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PROCESSOS PARA REGULACAO DA PRODUCAO DE ACIDO METABOLICO E
VARIANTES DO PENICILLIUM SP

O presente pedido reivindica o beneficio dos seguintes
Pedidos de Patente Proviséria dos Estados Unidos: Nos.
60/818.145, depositado em 29 de junho de 2006 e 60/847.344,
depbsitado em 25 de setembro de 2006. Os conteudos desses
pedidos ficam incorporados ao presente por referéncia.

Area da Invencéao

A presente invencdo refere-se a um método para regular
a produgdo de éacido metabélito por uma célula de um
microorganismo, por meio da regulagdo do nivel de saturacgdo
de oxigénio em um caldo de fermentacdo. Especificamente, a
invencdo se refere a um método para regular a produgdo de
dcido micofendélico pela bactéria Penicillium por meio da
regulac;éo do nivel de Satur_ag:éo de oxigénio no meio de
cultura,_ e a uma linhagem‘ de Penicillium recentemente
1solada, que tem o numero. de acesso CCM 8364 o

Antecedentes da Invencado

O acido micofendélico (MPA - MicoPhenolic Acid) € um
metabdélito produzido por varias espécies de Penicillium
(Imperiél Chemical Industries GB 1 158 387 (1967), Lilly &
Co Ell1li GB 1 593 208 (1978)) ou por linhagens mutantes
obfidas da:Penicillium (AjlnlmOtO KK US 4 452 891 (1981)).
O /MPA tem atividades blologlcas e farmacolégicas; por
exemplo, como agente antimicrobiano, (Florey e outros,
1946), agente antitumoral (Williams e outros, J. Antibiot.,
21, 463 (1968) e como " agente imunossupressor( (Mitsui,
Suzuki, 1969). Em terapia, usa-se geralmente o micofenolato
mofetil, um éster 2-morfolinoetil derivado do MPA.

A estrutura quimica do MPA é:

o OH © CH,

"COOH

Peso Molecular = 320,35
Férmula Molecular =C,,H,,0¢



10

15

20

25

30

2/17

Um dos métodos para produzir MPA é a fermentacdo em
cultura submersa, conforme descricdo em EP 1 624 070 Al, em
que se usa NaOH para reguiar o pH do meio de fermentacio,
mantendo-o entre 4 e 7. o

0 MPA.pode ser isolado do meio de fefmeﬁ%agéb por umé
variedade de processos, inclusive os descritds em Imperial
Chemical Industries GB 1158 387 (1967); BIOCON, WO 01/64931
Al (2001), e IVAX, WO 2006/031665 (2006), WO 01/21607 e WO
2005/105768) . O MPA isolado é entéo usado para a produgdo
de micofenolafo mofetil (WO -2/10085).

Um nivel elevado de produgdo de MPA é desejavel para a
producdo eficiente e econdmica de medicamentos baseados no
ingrediente farmacéutico ativo micofenolato mofetil. A
presente invencdo prové um método para tanto.

Sumdrio da Invencédo

Sob um aspecto, a presente: invencdo prové um método

para regular a produgdo de um metabdélito &cido produzido

por uma célula microbiana.f Em uma incorporacéo
preferencial, o método consiste em fornecer células
microbianas que produzem metabdlito acido em um sistema de
cultura de fermentagdo submersa e produzir‘ o metabdlito
acido proveniente das <células microbianas na referida.
cultura, sendd- que a saturagéb' dé oxigénio do meio de
cuftura é regulada para controlar o pH do meio de cultura.
Preferivelmente,'o metabdlito &cido é o acido micofendlico
(MPA) .

Sob um outro aspecto, a presente invengcdo prové um
método para preparar o micofenolato mofetil que consiste em
converter o Aacido micofendlico ‘em micofenolato mofetil,:
sendo que o &acido micofendélico é preparado regulando-se a
saturacgdo de oxigénio em um caldo de fermenta¢éo que contém
uma célula microbiana produtora de acido micofendlico.

Ainda sob outro aspecto, a presente invengdo prové

também uma linhagem de I@nicillium sp. depositada sob o
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numero de acesso CCM 8364 .na Colecao dé Microorganiémos
Tcheca (CCM - Czech Collection of Microorganisms),  na
Universidade Masarik em Brno, na Republica "Tcheca. A"
linhagem de Penicillium sp. depositada sob ntmero de acesso
CCM 8364 produz dcido micofendlico em concentragdes
elevadas (acima de 1 g de MPA :por litro de meio de
cultura). ‘

Breve Descric¢do dos Desenhos

Figura 1: Uma representacdo grafica que mostra a
regulagcdo do pH do meio de cultura por meio da regulagdo do
nivel deusaturagéo deibxigénio, para se obter um pH acima
de pH 4,5. |

Figura 2: Uma representagido grafica que mostra a

- regulacao do pH do meio de cultura por meio da regulacdo do
‘nivel de satura¢do de oxigénio, para obter-se um pH abaixo
~de pH 4,5. ‘

- Descrigdo Detalhada da Invéngéo

No presente documento, as expressdes “niveis elevados”
ou “concentragdes elevadas”, quando usadas com relacdo ao

MPA, referem-se a um nivel (ou concentracgdo) acima de cerca

‘de 1 g de MPA por litro; preferivelmente, de cerca de 6 a

cerca de 10 g de MPA por.litro de caldo de fermentacgéo
(meio de cultura).

| /Vérios fatores sao importantes para a obtencdo de
altas concentragdées de MPA no meio de cultura de
‘fermentagéo.submersa. Esses fatores incluem a composicdo do
meio e as condicdes da cultivaééo. Especificamente, é
preciso manter o pH do caldo de fermentagéo em um nivel
6timo durante a fase de produgdo. Normalmente, usa-se a
adicdo de NaOH para regular o pH do caldo de fermentacdo e
manté-lo entre pH 4 e 7. NaOH também é usado para produzir
um deslocamento do pH depois da fase log de crescimento
terminar. A presente invencao reﬁére—se a um novo método’

para regular a producdo de MPA regulando-se o pH do
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caldo/meio de cultura de fermeﬁtagéo por_meio da.:regulacgado .
do nivel de oxigénio, sem acrescentar uma substéncia
quimica ao caldo/meio de cultura de fermentagdo. Assim.
sendo, a presente invengdo usa somente uma fonte natural..
para regular o pH do caldo/meio de cultura de fermentagéao...
A saturagao por oxigénio usando o ar é realizada por
aeracdo controlada desse processo aérébico, regulando desse
modo o pH. do processo. Conseqlientemente, o presente
processo diminui o consumo de perigosos acidos ~e/ou
compostos alcalinos.

A presente invengdo prové um método para regular a
producdo de um metabdélito &cido produzido por uma célula
microbiana por meio da regulagdo da saturagdo de oxigénio
do caldo de fermentacdo. Mais especificamente, o método
consiste em prover uma célula microbiana em um sistema de

cultura de fermentacdo submersa, em que a saturagdo de

oxigénio do meio de cultura da . cultura de fermentacéo

P

submersa é regulado/controlado, para produzir um metabdlito
dcido. Regular ou controlar a saturagdo de oxigénio do
referido meio de cultura garante que o pH do meio de
cultura seja mantido entre pH 4 e pH 7, preferivelmente
entre pH 4 e pH 6 e, mais p;eferivelmente, entre pH 4 e pH
5,5. A referida regulacdo prové um método para produzir o
metaﬁélito dcido que permite a obtencdo de uma alta
concentracdo do metabdélito &cido no caldo de fermentacao
(meio de cultura).

Preferivelmente, o metabdlito A&cido é selecionado no

grupo que consiste de &cido wurdnico, dcido paspéalico,

metil-carbinol~amino = de - acido lisérgico e acido
micofendlico. Preferivelmente, o metabdlito acido é &cido
micofendlico.

Preferivelmente, a célula microbiana é selecionada no
grupo que consiste . de uma célula fungica e uma célula

bacteriana. Preferivelmente, a célula microbiana é uma
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célula fuUngica; mais preferivelmente, a célula microbiana &
uma célula de Penicillium Sp. para a producjéd_’ de_écid-oi
micofenélico, uma célula de Claviceps sp. para a produgao
de acido paspalico e metil-carbinol-~ ~amino, ou uma celula de
Klebsiella pneumoniae para a producgcido de acido urédnico.
Preferivelmente, a célula de Penicillium sp. é uma'lihhagem
Unica de Penicillium. Preferivelmente, a linhagemr de
Penicillium é a linhagem que tem o nuUmero de acesso CCM
8364

No método da presente invencdo,. u‘m meio de cultura
adequado consiste de uma fonte bidsica e uma fonte complexa
de nitrogénio. A fonte basica de nitrogénio pode ser, por
exemplo, moléculas inorganicas simples, aminodcidos ou
outros compostos organicos contendo nitrogénio, como por
exemplo sais de amdénia/aménio, qualquer aminodcido

naturalmente ocorrente. Uma fonte complexa de nitrogénio

preferencial é a caseina hldrollsada e/ou milho macerado. O

‘meio de cultura também contém uma fonte de carbono. Uma

fonte de carbono adequada para uso no meio de cultura pode
ser um carboidrato, preferivelmente um agucar, mais
preferlvelmente um monossacarideo e, mais preferivelmente
ainda, sacarose. Ty

Além disso, o meio de cultura contém um suplemento de
am1noac1do espec1f1co em acréscimo & fonte complexa de
nitrogénio, ou quando a fonte béasica de nitrogénio é um
aminoacido simples. Preferivelmente, o ‘suplemento de
aminoacido inclui uma ou mais das seqguintes: glicina,
metionina e asparagina. Preferivelmente, a metionina é D,
L-metionina. Preferivelmente, a asparagina é L-asparagina.

O aminodcido no suplemento de aminodcido é geralmente
usado em uma concentracdo de cerca de 1 a cerca de 30g por

litro, preferivelmente em uma concentragdo de cerca de 5 a

~cerca de 8g/lltro. A glicina é geralmente usada em uma

concentragdo de cerca de 1 ? cerca de 30g/11tro,
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preferivelmente em uma concentraoao de cerca de 2 a.cerca
de 20 g/litro; mais preferivelmente, a glicina €& usada-em
uma concentracdo de cerca de 3 a cerca de 15 g/litro~é;
mais preferivelmente ainda, a concentracdo de gliciha“é aé
cerca de 5 a cerca de 8 g/litro.

A D,L-metionina é geralmente usada ém uma concenﬁraoéo
de cerca .de 0,01 a cerca de »lOv- g/litro;; ‘mais
preferivelménte, a D, Lsmetionina & usada ';em_t“uﬁa
concentragao de cerca de 0,1 a cerca de 1 g/litro. N

‘A L-asparagina é geralmente usada em uma concentragao
de cerca de 1 a cerca de 30 g/lltro, mais preferlvelmente,

a L asparaglna é usada em uma concentragao de - cerca de 2 a

. 20 g/litro; ‘ainda mais preferlvelmente, a L- asparaglna é

usada em uma concentracdo de cerca de 3 a cerca de 15

‘g/litro, e- o mais preferivel é que 'seja vusada em uma

concentragdo de cerca de 5 a cerca de 8 g/lltro ‘

A regulagao gda: produgaos de © MPA . ocorre -quahdo
penicillium sp. é oultivada em uma cultura -de fermentagao
submersa que~ tem um niVel definido de saturaoao de,
ox1genlo. Nessa cultura de fermentagdo submersa o nivel- de
saturagao de ox1genlo no meio de cultura - é controlado
durante pelo menos uma .parte da fase de ,produoao.
Alternativamente, o nivel de fsaturagaO‘ldé oxigéniomié
controlado durante toda a fase de produgao.. Assim‘sendo,lo
nivel de saturagao de oxigénio no meio de cultura pode ser
controlado durante o periodo de tempo desde 0 a 24 horas,
ou durante o periodo de tempo desde 0 a 48 horas, ou desde
24 a 48 horas ou desde 48 horas. Preferlvelmente, o) nlvel
de saturagao de oxigénio é controlado ate que o pH suba
devido ao esgotamento da fonte de carbono no flnal da fase
de produgao. _ ‘

A produgdo de MPA em fermentaoao submersa pode ser
aumentada controlando-se o nlvel ‘de saturacgao de ox1ganlo

no meio de cultura. Preferivelmente, O nivel de saturaoao
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de oxigénio estd na faixa de 5 a 40%; mais preferivelnients,
0 nivel de saturacdo de oxigénio ésté na faixa-de 5 a 35%°
€, ainda mais preferivelmente, o nivel de saturacdo de
oxigénio estd na faixa de 5 a 30%. A porcentagem de
saturagdo de oxigénio refere-se ao pO,, conforme medido por
eletrodo pO;, de acordo com o qual uma saturacdo de
oxigénio de 100% esta correlacionada com a aeracdo maxima
‘do meio de cultura, sem a cultura de células microbianas.

Em uma incorporagdo preferencial, a Penicillium sp é
crescida em um meio de cultura diferente nas etapas de
inoculacao é,producéo da cultura. A,priméira etapa (etapa
de inoculagido) comeca em T=0 horas; uma segunda etapa pode
comegcar em T=24 horas e a terceira etapa (etapa de-
produgado) pode ter inicio em T=48 horas.

Preferivelmente, o processo consiste ainda em crescer

células microbianas em um meio de inoculag¢do e em inocular

‘0 meio de producdo com um inoculado de, no minimo, 20% e,

preferivelmente, no minimo 25% do volume do meio de

producgédo.’
No método da presente invengdo, o pH do meio de
cultura é mantido em um pH acima de pH 4, preferivelmente

entre pH 4 e pH 7. Preferivelmente, o pH ¢& méntido

- regulando-se o nivel de saturacdo de oxigénio no meio de

cultdra. O nivel de saturacao de oxigénio no meio de
cultura é regulado pelo monitoramento continuo do nivel de
oxigénio usando-se um eletrodo pO; e ajustando-se o nivel
de oxigénio. quando necessario, por meio do ajuste da
velocidade da égitagéo e do volume;de ar adicionado. Assim,
© pH do meio de cultura pode ser méntido em um pH acima de
pPH 4 durante a etapa de produgéo da cultura, que é o
periodo em’que o metabdlito écidO‘é\ativamente produzido no
sistema de ‘cultura de fermentagdo. Esse periodo pode
comecar apds um inoculado com a célula microbiana ter sido

transferido para o sistema de cultura de fermentacéo.
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Preferivelmente, o pH é acima de pH 4,5 durante. . a.etapa de .
producdo da cultura; mais prefetivelmente, o . pH- € ~entre.
cerca de pH 4,5 e cerca de pH 5,5 durante a.-etapa-. de
produgdo da cultura.

A  temperatura da cultura submersa regulada dessa
maneira é mantida entre cerca de 20°C e cerca.de 30°C, por
um periodo de tempo suficiente para produzir - MPA.
Preferivelmente, a temperatura da cultura submersa no
processo da presente 1nvengao é mantlda entre cerca de 24°C
€ cerca de 26°C, por um perlodo de cerca de 240 horas a
cerca de 300 horas.

A regulagdo da producdo de’ MPA, de acordo com o
processo para regular o nivel de saturagdo de oxigénio no
meio de .cultura da presente invencéao, produz uma
concentragéo final de MPA (gramas/litro de meio de cultura)
que é ac1ma de 1 g/litro; mais preferlvelmente, acima de 2

/lltro ou. acima de 3 g/litro e, ainda mais

'preferlvelmente, acima de 4 g/litro e, mais preferivelmente

que fudo, aéima de 5 g/litro, acima de 6 g/litro, ou acima
de 8'g/litro‘ |

- A presente invencéao tambem prove uma nova linhagem de
Pen1c1111um sp. (depositada com o ‘nimero de acesso CCM

8364) que produz altos niveis de MPA, como, por exemplo,

_acimd de 1 g/litro. Essa linhagem produz niveis mais altos

de MPA em comparag¢do com uma linhagem de Penicillium sp do

_ tipo selvagem, a partir da qual foi produzida a linhagem

CCM 8364. A referlda linhagem selvagem ‘de Penicillium sp

- produz MPA com um rendimento médio ‘de cerca de 600 mg/litro

quando crescida em cultura submersa.

A presente invencdo também prové uma cultura da

referida. linhagem, preferivelmente uma - cultura
'blologlcamente pura; por exemplo, uma cultura ‘que consiste

‘apenas no crescimento de celulas da linhagem fungica com o

numero de depésito CCM 8364. Tal cultura contém,
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preferivelmente, pelo menos cerca de 90% dessa linhagem
fingica. Essa linhagem em cultura pode ser na forma de’
céluias individuais, agregadosvcelulares, hifas, filamentos
e seus agregados em qualquer ou sobre qualquefisuperficie
ou ambiente. ' | |

A linhagem de Penicillium sp que tem o numero de

P

acesso CCM 8364 & capaz de. produzir uma concentragdo final

de MPA (gramas/litro' de - meio de cultura) acima de 1

g/litro, preferivelmente acima de 2 g/litro ou acima de 3
g/litro, mais preferivelmente acima de 4 g/litro e, ainda
mis preferiVelmente, acima de 5 g/litro, acima de 6 g/litro
ou acima de 8 g/litro. o

A linhagem de Penicillium sp CCM 8364 & produzida
usando-se um sistema de métodos quimicos e fisicos para

produzir: mutacdes, combinados com meios de selecdo

positiva.

A_.pfesenté invengéo.vtambém prové um - processb para
preparar micofenolato mofetil _port meio da preparacao de
acido micofendlico de‘aCOrdo com o processo da presente
invengéd e a sua subseqﬁeﬁte conversdao em micofenolato

mofetil. O &cido micofendlico pode ser convertido em

- micofenolato mofetil, por exemplo, de acordo com o processo

descrito em WO-02/100855.

fﬁ' invencdo tendo ~sido descrita com referéncia a
incorporagdes preferenciais ~especificas e exemplos
ilustrativos, os profissionais com experiéncia nessa arte
poderéd . .reconhecer modifica¢des da invencdo conforme
descrita e ilustrada- que néao - ultrapassam o espirito e
abréngéncia da | invénééo conforme foi descrita na
especificégéd. As descfigées das referéncias citadas neste

pedido de patente ficam incorporadas ao presente por

referéncia. Além disso, os seguintes exemplos destinam-se a

ilustrar adicionalmente certas incorporacdes preferenciais

da invencdo e ndo sdo limitantes por natureza.
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Exemplos

Exemplo 1: Caracteristicas do Crescimento da Linhagem.

CCM 8364 de Penicillium

Morfologia Macroscédpica

Durante o crescimento saprqfitico em meio malte
espessado com agar — MEA - (35 g de extrato de malte, 5 g
de peptona, 13 g de agar,,lOOO ml de H;0), a linhagem CCM

8364 forma colénias de micélios aéreos “sphacelus” com um

didmetro de 1,1 cm, apos 7 dias de cultivagdo. A textura da

"superficie é aveludada, centralmente umbonada e tem margens

brancas. O nivel de conidiogénese é . moderado, as coldnias
tém uma coloragdo prodéxima do ‘marrom ‘com = presenga .de
exudado, amarelo-marrom, COmM reverso amarelo-marrom.

Durante o crescimento saprofitico em meio de levedura

 de Czapek espessado com agar, a linhagem CCM 8364 forma

colonlas de mlcellos aéreos “sphacelus com um didmetro de

j2 3 cm, apdbds 7 "dias de cultivagao. A textura da superficie
é aveludada, & sulcada radialmente e centralmente umbonada,

 com margens brancas. O. nivel de conidiogénese é moderado,

as coldnias tém coloracdo préoxima do marrom, com presenca
de exudado marrom avermelhado, com reverso cor de canela.

- Durante o cresc1mento saprofltlco em meio de produgao

.G25N espessado com agar, a llnhagem CCM 8364 forma coldnias

de mlcellos aéreos “sphacelus” com um didmetro de O, 3 cm,

~apébs - 7 dias de cultivacdo. A textura da superficie ¢&

aveludada. O nivel de conldlogenese é de leve a moderado,

" as coldnias sao centralmente planas ou elevadas com margens

brancas, e tém coloragdo cinzenta enfumacada - cinzenta

azulada com um toque esverdeado, auséncia de exudado,

reverso palido.

" Morfologia Microscédpica

O micélio consiste de estlpes de 300-600 x 4-6 pm, a

superficie é lisa, penicilos var;avels, triverticilados: e

irregulares, com mais pontos de ramificacao ocorrendo em um
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padrdo ndo uniforme, ramos em verticilos de 2 a 3, metulas
em verticilos, 12 a 20 x'4 a 4,5 pm, fidlides ampuliformes-
acerosas, medindo 13 a 16 x 2,5 a 3 um, conidios em cadeias
curtaé, esferdides de 3,5 a 5,5 um e elipséides de 4 a 6 X
2 a 4 uym com disjuntores, paredes distintamente,ésberas[

Exemplo 2: Ensaio de MPA

Cada isolado foi avaliado quanto a produgdo de MPA.
Este ensaio consiste de duas etapas . — inoculagdo e
producdo. O meio de inoculagdo (IM - Inoculation Medium)
contém fontes de carbono (por exemplo, sacarose), fontes de
nitrogénio (as fontes adequadas incluem caseéina hidrolisada
é milho macerado) e sais inorgdnicos (como KH;PO4). 50 ml
de IM foram esterilizados a 120°C por 20 minutos, em um
frasco de Erlenmeyer de 250 ml. Os esporos do isolado foram

lavados para fora de uma cultura em agar, com 20 ml de agua

" esterilizada. 5 ml dessa suspensdo de esporos. foram usados:

como inoculadb"para o IM e, entéd, cultivados por 3 a 5
dias a uma temperatura de 24 a 28°C, com uma taxa de 280
rOtaqéeé por minuto, durante agitagdo. O IM resultanté foi
dsad0~para inoéﬁlagéo do meio de producdo (PM - Production
Medium) por'adiééo de 10% do volume total.

0 PM utilizado na bfeéénte invencdo para o ensaio de
MPA ;contém fontes "de carbono (por exemplo, sacarose),

fontes de nitrogénio (as fontes adequadas incluem caseina e

" aminodcidos como glicina, asparagina, metionina) e sais

inorgéhicos (por exemplo, K3PO;, MgSO4). 50 ml de PM foram
esterilizados a 120°C por 20 minutos, em um frasco de
Erlenmeyer de7250 ml. Uma cultivacdo para teste foi entao
conduzida sob condigdes aerdbicas, a uma temperatura de 24
a 28°C, com agitacdo, por 10 a 14 dias. A taxa de agitacédo
foi de 280 rotagées'por minuto. O pH do meio foi medido
antes da inoculacdo (pH de 4,9 a 5,1) e duas ou trés vezes

antes do final do experimento, usando-se um medidor de pH

conforme descricdo acima. O nivel:de saturagdo de oxigénio -
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foi medido continuamente em fermentadores de laboratério ou
industriais. As aliquotas contendo MPA foram analisadas
usando-se cromatografia HPLC, de acordo com = técnicas
padronizadas: conhecidas pelas pessoas experientes nessa
arte, para determinar o0 seu conteldo de MPA em comparagao
com um padrdo (padrdo interno IVAX para MPA de acordo com o

relatdério de pesquisa RR/RD/CH024/01-2, reteste

:RR/RD/AN061/05—A). A coluna usada foi uma Chromolith speed

ROD, RPi18e, 50 x 4,6 mm (fabricada pela MERCK); fase mével:
40% de acetonitrilo, 60% de A&gua contendo 680 pl de fhPO)

por litro de H;0, fluxo de 5 a 6,5 ml/minuto e temperatura

de 30°cC.

Exémplo 3: Processo de Mutagdo e Selecido

1. Selecéo |

Na primeira etapa do procédimento a cultura esporulada
de Penicillium sp do tipo selvagem foi suspensa em &gua e
livrada dé fragmentos de micélios. A suspensdo foi entdo
diluidé 'parétloo esporos/ml e espalhada em placas Petri
contendo.MEA. As placas foram entdo incubadas & temperatura
de 24 a 27?C, por sete dias. As coldnias que cresceram na
placa“ de agar foram colhidas e mantidas no mesmo meio
nutriente de agar, em um frasco de Blacke. Apds 16 dias de
cultivagéo; isolados de monocoldnias foram testados no
testé de produgdo. O isolado com a melhof produgédo (1,2 g
MPA por litro de caldo de fermentacgdo) sofreu mutac¢ao na

etapa subSequente.

2. Mutagdo com N-metil-N’-nitro-N-nitroso-guanidina (NG)

Uma”pﬁltura esporulada foi suspensa em agua e livrada
de fragmentos de micélios. As populacdes de conidios foram
entao expostas a solugdo de 0,2 M NG em salmoura por 8
horas. Nessé tratamento de mutacgdo, aproximadamente 99,9%
dos esporos foram mortos. Os espofos tratados foram entéao
lavados e 1livrados de mutagenes ‘e espalhados em placas

Petri contendo MEA. As placas -foram incubadas a uma
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temperatura de 24 a 27°C, por sete dias. As .coldnias que
cresceram na placa de agar foram colhidas e mantidas em
culturas do mesmo meio nutriente de agar, em:um frasco de
Blacke. Apds 16 dias de cultivagdo, - isolados de
monocolénias foram testados no teste de produgdo. O isolado
com a melhor produgcdo (2,4 g de MPA/litro de ‘caldo de

fermentacdo) sofreu mutacdo na etapa subsequente.

3. Mutagao com etil-metano-sulfonato

Uma cultura esporulada foi suspensa em &gua e livrada
de fragmentos de micélios. As populacdes de conidios foram
eXpostas’é solugéd de 0,2M EMS em salmoura, por 16 horas.
Nesse tratamento de mutacdo aproximadamente 99,9% dos
esporos foram mortos. Os esporos foram entdo lavados e
livrados de mutagenes e inoculados em placas de Petri
contendo MEA. As placas foram incubadas a ‘temperatura de 24

a 27°C por 7 dias, até se formarem coldénias nas placas. As

coldénias foram colhidas e mantidas em culturas do mesmo

meio agar nutriente, em um frasco de Blacke. Apdés 16 dias
de cultivagdo, isolados de monocoldnias foram testados no
teste de produgéo. O isolado com é melhor produgdo (5,6 g
de MPA por litro de caldo de fermeﬂtagéo} sofreu mutacdo na
etapa subseqliente. ,
4. Mutagdo com irradiacdo ultravioleta

JUma cultura esporulada foi suspensa em agua e livrada
de fragmentos de micélios. A suspensdo foi diluida para 1 x
10° esporos/ml € espalhada sobre placas de Petri contendo
MEA. As placas foram expostas & radiacéao ultravioleta,
sendo a dose de radiagdo de cerca de 15 Jm?s™' por cerca
de 500 segundos. Nesse tratamento de mutagao
aproximadamente 99,9% dos esporos foram mortos. As placas
de Petri foram entdo incubadas & temperatura de 24 a 27°C,
por seté dias. As coldnias que cresceram na placa de agar
foram colhidas:e mantidas em cultﬁras do mesmo meio agar

nutriente, em um frasco de Blacke.’Apés 16 dias de cultivo,
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isolados de monocoldnias foram testados. no teste de
producdo. O isolado com a melhor produgao (6;0 MPA/litro de .
caldo de fermenta¢ao) sofreu mutacdo na etapa subseqiliente.

5. Mutacdo com radiacdo Gamma

Uma cultura esporulada foi suspensa’ em agua e livrada. .

de fragmentos de micélios. A suspensdo foi diluida para 1 x .
10° esporos/ml e exposta a radiacdo Gamma, com a dose de
radiacdo sendo de 1500 Gy. Os isolados irradiados foram
espalhados sobre placas de Petri contendo MEA. As placas de
Petri quam entdo incubadas a temperatura de 24 a 27°C por
sete dias, até se formarem coldnias sobre as placas. As
colénias foram colhidas e mantidas em culturas do mesmo
meio agar nutriente, em um frasco Blacke. Apdés 16 dias de
cultivo, isolados de monocoldnia foram testados no teste de
produgdo. O isolado com a melhor producgdo (10 g de MPA por
litro7rde céldo de fermentacdo), foi passado duas vezes
sobreimeio agar em um frasco de Blacke. O teste de produgédo
foi realizado apds cada passagem, para se verificar a
continuidade da elevada produgdo de MPA.

A recém-produzida linhagem foi depositada conforme O

Tratado de: Budapeste na Colecdo Tcheca de Microorganismos

(CCM) na Universidade Masaryk, Tverdého 14, Brno, Republica

Tcheca, sob numero CCM 8364.

O sistema de procedimentos de mutagao, quando

combinado com os procedimentos de selecgao positiva,

resultou em um aumento do contetido médio de MPA, de 600 mg

de MPA por litro de caldo de fermentacdo para a linhagem
original, para 10 g de MPA: por litro de caldo de
fermentacdo para a linhagem CCM 8364, de acordo com O
ensaio de MPA.

Exemplo 4: Producdo de MPA durante Fermentacdo em Cultura

de Alta Saturagéd de Oxigénio
A linhagem CCM 8364 foi usada para fermentacdo em um

fermentador submerso, com volume total de 'cerca de 14
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metros cubicos. O meio de producdo continha,sagaroseACOmQh
fonte de carbono e caseina hidrolisada, glicina, asparagina

e metionina como fontes de nitrogénio e minerais, inclusive
K, P e Mg, com um pH inicial de 5,0. O meio de produgao foi
inoculado pelo inoculado da terceira etapa (aproximadamente
26% do peso). A temperatura de cultivb foi de 24 a 26°C, e
o tempo da fermentacdo de produgdo foi de 285 horas. O pH
do meio de cultivacdo foi controlado saturando-se com
oxigénio atévum nivel acima de 30%. Os valores do oxigénio
dissolvido, pH'durante a cultiva¢éo e concentragdo de MPA
no final da etapa de produgdo estdo resumidos na tabela
seguinte. Devido & saturacdo de oxigénio . do  meio de
produgcdao o pH caiu abaixo de pH 4 e o nivel final de

produ¢do de MPA alcangou 5,7 g de MPA por litro.

No. | emP© 2¢ |48 |72 |120 |14¢ |164 [192 |240 [|MFR
) | g/1
Saturacéao

1 de 458 | 373 |36% |60% |64 643 |76% |79% |5,7
O&igénio
pH 1,52 4,82 | 4,45 | 3,84 3,96 3,77 | 3,91 | 4,65

Exemplo 5: Producdo de MPA durante Fermentacdo em Cultura

de Baixa Saturacdo de Oxigénio

A linhagem 8364 foi usadé. pdra fermentagcdo em um
fe;mentador submerso com volume total‘de cerca de 14 metros
cﬁbicos. O meio.de producdo continha sacaroée como fonte de
carbono ‘e caseina hidrolisada, glicina, asparagina e
metibnina como fontes de nitrogénio e minerais inclusive K,
P e Mg, com um pH inicial de 5,0. A linhagem de produgao,
Penicillium sp CCM 8364 foi usada para fermentacgdo. O meio
de produgdo foi inoculado pelo inoculado da terceira etapa
(aproximadamente 26% do peso). A temperatura de cultivagao
foi de 24 a 26°C e o tempo de fermentacdo da producgdo foi
de 278 horas. O pH do meio de cultivagdo foi controlado por

meio da saturacdo com oxigénio. Os valores do oxigénio
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dissolvido, pH do meio de cultura durante a cultlvagao e
concentracdo de MPA no final da etapa de produgao estao na

tabela sequinte.

Tempo . MPA

No. 24 48 72 120 | 144 |164 | 192 |240
(h) o/t
‘ Saturacsio - |
2 de 24% | 18% | 17% |24% |20% |21% |173 | 1es 7,5
Oxigénio B
pH 4,24 | 4,54 (4,77 [5,15 (5,37 | 5,14 [ 4,47 (4,41

-Exemplo 6: Producdo de MPA durante Fermentacio em Cultura

de Baixa Concentracdo de Oxigénio

A linhagem CCM 8364 foi usada para fermentacdo em um

-fermentador submerso com volume total de cerca de 14 metros

cibicos. O meio de producdo continha sacarose como fonte de
carbono e caseina hidrolisada, glicina, asparagina e
metionina como fontes de nitrogénio e minerais, inclusive
K, P e Mg, com um pH 1n1c1al de 5,0. O meio de producédo foi
inoculado pelo 1noculado da tercelra etapa (aproximadamente
26% do peso). A temperatura do cultivo foi de 24 a 26°C. O
caldo de fermentagéo foi alimenﬁado POr um meio com uma
fonte de carbono (1 x 10% do peso) as 143 horas e a
fefmentagéo da produg¢do terminou as 257 horas. O PH do meio
de cultivacdo foi controlado pPor meio da saturacdo com
oxigénio. Os valores do oxigénio dissolvido, PH do meio de
cultura durante O cultivo e. concentragcdo de MPA no final da

etapa de produgao estdo na tabela abaixo.

Tempo MPA

No. 24 48 7? 120 144 164 192 240
(h) g/l
Saturacio

1 de ' 30% 25% 17% 18% 13% 11% 9% 9% 8,2
Oxigénio
pH 4,03 14,19 | 4,65 |5,05 | 5,09 5,06 14,86 | 5,65

Exemplo 7: Producdo de Micofenoiato Mofetil de Acido
- Micofendlico, de Acordo com WO 02/100855
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100 g de &cido micofendélico bruto, preparado- de acordo -
com o exemplo 5, foram colocados em um frasco de reagdo com
um refrigerador de refluxo, juntamente com .200 ml de
dibutil éter. Sob aéitagéo continua, a mistura foi aquecida
até a temperatura de 50 a 60°C e, entdao, foram
acrescentados 40 ml de 2-morfolino-etanol. A mistura de
reagdo foi aquecida até fervura Sob separacdo azeotrédpica
da agua. Apds 48 horas, a mistura foi resfriada até 23°C e
200 ml de diclbrometano foram adicionados. A solucdo foi
extraida duas vezes com 100 ml de K,CO3; aquoso 0,5M e uma
vez com 100 ml de 4&gua. Entdo, o diclorometano foi
destilado a vacuo e a suspensdo foi resfriada até uma
temperatura de 10 a 15°C. Nessa matéria, o micofenolato
mofetil <cristalino  sintetizado foi recristalizado do
acetato etilico. Apds a secagem dos cristais, foram obtidos
110 gramas de micofenolato mofetil/ com uma pureza acima de

99,0% (HPLC) .
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REIVINDICAGOES

Um processo para regular a produgao de um acido rnetabélicg:_
produzido por uma célula microbiolégica, caracterizado por compreender
a regulagdo da saturagdo de oxigénio de um meio de cultura que

compreende a dita célula microbiolégica.

O processo de acordo com a reivindicacdo 1, compreendendo a
provisao de acido metabolico produtor de células microbiolégicas em um
sistema de cultura e fermentagao submersa e do dito acido metabdlico a
partir das ditas células microbioldgicas na dita cultura, caracterizado por
a dita saturacao de oxigénio de um meio de cultura ser regulado para

controlar o pH do meio de cultura.

O processo de acordo com a reivindicagado 1 ou com a
reivindicagao 2, caractenzado por o acido metabdlico ser selecionado do’
grupo consistindo de acido unrénico, acido paspallco metilcarbinolamina

de acido lisérgico e acido micofenolico.

O proCesso de acordo com a reivindicagao 3, caracterizado por o

acido metabolico ser o acido micofendlico (MPA).

O processo de acordo Icom a reivindicagdo 4, caracterizado por o
acido micofenodlico ser produzido no meio de cultura para uma
concentragao final de MPA (g/l de meio de cultura) que esta em excesso
de 1g/i. . . o '

O processo de acordo com a reivindicagdo 5, caracterizado por a

concentragdo estar em excesso de 5 g/l.

O processo de acordo com a reivindicagdo 6, caracterizado por a

concentragdo estar em excesso de 8 g/l.
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11.

12.

13.

14.

15.

16.

O processo de acordo com qualquer das reivindicagoes anteriores,
caracterizado por a célula microbiolégica ser selecionada do grupo

consistindo de uma célula de fungo ou uma célula de bactéria.

O processo de acordo com a reivindicagéo 8, caracterizado por a

célula microbiolégica ser uma celula Penicillium sp.

O processo de acordo com a reivindicagédo 9, caracterizado por a
célula Penicillium sp. ser uma variante simples da Penicillium que tem o

numero de acesso CCM 8364

O processo de acordo com qualquer das reivindicagdes anteriores,
caracterizado por o meio de cultura compreender uma fonte de

nitrogénio basico e uma fonte de nitrogénio complexo.

O processo de acordo com a reivindicagao 11, caracterizado por a
fonte de nitrogénio complexo ser selecionada de caseina hidrolizada,

sabugo de milho ou mistura de ambos.

O processo de acordo com a reivindicagdo 11 ou com a
reivindicagdo 12, caracterizado por a fonte de nitrogénio basico

compreender um sumplementar amino acido.

O procésso de acordo com a reivindicagdo 13, caracterizado por o

‘suplementar amino acido ser um ou mais dentre o glicinio, a metionina e

a asparagina.

O processo de acordo com qualquer das reivindicagdes anteriores,
caracterizado por o nivel de saturagao do oxigénio ser controlado na
faixa de 5 a 40%.

O processo de acordo com qualquer das reivindicagoes anteriores,

caracterizado por o nivel de saturagdo do oxigénio ser controlado

- durante toda a inteira fase de produgéo.‘_
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17.

18.

19.

- 20.

21.

22.

23.

24

O processo de acordo com a reivindicagado 16, caracterizado por o -
nivel de saturacao do oxigénio no meio de cultura ser controlado durante
um periodo de tempo selecionado entre 0 e 24 horas, ou.entre 0 e 48

horas, ou entre 24 e 48 horas, havendo 48 horas de inoculag3o.

O processo de acordo com a reivindicagdo 16 ou com a
reivindicagdo 17, caracterizado por o nivel de saturagdo do oxigénio ser
controlado até que o pH se eleve devido a deplegao da fonte de carbono

ao final da fase de producio.

O processo de acordo com qualquer das reivindicagdes anteriores,
caracterizado por o meio de cultura ser mantido a um pH maior que pH
4,

O processo de acordo com a reivindicagdo 19, caracterizado por o
pH ser mantido pela regulagdodo o nivel de saturagédo do oxigénio ser
controlado no meio de cultura durante a fase de produgdo do acido

metabdlico.

‘O processo de acordo com a reivindicagao 20, caracterizado por o

pH estar entre pH 4,5 e pH 5,5 aproximadamente durante a fase de

~ produgéo.

Um processo de acordo com qualquer das precedentes
reivindicagbes caracterizado por o acido metabdlico ser acido

micofenélico , que é convertido em mofetil micofenolato.

. O processo de acordo com a reivindicagdo 22 caracterizado por o
acido micofendlico ser convertido em mofetil micofenolato por reagso

com o 2-morfolinoetanol.

Uma variante do Penicillium sp. Depositado como numero de
acesso CCM 8364 na Colegao Tcheca de Microorganismos (CCM) da

Universidade de Masaryk, Brno, Republica Tcheca.
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25.

26.

27.

28.

29.

30.

31.

32.

A variante de acordo com a reivindicacdo 24 na forma de células
individuais, células agregadas, hifas, filamentos e seus agregados em

superficies ou ambientes.

A variante do Pencillium sp.de acordo com a reivindicagao 24 ou
com a reivindicagao 25, caracterizado por a dita variante ser capaz de
produzir uma .concentragao final de MPA (g/l do meio de cultura) que

esta em excesso de 1g/l.

A variante do Penicillium sp.de”acordo com a reivindicagao 26,

~ caracterizado por a concentragao estar em excesso de 5g/l.

A variante do Penicillium sp.de acordo com a reivindicagao 27,

caracterizado por a concentragdo estar em excesso de 8 g/l.

Um processo para produgdo de um 4&cido metabdlico
compreendendo a fermentagdo de uma variante de quaisquer das

reivindicagdes 24 a 28.

O processo de acordo com a reivindicagao 29, caracterizado por o

acido metabolico ser selecionado do grupo consistindo acido unrénico,

‘4cido paspalico, metilcarbinolamina de &cido lisérgico e ‘acido
micofendlico.

O processo de acordo com a reivindicagéo 30, caracterizado por o

acido metabdlico ser o acido micofendlico (MPA).

Uso de uma variante de acordo com quaisquer das reivindicagdes
24 a 28 em um processo de acordo com quaisquer das reivindicagdes 1
a23.
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FIGURA 1

Figura 1: Uma representagio grafica mostrando a regulagio do pH do meio de cultura,
regulando-se o nivel de saturagiio de oxigénio, para se obter um pH acima de pH 4,5
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FIGURA 2

¢do grafica mostrando a regulagdo do pH do meio de cultura
aturagio de oxigenio para se obter um pH abaixo de pH4,5
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RESUMO ,
PROCESSOS PARA REGULACAO DA PRODUCAO DE ACIDO METABOLICO E
VARIANTES DO PENICILLIUM SP - A presente invengdo prové um
método para preparar metabdlitos 4cidos, como o 4&cido
miCofenélico, € uma linhagem de Penicillium Sp. com o
nimero de acesso CCM 8364 para uso no referido método, cujo

método produz &acido micofendlico com maiores rendimentos.

)]



	BIBLIOGRAPHY
	DESCRIPTION
	CLAIMS
	DRAWINGS
	ABSTRACT

