao subnadante (representado por PS) € adi-
cionado 2 volumes de uma solugéo de EDTA (4cido etileno diaminotetraacé-
tico) (em uma concentragdo de 40 gg/litro) preparada em um tampao de a-
cetato, 0,1 M pH 7,5.

Ap6s outra mistura (em 25 + 10 °C durante pelo menos 1 hora)
mediante agitagdo da mistura assim obtida, o pH é ajustado para 7/7,5 e 2
volumes (em termos do volume de EDTA) de 95 % etanol sdo adicionados,
agitando a mistura em 25 + 10 °C durante pelo menos 1 hora.

Apés um periodo de sedimentacdo da PS, ela é coletada e o
sobrenadante (a fase consistindo em etanol em agua) é eliminada porque a
PS n3o se dissolvera em uma fase hidroalcodlica. A lavagem com eta-

nol/agua (com uma porcentagem de etanol de 70 a 95 %) foi repetida apds
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o que uma lavagem final com 100 % etanol € executada, e como uma etapa
final a PS pode ser secada.

Produto final: distribuicdo das frages de lipideo isoladas de a-
cordo com o método 1, com PS preparada como descrito no Exemplo 3 com
CaO 0,54 M.

PA 5,8 %
PS 94,2 %

Exemplo 5 b
Separacao e purificacdo de PS de acordo com o método 1.

O meio de reagdo em que a PS foi preparada é suplementado
com 1,5 volume (em termos do volume de reagéo de partida) de uma solu-
¢éo a 5 % de NaCl, e a mistura é agitada em uma temperatura de 20 °C du-
rante pelo menos 30 minutos. A PS, que foi depositada na parte superior do
meio de reacdo, é depois isolada mediante a separagdo e eliminagao do
subnadante. O sobrenadante (PS) é suplementado com 3 volumes de uma
solugdo a 3 % de NaCl e agitado em 20 + 10 °C durante pelo menos 30 mi-
nutos. Seguinte a isto, o sobrenadante é separado e eliminado (esta etapa
foi repetida 3 vezes), enquanto ao subnadante (representado por PS) € adi-
cionado 3 volumes de uma solugdo de EDTA (em uma concentragao de 30
gg/litro) preparada em um tampao de acetato, 0,1 M pH 7,0.

Ap6s outra mistura (em 20 + 10 °C durante pelo menos 1 hora)
mediante agitacdo da mistura assim obtida, o pH é ajustado para 7/7,5 e 2
volumes (em termos do volume de EDTA) de 100 % etanol s&o adicionados,
agitando a mistura em 20 + 10 °C durante pelo menos 1 hora.

Apds um periodo de sedimentagdo da PS, ela é coletada e o
sobrenadante (a fase consistindo em etanol em agua) é eliminada. A lava-
gem com etanol/agua (com uma porcentagem de etanol de 70 %) foi repeti-
da apés o que uma lavagem final com 100 % etanol é executada, e como
uma etapa final a PS pode ser secada.

Produto final: distribuicdo das fragdes de lipideo isoladas de a-
cordo com o método 1, com PS preparada como descrito no Exemplo 3 com
Ca0 0,54 M.
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PA 6,8 %
PS 93,2 %
Exemplo 5 ¢
Separacéo e purificacdo de PS de acordo com o0 método 1.
Antes da adi¢do da solugdo de NaCl, a PS é filtrada para elimi-

nar imediatamente todo os componentes residuais do meio de reagao. De-
pois NaCl é adicionado e o processo de isolamento e purificagdo continua
como descrito no Exemplo 5 a.

Produto final: distribuicdo das fragdes de lipideo isoladas de a-
cordo com o método 1, com PS preparada como descrito no Exemplo 3 com
CaO 0,54 M.

PA 5,0 %
PS 95,0 %

Apds a reagdo de transfosfatidilagao, anélise de TLC do produto
obtido (Vitello F. et al.; J Chromatog; 1978; 166(2):637-40) mostra uma con-
centragao de 2 % de residuo serina.

A quantidade de PDL nesta fase foi determinada pelo estado
dos métodos da técnica (Aurich |. et al.; Anal Biochem; 1999; 268:337-342)
e comprovou ser 2 U/g.

A concentracdo de serina foi medida novamente no final do pro-
cesso com relagcao a purificagao de PS descrita anteriormente e comprova-
da ser mais baixa do que/igual a 0,2 %.

A atividade de residuo da enzima PLD foi também determinada
novamente e comprovada estar abaixo do limite para determinagao por este
método.

Para demonstrar que a auséncia total de até o trago menor de
solvente orgénico usado no processo de preparagao de PS (descrito no E-
xemplo 3) e assim confirmar a inovagdo e etapa inventiva da presente in-
vencdo, a Requerente analisou a PS parcialmente purificada descrita no E-
xemplo 5, na fase imediatamente precedente a adigdo da solugéo alcodlica.

A andlise foi executada pela técnica conhecida de "Gas chroma-

tography with static head-space injection" como descriton na European
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Pharmacopoeia 5.0, section 2.4.24: Identification and control of residual sol-
vents.

O cromatograma de calibragem (figura 3) foi obtido usando um
padrdo consistindo em acetato de etila e n-hexano correspondendo a 1000
ppm cada, equivalente a 100 mg de produto de teste.

A figura 4 mostra a auséncia total de n-hexano na PS purificada
de acordo com o Método 1.

Exemplo 6
Separacio e purificacdo de PS de acordo com o método 2.

O meio de reacdo em que a PS foi preparada é suplementado
com 1,5 volume (em termos do volume de reagao de partida) de uma solu-
cdo a 5 % de NaCl e o conjunto é agitado em uma 45 °C durante pelo me-
nos 30 minutos, seguido por um periodo de separagdo da PS permanecen-
do pelo menos 1 hora.

Duas fases sdo formadas: elas sdo separadas e o subnadante é
descartado, enquanto o sobrenadante é suplementado com 2,5 volumes de
uma solugdo de EDTA 22 gg/litro, preparada em agua. Assim que uma tem-
peratura de 28 °C tenha sido alcangada, a ultrafiltragdo é executada. Prefe-
rivelmente, os filtros devem ser usados 0s quais possuem poros de um ta-
manho que aprisionard as moléculas com um peso molecular de
100.000/300.000 Daltons.

O produto final pode depois ser secado por congelamento.

Produto final: distribuicdo das fragdes de lipideo isoladas de a-
cordo com o método 2, com PS preparada, por exemplo, de acordo com o
Exemplo 1 com CaO 0,54 M.

PA 6,0 %
PS 94,0 %

A concentragdo de serina foi medida no final do processo de
purificacdo de PS anteriormente descrito e comprovada ser mais baixa do
quefigual a 0,2 %, enquanto outra determinagéo da atividade de residuo da
enzima PLD mostrou estar abaixo do limite para determinagao por este mé-

todo.
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REIVINDICAGOES

1. Processo para a preparacao de fosfatidilserina de formula
ECHZOR*
CHOR’

!CHgo-EP(=0)vOCH2-CH(NHZ)»COOI—I

X

em que R' e R? independentemente representam uma acila C1o-Cso satura-
da, monoinsaturada e/ou poliinsaturada, X = OH ou OM onde M = metal al-
calino ou alcalino-terroso, aménio, alquilaménio (incluindo o sal interno) in-
cluindo a reagdo de transfosfatidilagdo entre fosfatidilcolina da férmula geral
CH,OR'
ECHOR2
'cmo-tp(m)«oaii
X
em que R'eR%e X possuem os significados especificados acima, R® = CH,-
CH>-NH, ou CH,-CH»-N*(CHzg)s e Serina na forma D, L ou racémica catalisa-
da pela enzima fosfolipase D (PLD),
caracterizado pelo fato de que a dita reagdo é realizada em um meio hidroal-
codlico contendo um &lcool alifatico e na presenga de 6xido de metal biva-
lente.

2. Processo de acordo com a reivindicagao 1, caracterizado pelo
fato de que a dita reagdo ocorre em um meio contendo um solvente polar
aprotico e na presenga de um 6xido de metal bivalente.

3. Processo de acordo com a reivindicagdo 1, caracterizado pelo
fato de que a dita reagdo é realizada em um meio consistindo em um siste-
ma de duas fases formado por dgua/solvente organico e na presenca de 0-
xido de metal bivalente.

4. Processo de acordo com a reivindicacdo 1, caracterizado pelo
fato de que os alcoois alifaticos sdo selecionados de metanol, etanol, n-

propanol, isopropanol.
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5. Processo de acordo com a reivindicagao 4, caracterizado pelo
fato de que o alcool alifatico é isopropanol em uma concentragédo entre 0,1 e
50 % expressa como uma % em volume sobre o volume do tampao de parti-
da.

6. Processo de acordo com a reivindicagao 5, caracterizado pelo
fato de que a concentragdo de isopropanol é 10 %.

7. Processo de acordo com a reivindicagao 2, caracterizado pelo
fato de que os solventes polares apréticos sdo selecionados de dimetilsulfo-
xido, acetonitrila, dimetilformamida e N-metil-pirrolidona.

8. Processo de acordo com a reivindicagao 7, caracterizado pelo
fato de que o solvente polar aprético é dimetilsulféxido em uma concentra-
cdo entre 0,1 e 50 % expressa como uma % em volume sobre o volume do
tampao de partida.

9. Processo de acordo com a reivindicagéo 8, caracterizado pelo
fato de que a concentragao de dimetilsulféxido é 1,25 %.

10. Processo de acordo com a reivindicagdo 3, caracterizado
pelo fato de que os solventes organicos sdo selecionados de n-hexano, tolu-
eno, benzeno e n-butanol.

11. Processo de acordo com a reivindicagao 10, caracterizado
pelo fato de que o solvente orgénico é n-hexano em uma concentracao entre
0,1 e 40 % expressa como % em volume sobre o volume do tampé&o de par-
tida.

12. Processo de acordo com a reivindicagdo 11, caracterizado
pelo fato de que a concentragdo de n-hexano é 1,25 % ou 2,5 %.

13. Processo de acordo com qualquer uma das reivindicagoes 1
a 12, caracterizado pelo fato de que o 6xido de metal bivalente € oxido de
calcio ou magnésio ou zinco em uma concentragéo entre 0,1 e 1 M.

14. Processo de acordo com a reivindicacdo 13, caracterizado
pelo fato de que a concentragdo dos éxidos selecionados é de 0,33 ou 0,54
M.

15. Processo de acordo com qualquer uma das reivindicagoes 1

a 3, caracterizado pelo fato de que a concentragéo de serina varia entre 1 e
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5 gg/gg de fosfatidilcolina.

16. Processo de acordo com a reivindicagdo 15, caracterizado
pelo fato de que a concentragdo de serina varia entre 2 e 3 gg/gg de fosfati-
dilcolina.

17. Processo de acordo com qualquer uma das reivindicagoes 1
a 3, caracterizado pelo fato de que a fosfatidilcolina € de origem animal e/ou
vegetal, natural ou sintética, presente na forma purificada ou como materia-
prima, em uma concentragdo de partida entre 10 e 500 mg/ml, preferivel-
mente entre 200 e 300 mg/ml.

18. Processo de acordo com qualquer uma das reivindicagoes 1
a 17, caracterizado pelo fato de que a reagdo de transfosfatidilagao ocorre
em uma temperatura entre 20°C e 60°C e preferivelmente em 45°C.

19. Processo de acordo com qualquer uma das reivindicagdes 1
a 18, caracterizado pelo fato de que a reagdo de transfosfatidilagao ocorre
em uma temperatura entre 20°Ce 60°Ce preferivelmente em 55°C.

20. Processo de acordo com qualquer uma das reivindicagoes 1
a 19, caracterizado pelo fato de que a enzima PLD é de origem fermentativa
derivada do microorganismo Streptoverticillium hachijoense, usada na forma
purificada, parcialmente purificada ou néo purificada.

21. Processo de acordo com a reivindicagao 20, caracterizado
pelo fato de que a concentragdo de PLD que é usada varia entre 1 e 100
unidades/g de fosfatidilcolina.

22. Processo de acordo com a reivindicagdo 21, caracterizado
pelo fato de que a concentragdo de PLD que é usada varia entre 1 e 10 uni-
dades/g de fosfatidilcolina.

23. Processo para a purificagdo de fosfatidilserina (PS) de acor-
do com qualquer uma das reivindicagdes 1 a 22, caracterizado pelo fato de
que envolve as seguintes etapas:

I) adigdo de uma solugéo salina de cloreto de sddio ao meio de
reagdo contendo a PS que foi produzida, com a subsequente mistura e se-
paracao da PS;

I) coleta e eliminagéao do subnadante;
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Il) as etapas | e |l podem ser repetidas modificando a concen-
tracdo de partida da solugdo de cloreto de sédio e eliminando o sobrenadan-
te;

IV) adi¢cdo de uma solugdo de EDTA para quelar os ions presen-
tes na solucao, e subsequente mistura,

V) adicdo de uma solugdo de etanol consistindo em etanol em
uma porcentagem de 50 a 100 % ou uma mistura de acetona/agua consis-
tindo em acetona em uma porcentagem de 50 a 95 % com subsequente mis-
tura e sedimentagao da PS;

V1) a etapa V pode ser repetida modificando a porcentagem de
etanol;

VII) adicdo de uma solugdo de etanol consistindo em etanol em
uma porcentagem de 90 a 100 %,

VIH) coleta e eliminagdo do sobrenadante;

IX) secagem do produto final obtido.

24. Processo para a purificagdo de fosfatidilserina (PS) de acor-
do com qualquer uma das reivindicagdes 1 a 22, caracterizado pelo fato de
que envolve as seguintes etapas:

I) adicdo de uma solugéo salina de cloreto de sédio a PS que foi
anteriormente filtrada, com a subsequente mistura e separagéo da PS;

I) coleta e eliminagéo do sobrenadante;

I1) as etapas | e Il podem ser repetidas modificando a concen-
tragéo de partida da solugéo de cloreto de sddio e eliminando o sobrenadan-
te;

IV) adicdo de uma solugédo de EDTA para quelar os ions presen-
tes na solugao, e subsequente mistura;

V) adicdo de uma solugdo de etanol consistindo em etanol em
uma porcentagem de 50 a 100 % ou uma mistura de acetona/agua consis-
tindo em acetona em uma porcentagem de 50 a 95 % com subsequente mis-
tura e sedimentacao da PS;

VI) a etapa V pode ser repetida modificando a porcentagem de

etanol;
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VII) adicdo de uma solugdo de etanol consistindo em etanol em
uma porcentagem de 90 a 100 %;

VIII) coleta e eliminagao do sobrenadante;

IX) secagem do produto final obtido.

25. Processo para a purificagdo de fosfatidilserina (PS) de acor-
do com qualquer uma das reivindicagdes 1 a 22, caracterizado pelo fato de
que envolve as seguintes etapas:

I) adicdo de uma solugéo salina de cloreto de sédio ao meio de
reagdo contendo a PS que foi produzida, com subsequente mistura e sepa-
racéao da PS;

1) coleta e eliminagao do subnadante;

IIl) adicdo de uma solugdo salina de cloreto de sodio e execugao
da ultrafiltracao através de uma membrana porosa;

IV) secagem do produto final.

26. Composicdes farmacéuticas, caracterizadas pelo fato de que
contém fosfatidilserina produzida e purificada como definida em qualquer
uma das reivindicagoes 1 a 25.

27. Uso das fosfatidilserinas produzidas e purificadas como
definidas em qualquer uma das reivindicagdes 1 a 26, caracterizado pelo
fato de que é para a preparagao de farmacos para a prevencgao e tratamento
de patologias ligadas com o envelhecimento cerebral.

28. Uso de fosfatidilserinas produzidas e purificadas como
definidas em qualquer uma das reivindicagbes 1 a 27, caracterizado pelo
fato de que é para a preparagao de suplementos alimenticios.

29. Uso das fosfatidilserinas produzidas e purificadas como
definidas em qualquer uma das reivindicagdes 1 a 28, caracterizado pelo
fato de que é para a preparagdo de lipossomas para uso no campo de
cosmética e como um sistema para a liberagdo controlada de farmacos.

30. Processo de acordo com a reivindicagao 20, caracterizado
pelo fato de que a enzima PLD derivada do microorganismo
Streptoverticillium hachijoense é purificada envolvendo as seguintes etapas:

I) eliminacdo do agente de producdo mediante a microfiltragao



com um tamanho de poro de 0,2 um;

I) ultrafiltracdo através de filtros com um corte molecular de
10.000 D;

I11) ultrafiitragdo através de filtros com membranas com um corte
molecular de 300.000 D;

IV) ultrafitracdo através das membranas com um corte
molecular de 10.000 D para reconcentrar a enzima e dialise em oposi¢cao ao

tampao acidico.



Comego

1/4

L
%

PLD

Laxh e

o
1 BAOS




2/4

Fig .2



3/4

! R
i .
H H
H
B 3
3 B
" §
. §: g oo 2

Ptk Nomedo TeMPO Area  Altura Area g,
# componente §ussf {atid o EEY

+" Acelato de etila
2 F i

o

Relatorio de componente ausente
Retengao esperada de componentes

Todos os componentes foram encontrados

Fig .3



4/4

Ta¥

E e

&
B

{8 eysodsay




20/07/2010 EP2006005030_07122006_gz_en.x4-b... 4? = 06 ‘ ‘ 31 6 ?

Fﬁgﬁ?
CHOR*

I
CHzC}-]P(xO)»OCHg«CH(NHg)-COOH

X (1
FHﬁNﬁ
CHOR?
E}hOf%:O}OR3
X
(D)

wipo.int/.../EP2006005030_07122006... i1



10

15

RESUMO
Patente de Invencdo: "PROCESSO PARA A PREPARACAO E ISOLA-
MENTO DE FOSFATIDEOS, SUAS COMPOSICOES FARMACEUTICAS E
RESPECTIVOS USOS".

A presente invengao refere-se ao processo para a preparagao
de fosfatidilserina de férmula CH,OR' CHOR? CH;0-P(=0)-OCH,-CH(NHy)-
COOH X em que R; e R, independentemente uma acila C10-Cgo saturada,
monoinsaturada ou poliinsaturada, X = OH ou OM onde M = metal alcalino
ou alcalino terroso, aménio, alquilaménio (incluindo o sal interno) incluindo a
reacdo de transfosfatidilagdo entre fosfatidilcolina da férmula geral CH,OR!
CHOR? CH,O-P(=0)-OR® X em que R' e R? e X possuem os significados
especificados acima, R® = CHz-CHa- NH, ou CH,-CHz-N*(CHa)s e Serina na
forma D, L ou racémica catalisada pela enzima fosfolipase D (PLD), caracte-
rizado pelo fato de que dita reagdo é realizada em um meio hidroalcodlico

contendo um &lcool alifatico e na presenga de 6xido de metal bivalente.
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