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Zpisob izolace a &ist¥ni inhibitord HMG-CoA reduktasy z
myceliové biomasy, ktery obsahuje: vy<ifeni myceliového
kultivatniho media a koncentrovani vyifeného media na
men3f objem; okyseleni koncentrétu na pH v rozmezi 4,5 aZ
7,5, po kterém nésleduje extrakce inhibitoru HMG-CoA
reduktasy ethylenacetatem; krystalizaci inhibitoru MHG-CoA
reduktasy z organického rozpoustédla rozpustného ve vodé
nebo misitelného s vodou; a krystalizaci inhibitoru MHG-CoA
reduktasy z organického rozpoustédla majictho omezenou
rozpustnost nebo misitelnost s vodou. Stupn krystalizace se
mohou provadét také v opaéném potadi. Postup vyuZivajici
kombinovéni specifickych stupiit krystalizace miize byt pouZit
pro piegisténi surovych inhibitord MHG-CoA reduktasy.
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Zpisob ziskéani inhibitord HMG-CoA reduktasy vysoké &istoty

Oblast techniky

Vynalez popisuje zpisob izolace a ¢isténi inhibitord HMG-

CoA reduktasy z myceliové biomasy.

Dosavadni stav techniky

Lovastatin, pravastatin, mevastatin, simvastatin, jejich
derivaty a analogy Jjsou znamé jako inhibitory HMG-CoA
reduktasy a jsou pouZivané jako antihypercholesterolemicka
&inidla. Jsou vyradbény fermentaci za pouziti mikroorganismi
réznych druhd, jako jsou druhy naleZici do rodu Aspergillus,

Monascus, Nocardia, Amycolatopsis, Mucor nebo Penicillinum.

Sistota aktivni sloZky je vyznamnym faktorem p¥i vyrobé
bezpednych a u¢innych farmaceutickych &inidel. Nejvy3si mozna
¢istota vyrobku je zejména vyznamnd v pfipadech, kdy ma byt
16k uzivan dlouhodobé&, jak je tomu v ptipadé 1éCby nebo
prevence vysokych plasmatickych koncentraci cholesterolu.
akumulace nedistot z farmaceutickych prostfedkd nizké Cistoty

miize zpusobit mnoho vedlej8ich G&inkd béhem 1écby.

Zplsoby izolace a precisténi antihypercholesterolemickych
Ginidel popsané ve dfivéjsich patentovych pfihlaskach
obsahuji ruzné kombinace metod extrakce, chromatografie,
laktonizace a krystalizace. Sistota kone&ného materialu
siskaného té&mito postupy je nizsi ne? 99,6%. Ziskani
materialt vy33i Cistoty je za pouziti téchto metod mozné, ale
vyté&Zek pozZadovaného produktu je potom neprijatelné nizky pro

pouziti téchto metod v pramyslové vyrobé.




Postup izolace popsany v patentové pr¥ihladce WO 92/16276
umoéﬁujevziskéni roztoku pro ptipravu inhibitgrﬁ HMG-CoA
reduktasy v &istoté vysSi ne? 99,5%, ale tento postup .
vyZaduje pouZziti znacné slo¥itého vybaveni pro primyslovou
vysoce-vykonnou kapalinovou chromatografii (HPLC). Podle WO
92/16276 je surovy inhibitor HMG-CoA reduktasy o Cistote
pf}bliiné_85% nebo vys3i, rozpudtén v organickém rozpoustédlu
nebo v roztoku organického rozpoustédla a vody. Smé&s se potom
pufruje na pH 2 a? 9 a vnese se do HPLC kolony. PO odbéru
vybraného piku p¥edstavujiciho inhibitor HMG-CoA reduktasy se
&ast rozpousdtédla odstrani a prida se voda, nebo se -
alternativné& - odstrani 2/3 smési rozpoustédel za
krystalizace inhibitoru HMG-CoA reduktasy. Na konci procesu
je &istota ziskaného materidlu skutedné& alespont 99,5%, za

vytézku pribliZné 90%.

Podstata vynalezu

Predkladany vynalez se tyké& nového pramyslového zpusobu
izolace a &i%téni inhibitord HMG-CoA reduktasy &istoty vy$si
ne? 99,6%, vyhodné vy$S8i ne? 99,7%, z fermentacniho media.
pro dosafeni tohoto cile bylo provedeno intenzivni studium
chemickych sloucenin produkovanych b&hem fermentace za
pouziti mikroorganismd ruaznych druht, jako jsou drﬁhy
nalesici do rodu Aspergillus, Monascus, Nocardia,
Amycolatopsis, Mucor nebo Penicillinum, jejich chemickych
vlastnosti a jejich chovani v raznych rozpouétédlechvpfi
rizném pH. Tak byl vyse uvedeny predmét vyreSen zpusobem
podle predkladaného vynalezu, ktery obsahuje néasledujici
stupné:

- vy&ifeni myceliového kultivaéniho media a koncentrovani

vy&i¥eného media na mend3i objem;




- okyseleni koncentratu na pH v rozmezi 4,5-7,5, po kterém
nasleduje extrakce ig?ibitoru HMG-CoA reduktasy
ethylacetatem;

- voliteln& provedeni laktonizace;

- provedeni krystalizace inhibitoru HMG-CoA reduktasy
z organického rozpoustédla rozpustného ve vodé nebo
misitelného s vodou; a

- provedeni krystalizace inhibitoru HMG-CoA reduktasy
z organického rozpousStédla majiciho omezenou rozpustnost

nebo misitelnost s vodou.

p¥ehled obrazkli na vykresech

Obr. 1 ukazuje zavislost distribuéniho koeficientu inhibitoru
'HMG-CoA reduktasy (lovastatinu) a nelistot (v pfislusném

potadi) na pH, ve stupni extrakce ethylacetatem; a

obr. 2, 3 a 4 ukazuji HPLC diagramy vzorkd inhibitoru HMG-CoA
reduktasy po extrakci ethylacetatem ve formé surovych
sloudenin, po krystalizaci z organického rozpoustédla
misitelného s vodou nebo rozpustného vé vod&, a po dalsi
krystalizaci z organického rozpou3tédla majiciho omezenou
misitelnost s vodou nebo rozpustnost ve vodé, v ptisludném

potradi.
Podrobny popis vynalezu

Protoze inhibitory HMG-CoA reduktasy jsou obvykle jak
intra-, tak extracelularni produkty, je vyhodné, ale nikoliv
nezbytné, jejich rozpudténi z mycelia do fermentadéni
kapaliny. Zpusob pouzity pro rozpudténi popsany v patentové
pFihlasce WO 97/20834 obsahuije zpracovani fermentadni

kapaliny s alkalickou bazi pro dosazeni pH 11,5 a miseni po




dobu 3 hodin. WO 97/06128 popisuje, Ze rozpousténi miZe byt
provedeno alkalizaci fermentad&ni kapaliny na pH 10 az 13.

Také se pouZije teploty mezi 60 aZ 95 °C. Inhlbltory HMG-CoA
reduktasy mohou byt velmi u&inné rozpoudtény z mycelia pri pH
vy38im nez 9, ale dlouhodobd expozice takovymto rigordznim
podminkam zpisobuje degradaci esterové vazby mezi
hydroxylovou skupinou na naftalenovem skeletu a karboxylovou
'_kysellnou. Rovnovéaha mezi inhibitory HMG-CoA reduktasy a
deacylovanymi inhibitory HMG-CoA reduktasy se za pfisnéjsich
podminek posouva smé&rem k deacylovanym produktim. Neocekavaneé
jsme zjistili, Ze G&innost rozpoudt&ni provedeného prfi
teplot& v rozmezi od 10 do 40 °c, vyhodné& v rozmezi od 18 do
25 °C, jako je napfiklad teplota okoli, po dobu mene nez
jedné hodiny, lépe mén& ne? pil hodiny, naptiklad ptibliZné
10 minut, p¥i pH mezi 9,5 a 13, nejlépe mezi 9,5 a 11,5, Jje
stejnd jako ucinnost dosa’ena za pouZiti méné ekonomickych a
Sasové naro¢néjsich metod provedenych pfi vyssich teplotéch
popsanych v pfedeélych patentovych p¥ihlaskach. Rozpousténi
maze byt také provedeno p¥i pH niZ8im nez 9,5 a zejména
niz&im ne¥ 6, ale v tomto pfipadé je nutné pouziti ohromného

mnoZstvi organickych rozpousteédel.

Pokud je provadéno toto vyhodné rozpousténi inhibitoru
HMG-CoA reduktasy, tak je fermentadni kapalina potom
zpracovéna'acidifikaénim ginidlem, obvykle anorganickou
kyselinou, pro Upravu hodnoty pH na 7,5 aZz 8,5. Vhodnymi
anorganickymi kyselinami jsou kyselina fosforecna, sirova a
chlorovodikova. Inhibitory HMG-CoA reduktasy jsou stabilni
v tomto rozmezi pH a fermentalni kapalina miZe byt po tomto
stupni také po urcitou dobu skladovana, pokud je to vhodné

nebo zadouci.




Mycelium je odstranéno z fermentadni kapaliny za pouZiti
vhodnych separalnich krokd, jako je filtrace a/nebo B
centrifugace. Filtrace je vyhodnéjsi a miZe byt pouZita-
filtradni technika vybrana vedle klasické filtrace, také
mikro-, ultra- a diafiltrace se miZe vhodné& pouzit. Vyc&irena
kapalina se potom koncentruje na men3i objem, nejlépe pét aZ
deset-krat, za pouZiti reversni osmosy nebo jiné techniky pro

zmendeni objemu.

Stupné acidifikace a extrakce ethylacetatem popsané dale

jsou vyznamnymi stupni procesu precisténi.

Uvedeny koncentrat je okyselen acidifikaénim ¢inidlem,
vyhodné anorganickou kyselinou, na pH v rozmezi od 4,5 do
7,5. Mohou byt pouZity anorganické kyseliny, které jiZ byly
uvedeny vy8e. Potom je inhibitor HMG-CoA reduktasy extrahovan
- uvedeného koncentratu s upravenym pH za pouZiti ’
ethylacetétu; Extrakce je vyhodné provedena za pouziti
extrakéni kolony s protiproudym tokem. Pomér mezi
distribuénimi koeficienty inhibitord HMG-CoA reduktasy a
nedistot rozpustnych v ethylacetatu je nejvys$i prfi pH

v rozmezi od 5,5 do 7,5 a zejména pEi pH v rozmezi od 6,0 do

'7,0 a dast polarnich neCistot je odstranéna jiZ v tomto

stupni. Extrakce provedena pfi pH niZSim nez 5,0, zejména
niz&im nez 4,0, je ulinn&jsi, z davodu vys$3iho distribuéniho
koeficientu inhibitoru HMG-CoA reduktasy, ale vede k vy331
koncentraci polarnich nelistot. Distribuéni koeficienty
nedistot rozpustnych v ethylacetatu jsou také vy§31 pri této
hodnot& pH, jak je uvedeno na obr. 1. Extrakce do
ethylaceté&tu provedena p¥i pH v rozmezi od 4,5 do 7,5,
zejména pri pH vy35Sim ne? 5,0, jesté& lépe vy$8im nezi 5,5,
vede k dosaeni niZdi Grovné polérnich nedistot, z davodd

jejich niZsich distribuénich koeficientl@. Hor$i distribuce




inhibitortd HMG-CoA reduktasy z koncentratu do ethylacetatu
pfi této hodnoté pH miZe byt vyvaZena delsi extrakéni kolonou

s protiproudym tokem. - .

Pokud je to Zadouci, tak je ziskany ethylacetatovy extrakt
potom koncentrovan a inhibitor HMG-CoA reduktasy je popfipadé
v tomto stupni laktonizovéan. P¥i pH mezi 5,5 a 7,5 je vétSina
inhibitoru HMG-CoA reduktasy ve formé volné kyseliny. Proto
mize byt koncentrovani a laktonizace vynechéano, pokud neni
inhibitor HMG-CoA reduktasy pouZit ve farmaceutickém
prosttedku ve formé laktonu. Laktonizace je vyhodné provedena
kontaktovanim inhibitoru HMG-CoA reduktasy s katalytickym
mnoZstvim anorganické nebo organicke kyseliny, nejlépe
s kyselinou trifluoroctovou (TFA) . Inhibitor HMG-CoA
reduktasy, ktery je volitelné laktonizovan, mizZe byt primo
krystalizovén z ethylacetéatu, jak bude popséano dale.
Alternativné miZe bYt.ethylacetét odstranén, vyhodné
odpafenim, a tak se zisk& surovy inhibitor HMG-CoA reduktasy,

ktery je poptipadé laktonizovan.

Pakto ziskany surovy inhibitor HMG-CoA reduktasy miZe byt
potom popfipadé zpracovéh adsorpéni chromatografii, vyhodné
chromatografii s reversni fazi. Jako mobilni faze pro
adsorpéni chromatografii mlZe byt pouzit acetonitril nebo
nizsi alkohol, jako je methanol, ethanol nebo propanol.
Vyhodn& je surovy inhibitor HMG-CoA reduktasy rozpu$tén
v &istém acetonitrilu nebo ve smési acetonitrilu/vody
s alespoii 30% (obj./obj.) acetonitrilu, a ziskany roztok se
vnese do kolony pro adsorpéni chromatografii. Kolona obsahuije
stacionarni faze zaloZené na oktylsilanu, dimethylsilanu,
oktadecylsilanu, kyan-silanu, polystyrendivinylbenzen-
kopolymeru nebo akrylovém kopolymeru. Mohou byt pouZity také

daldi obvyklé materidly pro stacionarni fazi, jako Jje




naptiklad oxid kremicity, alumina a podobné. Adsorbované
sloudeniny jsou eluovany vhodnou mobilni fazi, jako Jje
napriklad gradient acetonltrll/VOQa Vybrany pik 1nh1b1£oru
HMG-CoA reduktasy je odebran a rozpoustédlo mobilni faze je
odstran&no za krystalizace inhibitoru HMG-CoA reduktasy.
&istota krystalizovanych surovych inhibitord HMG-CoA
reduktasy je mezi 80% a 92% a zavisi na profilu necCistot ve
fermentadni ﬁapaliné. Voliteln& mlZe byt adsorpén{
chromatografie nahrazena normalni chromatografii, rychlou
chromatografii, prumyslovou HPLC nebo metodami extrakce nebo

krystalizace.

Kombinovand krystalizace, ktera je typickad pro pfedkléadany
vynalez, bude podrobn&ji popsana dale. Presnéji, tato
krystalizace obsahuje krystalizaci inhibitoru BMG-CoA
reduktasy z organickeého rozpoudté&dla misitelného s vodou nebo
rozpustného ve vodé, a krystalizaci inhibitoru HMG-COA
reduktasy z organického rozpoudtédla majiciho omezenou
misitelnost s vodou nebo rozpustnost ve vodé. Poradi obou
kroku krystaliiace miZe byt opalné. Vlastnosti orgénického
rozpoudté&dla, které je bud misitelné s vodou nebo rozpustné
ve vodé&, nebo které ma omezenou misitelnost s vodou nebo
rozpustnost ve vod&, Jjsou znédmé v oboru a jsou popsany
naptiklad v "Ullmann's Encyclopedia od Industrial Chemistry”,
svazek A24, 5. vydani (1993), str. 437-505, ktera je zde

uvedena jako odkaz. V ptredkladaném vynalezu oznauje termin
"misitelny s vodou nebo rozpustny ve vodé&"” organicka
rozpoustédla, kterad maji v podstate neomezenou, vyhodné 100%
misitelnost s vodou nebo rozpustnost ve vodé, a termin
"majici omezenou misitelnost s vodou nebo rozpustnost ve
vod&” zahrnuje také organicka rozpoustédla nemisitelna

s vodou a nerozpustna ve vodé. Dale, technika krystalizace

podle ptedkladaného vynélezu také zahrnuje sraZeni.
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~ pP¥iklady organickych rozpousteédel v_podstaté misitelnych
s vodou nebo rozpustnych ve vodé zahrnujif nizsi
alkylalkoholy, jako je methanol, ethanol, propanol a
isopropylalkohol; niZ8i alkylketony, jako je aceton a
methylethylketon; niZsi alkylglykolethery, jako je
methylglykol, ethylglykol, propylglykol a ethyldiglykol; a
dipolarni aprotickad rozpoustédla, jako je N,N-
dimethylformamid (DMF), N,N-dimethylacetamid (DMA) a
dimethylsulfoxid (DMSO), vcletné smé&si takovych rozpouStédel.
Jako zejména vhodné pfiklady organickych rozpousteédel
misitelnych s vodou jsou uvedeny aceton a nizsi
alkylalkoholy. Pfiklady organickych rozpousté&del majicich
omezenoﬁ misitelnost s vodou nebo rozpustnost ve vodé
zahrnuji: vy$8i alkylalkoholy jako je butanol, isobutanol
amylalkohol, hexanol, 2-ethylhexanol, benzylalkohol a
cyklohexanol,'vyééi alkylketony jako je methylbutylketon,
methylisobutylketon a cyklohexanon, estery jako je
methylacetat, ethylacetat, n-propyl (a isopropyl) acetat, n-
butyl (a iso-butyl nebo sekundarni butyl) acetat a
amylacetéat, ethery jako je diethylether a diisopropylether,
chlorované uhlovodiky, jako Je methylenchlorid a chloroform,
acetonitril a podobn&, véetn& smési takovych rozpoustédel.
Zejména vyhodnym rozpoudtédlem majicim omezenou misitelnost

s vodou nebo rozpustnost ve vodé je ethylacetat.

Neotekavand jsme zjistili, Ze krystalizace inhibitoru HMG-
CoA reduktasy z organického rozpous$tédla misitelného s vodou
jako je aceton nebo niZsi alkylalkohol, po které nasleduje
dalsi rekrystalizace ze stejného rozpoudt&dla, miZe odstranit
pouze malou Cast nepolarnich a vétsi Cast poléarnich necistot,
a Ze krystalizace z organického rozpoustédla majiciho

omezenou rozpustnost ve vodé nebo misitelnost s vodou, jako




je ethylacetat, po které nasleduji dalsi rekrystalizace ze
stejného rozpoustédla, odstrani pouze vé&tdinu nepoléarnich
necistot. PosLed;i skute&nost je zfejma z HPLC diagra%ﬁ
surového inhibitoru HMG-CoA reduktasy (obr. 2), inhibitoru
HMG-CoA reduktasy po krystalizaci z acetonu (obr. 3) a
inhibitoru HMG-CoA reduktasy ziskaného krystalizacil z acetonu
a daldi rekrystalizaci z éthylacetétu (obr. 4). Podle tohoto
neoéekévaného zjidté&ni tedy posledni stupen podie
pfedkladaného vynalezu, obsahujici kombinovanou krystalizaci
z organického rozpoustédla misitelného s vodou nebo
rozpustného ve vodé a z organického rozpou$tédla majiciho
omezenou rozpustnost ve vodé nebo misitelnost s vodou, nemiZe
byt vynechan ve zptisobu ziskani inhibitoru HMG-CoA reduktasy

o vysoké <&istoté.

Kombinovana krystalizace podle predkladaného vynalezu miaze
byt provedené nasledujicim zpusobem. Nejprve se krystaly
surového inhibitoru HMG-CoA reduktasy rozpusti ve vyS3e
uvedeném organickém rozpoustédle v podstaté (nejlépe 100%)
misitelném s vodou nebo rozpustném ve vodé&, konkrétné
v acetonu nebo niZsim alkoholu, a potom se pridad voda pro
zahdjeni krystalizace nebo sraZeni inhibitoru HMG-CoA
reduktasy. Alternativné se surovy inhibitor HMG-CoA reduktasy
rozpudtény v organickém rozpousté&dle v podstaté misitelném
s vodou nebo rozpustném ve vodé prida do vody pro zahéjeni
krystalizace nebo sraZeni. Tyto postupy mohou byt opakovany
se stejnym nebo s jinym organickym rozpoustédlem misitelnym
s vodou nebo rozpustnym ve vodé, pokud je to nutné, naptiklad
jednou a¥ &tyrikrat, podle Cistoty vychoziho surového

materidlu.

Krystaly takto ziskané se potom rozpusti ve vySe uvedeném

rozpoustédle majicim omezenou misitelnost s vodou nebo
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rozpustnost ve vod&, jako je ethylacetat, ve vhodné
koncentraci, kterd vyhodné& leZi v rozmezi od 10 do 35 g/1,
lépe v rozmezi od 15 do 25 g/l. Po odstranéni jedné tfetiny
ay tri &tvrtin rozpoudté&dla inhibitor HMG-CoA reduktasy
krystalizuje. Krystalizace ze stejného nebo jiného
organického rozpoudtédla majiciho omezenou rozpustnost ve
vodé nebo misitelnost s vodou.pﬁie byt opakovana, pokud Jje to
nutné, napfriklad jednou aZ t¥ikrat, podle &istoty materialu
ziskaného krystalizaci z organického rozpoudtédla misitelného.
s vodou nebo rozpustného ve vode. Krystalizovany inhibitor
HMG-CoA reduktasy se potom filtruje a susi se za zisku

produktu o &istoté alespoil 99,6%.

Jak bylo uvedeno vySe, potradi krystalizaci miZe byt
opa&né, tj. nejprve miZze byt provedena krystalizace
z organického rozpoustédla majiciho omezenou rozpustnost ve
vod& nebo misitelnost s vodu a potom miZe byt provedena
krystalizace z organického rozpoudtédla misitelného s vodou
nebo rozpustného ve vodé. Ve vyhodném provedeni pfedklédaného
vynalezu se nejprve provede krystalizace z ethylacetéatu jako
organického rozpoustédla majiciho omezenou misitelnost
s vodou nebo rozpustnost ve vodé, vyhodné hned po stupni
extrakce ethylacetatem, nebo voliteln&, po stupni laktonizace

popsaném vyse.
P¥i pouZiti zpusobu podle ptedkladaného vynalezu je mozZno
ziskat materialy o Cistoté alesponn 99,6%, dokonce i o &istoté

99,7%.

V daldim alternativnim provedeni mohou byt ruzné typy

krystalizace provedeny opakované stiidavé.
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V jiném aspektu p¥edkladaného vynalezu jsou popsané
zpUsoby kombinované krystalizace z organického rozpousteédla
misitelnéhovs'bodou nebo rozpustného ve vodé a zuoféanického
rozpoudtédla majiciho omezenou misitelnost s vodou nebo
rozpustnost ve vod&, pouZzity jako konecny pre¢istovaci stupen
jakéhokoliv postupu pro izolaci a/nebo &isté&ni inhibitort
HMG-CoA reduktasy. Takovy koneclny pfedistovaci krok miZe byt
také apiikovén na surové materidly inhibitorﬁyHMG-CoA
reduktasy, které byly ziskany bé&znymi zplsoby. Takto je mozZno
ziskat inhibitory HMG-CoA reduktasy o Gistoté alespoil 99, 6%,

dokonce i o ¢&istoté 99,7%.

Zpusob podle predkladaného vynalezu je zejména vyhodny
tehdy, je-1i jako inhibitor HMG-CoA reduktasy vybran
lovastatin. V daldim aspektu vynalezu je zptisob popsany vyse

pouzit pro izolaci a/nebo p¥edisténi lovastatinu.

V podstat& ¢isté inhibitory HMG-CoA reduktasy ziskané

- zpusobem podle pfedklédaného vynalezu, jako je lovastatin,
mevastatin, pravastatin a simvastatin, stejn& jako jejich
derivaty a analogy, mohou byt vyhodné pouZity pro piipravu
farmaceutickych ¢inidel pro prevenci a/nebo lécbu onemocnéni.
7iskané inhibitory a farmaceutické prosttedky jsou zejména
vhodné jako 1éky nebo &inidla vhodna pro prevenci mrtvice,
ischemickych kardidlnich obtiZi, atherosklerosy a infarktu

myokardu.
Nasledujici priklady ilustruji zptsob podle predkladaného
vyndlezu, ale nijak neomezuji ptedkladany vynalez, jak je

definovan v ptipojenych patentovych narocich.

Pr¥iklady provedeni vynalezu
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P¥iklad 1

Fermentadéni kapalina (160 1). s koncentraci lovastatinu 1
g/1 ziskana fermentaci s Aspergillus terreus ATCC 20542 se
umisti do nadoby (400 1) a pH se upravi na pH 10 pomoci 1 M
vodného roztoku hydroxidu sodného. PO 10 minutéach
intenzivniho miseni p¥i tep%oté okoli se pH kapaliny upravi
na pH 9 pomoci 1 M roztoku kyseliny sirové a biomasa se
odfiltruje. Filtrat se potom okyseli 1 M roztokem kyseliny.
sirové na pH 6,5. K filtratu se ptidéd 160 1 ethylacetétu»é
ziskana smé&s se misi po dobu 20 minut. Vodna a ethylacetétové
faze se separuji extrak&nim odst¥edénim. Ethylacetatovy
extrakt se koncentruje na rotalni odparce na objem 14 1.
Koncentrace lovastatinu ve formé volné kyseliny

v ethylacetatovem kxoncentratu dosahuje 10 g/l.

Ethylacetatovy koncentrat (14 1) se potom umisti do
reak&ni nadoby (40 1) a laktonizuje se. Laktonizace se
iniciuje katalytickym mnosstvim TFA (0,5 ml TFA/1 1
koncentratu) . Laktonizalni procedura trvad 2 hodiny p¥i 40 oc.
Koncentrat sé po laktonizaci promyje dvakrat 14 1 5% wvodného
roztoku hydrogenuhlicitanu ammoného. Vodna faze se odstrani a
organicka faze se dale koncentruje do sucha na rotalni
odparce. Ziska se olejovy materidl (1,5 1) obsahujici 133 g

lovastatinu.

ziskany olejovy material (161 ml) se rozpusti v 80 ml
acetonitrilu a vnese se do chromatografické kolony (80 cm,
3,6 cm) naplnéné XAD-16 (XAD-16 je komeréni nazev spolecnosti
Rohm and Hass, 20-50 mesh). Kolona se eluuje nejprve
acetonitrilem:vodou 40:60 (pH 3, upravené kyselinou chloro-
vodikovou), pfi rychlosti 75 ml/min. Eluce se monitoruje UV

detektorem (236 nm) a po prvnim poklesu absorpce se zahaiji
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eluce kolony acetonitrilem:vodou 55:45 (pH 3, upravené
kyselinou chlorovodikovou). Hlavni frakce se odebere a po
poklesu abs;rpce se kolona promyje acetonitrilem:vodou 80:20
(pH 3, upravene kyselinou chlorovodikovou) . Acetonitril se
odstrani z hlavni frakce pomoci rotacni odparky (50 °%c, 150
mbar) a vzniklé krystaly se odfiltruji. Hmotnost ziskanych
krystala je 24,5 g a obsah lovastatinu je 50% (hmot./hmot.).
HPLC éistota je 92,5%. »

7iskané krystaly (24 g) se rozpusti ve 350 ml acetonu a za
staleného miseni se pfidé 700 ml vody. Smé&s se na 30 minut
umisti do prosttedi o teploté 4 Oc. vzniklé krystaly se
odfiltruji a su3i se ve vakuu pri teploté okoli. Hmotnost
ziskanych krystald je 12,7 g a obsah lovastatinu je 90%
(hmot./hmot.). HPLC ¢istota je 98,8%. Krystalizace 2 acetonu
se opakuje za stejnych podminek a ziska se 11,3 g krystall s
97 % (hmot./hmot.) lovastatinu. HPLC &istota je 99,45%.

Krystaly (11,3 g) ziskané po druhé krystalizaci z acetonu
se rozpusti v 700 ml ethylacetatu a ethylacetat se odpafi ve
vakuu za dosaZeni koncehtrace lovastatinu 70 g/l. Koncentrat
se na jednu hodinu umisti do prosttedi s teplotou 8 oc.
vzniklé krystaly lovastatinu se odfiltruji a potom se susi ve
vakuu. Hmotnost ziskanych krystalld je 9,4 g a obsah

lovastatinu je 99,6% (hmot./hmot.). HPLC Cistota je 99,7%.

Pfiklad 2

Krystaly lovastatinu (3 g), izolované po XAD-adsorpéni
chromatografii, jak je popséna v pfikladu 1, se rozpustl ve
170 ml ethylacetatu. Ethylacetat se odparil ve vakuu (200
mbar) p¥i 50 °¢ na objem 35 ml. Koncentrat se umisti na dobu

jedné hodiny do prosttedi o teploté 10 °c. vzniklé krystaly




lovastatinu se odfiltruji a potom se susi ve vakuu. Hmotnost
ziskanych krystald je 2,1 g a obsah lovastatinu je 96%

(hmot . /hmot.) . HPLC Cistota je 99,0%. i

7iskané krystaly (2,1 g) se rozpusti v 50 ml acetonu a
ptida se 85 ml vody. Smés se umisti na dobu 30 minut do
prost¥edi o teploté& 10 °Cma krystaly se odfiltruji a ve vakuu
p?i 40 °C. Hmotnost ziskanych krystald je 1,9 g a obsah
lovastatinu je 99% .(hmot./hmot.). HPLC Cistota je 99,8%..

Pf¥iklad 3

Fermentadni kapalina (30 1 v 50 1 fermentadnim tanku)

. obsahujici pravastatin (690 g na kg fermentadni kapaliny,
© HPLC c&istota pravastatinu 48,7%) se prefiltruje a vysledné
myéelium se promyje vodou. Filtrat (51 1) se okyseli na pH
5,0 pomoci 10% vodného roztoku kyseliny fosforeéné. Aktivni
substance (pravastatin) se potom extrahuje v extrakéni koloné
2 filtratu do 70 1 ethylacetatu. Vodna faze (50 1) obsahujici
' méné ne? 2 g pravastatinu a hlavni Gast nedistot se vypusti.
Ethylacetatova faze se odpa¥i na 800 ml a pouZije se Vv dalsim
procesu izolace.:HPLC &istota pravastatinu v ethylacetétovém
extraktu je 70,3%.
Pro daldi izolaci se olejovy material zpracuje adsorplni

chromatografii a ve stupnich kombinované krystalizace, jak

byly popsény v pfikladu 1.
Priklad 4

Surovy simvastatin (2,3 g) ve form& laktonu se rozpusti
v acetonu (7 ml) a prida se 15 ml vody. Vznikne olejovy
material, ktery krystalizuje v daldich 10 minutédch. Ziskané

krystaly se odfiltruji, promyji se vodou a sudi se p¥i 40 °C
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po dobu 60 minut. Ziskané krystaly (2,2 g) s HPLC Cistotou
99,51% se potom rozpusti v ethylacetdtu (8 ml). Ziskany
roztok .se zahusti na 4 ml a simvastatin se necha
krystalizovat po dobu 60 minut pfi 8 °c. vznikly materidl se
prefiltruje a promyje se vodou. Krystaly se potom susi p¥i 40
oc po dobu 60 minut. Cistota ziskaného simvastatinu (1,7 g)
je 99,73%.

Ptiklad 5

Surovy mevastatin (2,0 g) ve formé laktonu s HPLC ¢istotou
98,5% se rozpusti v acetonu (7 ml) a p¥idéd se 20 ml vody.
Vznikne olejovy materidl, ktery krystalizuje v dalsich 10
minutach. Ziskané krystaly se odfiltruji, promyji se vodou a
sudi se p¥i 40 °C po dobu 60 minut. Ziskané krystaly (1,8 qg)
s HPLC &istotou 99,33% se potom rozpusti v ethylacetatu (8
ml). Ziskany roztok se zahusti na 4 ml a mevastatin se necha
krystalizovat po dobu 60 minut pfi 8 °c. Vznikly materidl se
prefiltruje a promyje se vodou. Krystaly se potom sudi pf¥i 40
9%c po dobu 60 minut. Cistota ziskaného mevastatinu (1,3 g je

99,72%.
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PATENTOVE NAROKY

1. Zptsob izolace a ¢isténi inhibitord HMG-CoA reduktasy

z myceliové biomasy, vy zna ¢ ujici se tim Ze

obsahuje:

- vy&iteni myceliového kultiva&niho media a koncentrovani
vy&ifeného media na men$i objem;

- okyseleni koncentradtu na pH v rozmezi 4,5 az 7,5, po
kterém nasleduje extrakce inhibitoru HMG-CoA reduktasy
ethylacetatem;

- popripad& provedeni laktonizace;

- krystalizaci inhibitoru HMG-CoA reduktasy z organického
rozpoudtédla rozpustného ve vodé nebo misitelného s vodou;
a

- krystalizaci inhibitoru HMG-CoA reduktasy z organického
rozpoudt&dla majiciho omezenou rozpustnost nebo

misitelnost s wvodou.

2. ZpUsob podle nadroku 1, vyznadc¢ujici se tim,
e dale obsahuije, pred stupném vycifeni myceliového
kultiva&niho media, stupné rozpou3téni inhibitoru HMG-CoA
reduktasy z myceliové biomasy pfi pH v rozmezi od 9,5 do 13
do fermentadni kapaliny, a upraveni pH kultivacniho media na

pH 7.5 aZ 8,5.

3. Zptsob podle naroku 2, vy znac¢ujici se tim,
e stupen rozpoudténi se provéadi pri teploté v rozmezi od 10

do 40 °C po dobu méné& neZ 1 hodiny.

4. Zplsob podle jakéhokoliv z pfedeSlych naroki,
vyznadujici se tim Ze vyCifenl myceliového

media se provadi odstranénim mycelii z media pomoci filtrace.
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12. zZpusob podle naroku 11, vy z n a gujici se ti
m, Ze stupenl krystalizace obsahuje rozpudténi inhibitoru HMG-

CoA reduktasy v acetonu a potom pr¥idani vody do této smési.

13. Zptusob podle jakéhokoliv z ptredesdlych naroki,
vyznadc¢ujici se t i m, Ze stupen krystalizace

z organiCkého rozpoustédla majiciho omezenou misitelnost

s vodou nebo rozpustnost ve vodé obsahuje rozpusténi
inhibitoru HMG-CoA reduktasy v uvedeném rozpoudtédle

v koncentraci 10 aZ 35 g/l a odstranéni jedné tfetihy az tri

&tvrtin uvedeného organického rozpousteédla.

14. Zpusob podle jakéhokoliv z ptededlych néroki,
vyznadc¢ujici se t i m, Ze organickym
rozpoudté&dlem majicim omezenou misitelnost s vodou nebo
rozpustnost ve vodé, pouZitym ve stupni krystalizace, je

ethylacetat.

15. Zptsob podle jakéhokoliv z ptedeslych naroki,
vyznadcd¢ujici se t i m, Ze se ziskaji inhibitory

HMG-CoA reduktasy majici Cistotu vy3si nez 99,6%.

16. Zpusob podle jakéhokoliv z pfededlych naroka,
vyznadcujici se t i m, Ze inhibitorem HMG-CoA

reduktasy je lovastatin.

17. zptisob &isté&ni inhibitord HMG-CoA reduktasy,
vyznac¢ujic i s e t im, e inhibitor HMG-CoA
reduktasy se zpracuje ve stupnich kombinované krystalizace,
které obsahuji krystalizaci z organického rozpoustédla
misitelného s vodou nebo rozpustného ve vodé a krystalizaci
z organického rozpoustédla majiciho omezenou misitelnost

s vodou nebo rozpustnost ve vod&, kde toto zpracovani je
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kone&nym predidténim vedoucim k ziskani inhibitort HMG-CoA
reduktasy majicim Eistotu vy$8i neZ 99, 6%.

18. ZplGsob podle naroku 17, vy z n a gujici setim,
e ziskané inhibitory HMG-CoA reduktasy maji ¢istotu vyssi

nez 99,7%.

19. Zpusob podle naroku 1 nebo 18, vy z n a Eujici se
t i m, Ze jako organické rozpoustédlo misitelné s vodou nebo

rozpustné ve vodé se pouZiije aceton nebo niZ3i alkylalkohol.

20. Zpasob podle naroku 19, vy z n a Cujici se ti
m, e stupefi krystalizace obsahuje rozpudténi inhibitoru HMG-

CoA reduktasy v acetonu a potom pfidani vody do. této smési.

21. Zpusob podle jakéhokoliv z naroku 17 az 20,

v'y znac¢ujici se tim Ze uvedena krystalizace

z uvedeného organického rozpoustedla majiciho omezenou
misitelnost s vodou nebo rozpustnost ve vodé obsahuje
rozpudténi inhibitoru HMG-CoA reduktasy v uvedeném organickém
rozpoudtédle v koncentraci 10 aZ 35 g/l a odstranéni jedné

t¥etiny aZ t¥i &tvrtin uvedeného organického rozpoustédla.

22. Zptsob podle jakéhokoliv z narokd 17 az 21,
vyznadujici se t i m, e se pouZije ethylacetat
jako organické rozpoudtédlo majici omezenou misitelnost

s vodou nebo rozpustnost ve vodeé.

23. Pouziti zptsobu podle naroku 1 nebo zptisobu podle naroku

17 pro izolaci a/nebo ¢isténi lovastatinu.
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