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DESCRIPCION
Procedimiento mejorado para la produccién de daptomicina
Campo de lainvencién

La presente invencion se refiere a un procedimiento mejorado para la produccién de daptomicina mediante
fermentacion con Streptomyces roseosporus, usando fuentes alternativas de la cadena lateral de n-decanoilo.

Antecedentes de lainvencién

A-21978C10, conocido como daptomicina, es un antibiético peptidico ciclico de 13 aminoacidos de férmula (1)
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La daptomicina se produce mediante fermentacién sumergida de Streptomyces roseosporus, en particular cepas
NRRL 11379 (ATCC 31568) y NRRL 15998, asi como cualquier mutante, variante y recombinante de las mismas.

La produccion de daptomicina en cultivo sumergido se dio a conocer por primera vez en los documentos US
4.331.594 y US 4.800.157.

El documento US 4.885.243 da a conocer la preparacion de daptomicina mediante fermentacion discontinua
alimentada, en la que se alimenta acido decandico, usado como fuente de la cadena lateral de n-decanoilo, como
una disolucion en un disolvente organico, concretamente oleato de metilo. La presencia del disolvente en la
disoluciéon de alimentaciéon es necesaria, porque el acido decandico es un sélido ceroso a la temperatura de
fermentacion y soélo disoluciones que contienen al menos el 50% de disolvente son suficientemente fluidas para
alimentarse. No obstante, incluso en presencia de un disolvente, a temperaturas inferiores a 25°C es dificil mantener
una alimentaciéon constante y homogénea, porque el acido decandico puede separarse de la disoluciéon o formar
copos y floculos. El acido decandico ejerce un efecto toxico sobre la bacteria y por este motivo la velocidad de
alimentacién debe mantenerse bajo control estricto.

Descripcion de lainvencion

Se ha encontrado ahora que los inconvenientes mencionados anteriormente pueden superarse usando fuentes
alternativas de la cadena lateral de n-decanoilo, concretamente decanal (n-decaldehido, caprinaldehido, aldehido
céaprico) o aceite de Cuphea. Por consiguiente, en una primera realizacion, la presente invencién se refiere a un
procedimiento para la preparacion de daptomicina mediante fermentacion de Streptomyces roseosporus en
presencia de n-decanal; en una segunda realizacion la invencion se refiere a un procedimiento para la preparacion
de daptomicina mediante fermentacion de Streptomyces roseosporus en presencia de aceite de Cuphea. Cepas de
Streptomyces roseosporus particularmente adecuadas para llevar a cabo el procedimiento son NRRL 11379 (ATTC
31568), NRRL 15998 y mutante B8.

En la primera realizacion, puede alimentarse n-decanal o bien como una disolucién organica en un disolvente
organico adecuado, tal como oleato de metilo, etanol, acetato de etilo, preferiblemente oleato de metilo, o bien sin
disolventes, debido a que el n-decanal es liquido a temperatura ambiente y no se produce la separaciéon de copos o
formacion de fléculos.

De hecho, S. roseosporus puede convertir enzimaticamente el aldehido en é&cido, que entonces se une al N-

triptéfano terminal; se sefiala que esta conversién no se produce con fuentes de C10 diferentes, por ejemplo
decanol. El uso de n-decanal permite aumentar la productividad del 10% al 30% con respecto al 50% de acido
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decandico + el 50% de oleato de metilo, probablemente debido al hecho de que este aldehido es liquido, de modo
que se dispersa en el caldo de fermentacion y esta mas biodisponible. Ademas, n-decanal es menos toxico que el
acido n-decanodico: de hecho, en el microscopio, los micelios aparecen menos fragmentados o vacuolizados y esta
toxicidad reducida permite mantener una velocidad de produccién satisfactoria durante un periodo mas largo.

En la segunda realizacion, se usa aceite de Cuphea, o bien como tal o bien disuelto en un disolvente organico o
mezclado con otro aceite vegetal. El aceite de Cuphea adecuado para llevar a cabo la invenciéon puede derivarse de
las semillas de varias especies de Cuphea, tales como C. lanceolata, C. viscosissima y C. koehneana o especies
hibridas obtenidas de las mismas. Los disolventes organicos adecuados son, por ejemplo, oleato de metilo, etanol,
acetato de etilo, preferiblemente oleato de metilo; aceites vegetales adecuados son, por ejemplo, aceite de soja,
aceite de girasol, aceite de palma; sin embargo, ya que el aceite de Cuphea es fluido a temperatura ambiente, se
alimenta preferiblemente como tal. El aceite de Cuphea contiene triglicéridos con acidos grasos de diferentes
longitudes que se hidrolizan por el microorganismo y se usan para la sintesis de daptomicina. Se encontrd
sorprendentemente que el aceite de Cuphea tiene una toxicidad tan baja sobre el microorganismo que se tolera su
acumulacion en la fermentacioén; por tanto, a diferencia de acido decanoico/oleato de metilo, no es necesario el
control estricto de la velocidad de alimentacién y el procedimiento puede llevarse a cabo de manera discontinua, es
decir introduciendo todo el sustrato en el comienzo de la fermentacion; esto significa que no se requiere un tanque
de alimentacion, un dispositivo de alimentacidn y controles durante la adicion.

En el procedimiento de la invencion, también puede alimentarse una fuente de carbono necesaria para el
metabolismo primario del microorganismo, como glicerol, junto con n-decanal o aceite de Cuphea, alcanzando asi un
mejor equilibrio entre el crecimiento del microorganismo y la produccién de daptomicina.

A partir de lo anterior parece que el procedimiento de la invencién es ventajoso a escala industrial, ya que es mas
conveniente de llevar a cabo y mas barato, principalmente debido al hecho de que puede evitarse el uso de
disolventes y que las fuentes de carbono tienen una toxicidad limitada sobre el microorganismo. El uso de n-decanal
puro es particularmente ventajoso porque el microorganismo se alimenta con un 100% de fuente de C10.

La invencion se ilustrara en mayor detalle por medio de los siguientes ejemplos.

EJEMPLOS

EJEMPLO 1 - Decanal + oleato de metilo

1A: NRRL11379 de Streptomyces roseosporus en un fermentador de 20 |

Se almacen6 un cultivo madre de Streptomyces roseosporus bajo nitrégeno, entonces se usO para inocular una
primera fase de fermentacion vegetativa. Se incub6 el medio sembrado, cuya composicion se notifica en las tablas 1

y 2, en un matraz de fondo redondo de 2 I, que contenia 450 ml de caldo, a 30°C durante 40 h sobre un agitador
giratorio con una velocidad de agitacion de 150 rpm.

Tabla 1: Medio
COMPONENTE 11
Dextrosa 209
Harina de soja 209
Extracto de levadura 1lg
KH,PO4 0,22 [¢]
CaCOs 29
Solucion salina 2ml
Sin ajuste de pH
Esterilizacion 121°C x 20 min.

Tabla 2: Solucién salina

COMPONENTE 100 ml
FeSO4 0,29
HCI (37%) 2ml
MgS04¢7H,0 10g
KCI 10g

Esterilizacion 121°C x 20 min.

Al final de la incubacién, se usé la fase crecida para sembrar un fermentador de produccién (capacidad de 20 I,
volumen de trabajo de 15 |) que contenia un medio que tenia la siguiente composicién (tabla 3).
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Tabla 3: Medio de produccion

COMPONENTE g/l
Harina de soja 22
Fe(NH4)2SO4 0,66
pH ajustado a 7,0
KH,PO4 (opcional) 0,22
Dextrosa 8,25
Dextrina de patata 33
Melazas 2,75
Voranol 0,8
Esterilizacion 121°C x 45 min.

Se llevd a cabo la incubacion de la fase de produccién en las siguientes condiciones: 30°C, 1 vvm, agitacién de
150+350 rpm y contrapresion de 0,5 bar. Se mantuvo el pH a 6,5 mediante adicién de una disolucion de hidréxido de
amonio.

Tras 18 h, cuando la concentracion en glucosa del medio disminuy6é por debajo de 3-4 g/l, se alimento el
fermentador con una disolucién que contenia el 50% de decanal y el 50% de oleato de metilo (v/v) a una velocidad
de flujo que oscilaba desde 3 hasta 7 mi/h.

La produccién de daptomicina empez6 tras 40 h y alcanzé una productividad de 0,6 g/l en 186 h.

1B: NRRL11379 de Streptomyces roseosporus en un fermentador de 1000 |

Se almacené Streptomyces roseosporus bajo nitrégeno. Entonces se usoé el cultivo madre para inocular la primera
fase de fermentacion vegetativa. Se incubé el medio sembrado previamente, cuya composicion se notifica en la tabla
4, en un matraz de fondo redondo de dos (2 1), que contenia 450 ml de caldo, a 30°C durante 40 h en un agitador
giratorio con una velocidad de agitacion de 150 rpm.

Tabla 4: Medio sembrado previamente

COMPONENTE 11
Bactotriptona 179
Peptona 39
NaCl 5¢g
KzHPO4 254¢g
Dextrosa 2,759
Almidén de patata 25¢
Sin ajuste de pH
Esterilizacién 121°C x 20 min.

Al final de la incubacioén, se usoé el inoculo para sembrar una segunda fase vegetativa en un fermentador de 100 |
(volumen de trabajo de 60 ) que contenia un medio que tenia la siguiente composicién (tabla 5).

Tabla 5: Medio sembrado

COMPONENTE 11
Dextrosa 229
Harina de soja 209
Extracto de levadura 1lg
CaCOg3 29
Voranol 0,59
FeSO47H,0 4 mg
MgS0O4¢7H,0 200 mg
KCI 200 mg
Sin ajuste de pH
Esterilizacion 121°C x 30 min.

Se llevo a cabo la incubacion de la fase sembrada en las siguientes condiciones: 30°C, 0,8 vvm, agitacion de
160 rpm y contrapresion de 0,8 bar y durante un tiempo que oscilaba desde 22 hasta 28 h.
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Al final de la incubacion, se usoé la fase sembrada para el inoculo de la fase de producciéon en un fermentador de
1000 I (volumen de trabajo de 600 I) que contenia un medio que tenia la siguiente composicion (tabla 6).

Tabla 6: Medio de produccion

COMPONENTE g/l
Harina de soja 22
Fe(NH4)2SO4 * 6H,O 0,7
Voranol 1
pH ajustado a 7,0
Dextrosa 9,1
Dextrina de patata 33
Melazas 2,8
Esterilizacion 121°C x 45 min.

Se llevo a cabo la incubacion de la fase de produccidn en las siguientes condiciones: 30°C, 0,5 vvm, agitacion de
120+160 rpm y contrapresion de 0,7 bar.

Se mantuvo el pH a 6,5 mediante adicion de una disolucién de hidroxido de amonio.
Tras 24 h, cuando la concentracion en glucosa del medio disminuyé por debajo de 3-4 g/l, se aliment6 el
fermentador con una disolucién de alimentacion que contenia el 50% de decanal y el 50% de oleato de metilo (v/v) a

una velocidad de flujo que oscilaba desde 180 hasta 210 ml/h.

La produccion de daptomicina empez6 tras 40 h y alcanzé una productividad de 460 mcg/ml en 180 h (+15% frente a
fermentacion con &cido decandico).

Prolongando la fermentacion a partir de 180 h (pico de productividad en el procedimiento con acido decandico) hasta
230 h, se obtuvo una concentracién de 545 mcg/ml (+36% frente a fermentacion con acido decandico).

La observacion microscépica del micelio no mostré ninguna fragmentacion o vacuolizacién, que son los dafios
tipicos provocados por el acido decandico.

1C: Mutante B8 de Streptomyces roseosporus en un fermentador de 1000 |

Se mantuvo un cultivo madre de mutante B8 de Streptomyces roseosporus bajo nitrégeno liquido y entonces se us6
el cultivo madre para inocular la primera fase de fermentacién vegetativa. Se incubd el medio sembrado
previamente, cuya composicion se notifica en la tabla 7, en dos matraces de fondo redondo (2 1), que contenian
450 ml de caldo; a 30°C durante 48 h sobre un agitador giratorio con una velocidad de agitacion de 150 rpm.

Tabla 7: Medio
COMPONENTE 11
Dextrosa 209
Extracto de levadura 1lg
Bactotriptona 179
Peptona 39
FeSO47H,0 4 mg
MgS0O4¢7H,0 200 mg
KCI 200 mg
CaCOg3 29
Voranol 11g
Sin ajuste de pH
Esterilizacion 121°C x 20 min.

Al final de la incubacién, se usoé el inoculo para sembrar una segunda fase vegetativa en un fermentador de 100 |
(volumen de trabajo de 60 ) que contenia un medio que tenia la siguiente composicién (tabla 8).

Tabla 8: Medio sembrado

COMPONENTE 11
Dextrosa 2549
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Dextrina de patata 259
Peptona de soja 20¢g
KoHPO, 2549
NaCl 5¢g
Antiespumante 1lg

Sin ajuste de pH
Esterilizacion 120°C x 30 min.

Se llevo a cabo la incubacion de la fase sembrada en las siguientes condiciones: 30°C, 0,8 vvm, agitacion de
160 rpm y contrapresion de 0,8 bar y un tiempo que oscilaba desde 30 hasta 36 h.

Al final de la incubacion, se usoé la fase sembrada para el inoculo de la fase de producciéon en un fermentador de
1000 I (volumen de trabajo de 600 I) que contenia un medio que tenia la composicion descrita en la tabla 6.

Se llevo a cabo la incubacion de la fase de produccion en las siguientes condiciones: 30°C, 0,5 vvm, agitacion de
120+160 rpm y contrapresion de 0,7 bar.

Se mantuvo el pH a 6,5 mediante adicion de una disolucién de hidroxido de amonio.

Tras 24 h, cuando la concentracion en glucosa del medio disminuyd por debajo de 3-4 g/l, se aliment6 el
fermentador con una disolucion que contenia el 50% de decanal y el 50% de oleato de metilo (v/v) con una velocidad
de flujo que oscilaba desde 140 hasta 160 ml/h.

El uso del mutante B8 permitié obtener una productividad de 1,3 g/l en 180 h y alcanzar una potencia de 1,5 g/l en
230 h, con una velocidad de produccién constante.

EJEMPLO 2 - Decanal + glicerol
Se llevé a cabo el inoculo tal como se describié en el ejemplo 1A.

Al final de la incubacion, se us6é el inoculo para sembrar un fermentador de produccién con capacidad de 20 |
(volumen de trabajo de 15 [), que contenia un medio que tenia la composicién descrita en la tabla 3.

Se llevo a cabo la incubacion de la fase de produccién en las siguientes condiciones: 30°C, 1 vvm, agitacion de
150+350 rpm y contrapresion de 0,5 bar. Se mantuvo el pH a 6,5 mediante adicion de una disolucion de hidréxido de
amonio. Tras 20 h, cuando la concentracion en glucosa del medio disminuyé por debajo de 3-4 g/l, se alimento el
fermentador con el 100% de decanal a una velocidad de flujo que oscilaba desde 2 hasta 7 ml/h.

Se alimentd una segunda disolucion de alimentacién que contenia glicerol al mismo tiempo con una velocidad de
flujo de 10 ml/h.

La produccién de daptomicina empezé tras 40 h y alcanz6 una productividad de 0,2 g/l en 160 h.

EJEMPLO 3 - Aceite de Cuphea + oleato de metilo

Se llevé a cabo el inoculo tal como se describié en el ejemplo 1A.

Al final de la incubacion, se us6é el inoculo para sembrar un fermentador de produccién con capacidad de 20 |
(volumen de trabajo de 15 I) que contenia un medio que tenia la composicion descrita en la tabla 3. Se llevé a cabo
la incubacion de la fase de produccion en las siguientes condiciones: 30°C, 1 vvm, agitacion de 150+350 rpm y
contrapresion de 0,5 bar. Se mantuvo el pH a 6,5 mediante adicidon de una disolucién de hidréxido de amonio. Tras
18 h, cuando la concentracion en glucosa del medio estaba por debajo de 3-4 g/l, se alimenté el fermentador con
una disoluciéon de alimentacidon que contenia el 70% de aceite de Cuphea y el 30% de oleato de metilo a una
velocidad de flujo de 3+6 ml/h.

Se llevo a cabo la fermentacién durante 210 h cuando se alcanz6 una productividad de 0,6 g/l de daptomicina.
EJEMPLO 4 - aceite de Cuphea + glicerol

Se llevo a cabo el inoculo tal como se describié en el ejemplo 1A.

Al final de la incubacion, se usé el inoculo para sembrar un fermentador productivo con capacidad de 20 | (volumen

de trabajo de 15 I) que contenia un medio que tenia la composiciéon descrita en la tabla 3. Se llevo a cabo la
incubacién de la fase de produccion en las siguientes condiciones: 30°C, 1 vvm, agitacion de 150+350 rpm y
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contrapresion de 0,5 bar. Se mantuvo el pH a 6,5 mediante adicion de una disolucién de hidroxido de amonio.

Tras 20 h, cuando la concentraciéon en glucosa del medio estaba por debajo de 3-4 g/l, se alimenté el fermentador
con el 100% de aceite de Cuphea a una velocidad de flujo de 2+5 ml/h. Se aliment6 una segunda fuente de carbono,
glicerol, durante la fermentacion.

Se sigui6 el procedimiento durante 210 h y se alcanz6 una productividad de 0,6 g/l de daptomicina.

EJEMPLO 5 - Aceite de Cuphea de manera discontinua

Se llevé a cabo el inoculo tal como se describié en el ejemplo 1A.

Al final de la incubacion, se uso6 el inoculo para sembrar un fermentador productivo con capacidad de 20 | (volumen
de trabajo de 15 |) que contenia un medio que tenia la siguiente composicion (tabla 9).

Tabla 9: Medio de produccion

COMPONENTE g/l
Harina de soja 22
FE(NH4)2504 0‘66
pH ajustado a 7,0
Aceite de Cuphea 42
Dextrosa 8,25
Dextrina de patata 33
Melazas 2,75
Voranol 0,8
Esterilizacién 121°C x 45 min.

En la fase de produccion, se llevé a cabo la incubacién en las siguientes condiciones: 30°C, 1 vvm, agitaciéon de
150+350 rpm y contrapresion de 0,5 bar. Se mantuvo el pH a 6,5 mediante adicion de una disolucion de hidréxido de
amonio.

Se ajusto la temperatura de fermentacion de manera a mantener una tasa de captacion de oxigeno constante desde
20 h hasta el fin del procedimiento.

Los materiales de partida presentes en el medio discontinuo fueron suficientes para suportar el crecimiento de
microorganismo y la produccion de daptomicina.
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REIVINDICACIONES

Procedimiento para la produccion de daptomicina mediante fermentacion de Streptomyces roseosporus en
presencia de n-decanal o aceite de Cuphea como fuentes de la cadena lateral de n-decanoilo.

Procedimiento segun la reivindicacion 1, en el que la fuente de la cadena lateral de n-decanoilo es n-
decanal.

Procedimiento segun la reivindicacion 2, en el que se alimenta n-decanal como una disoluciéon en un
disolvente organico seleccionado de oleato de metilo, etanol y acetato de etilo.

Procedimiento segun la reivindicacion 3, en el que el disolvente es oleato de metilo.
Procedimiento segun la reivindicacion 2, en el que se alimenta n-decanal sin disolventes.

Procedimiento segun la reivindicacion 1, en el que la fuente de la cadena lateral de n-decanoilo es aceite de
Cuphea.

Procedimiento segun la reivindicacion 6, en el que se alimenta aceite de Cuphea como una disolucién en un
disolvente organico seleccionado de oleato de metilo, etanol o se mezcla con aceite de soja, aceite de
palma o aceite de girasol.

Procedimiento segun la reivindicacion 7, en el que el disolvente organico es oleato de metilo.

Procedimiento segun la reivindicacion 6, en el que se alimenta aceite de Cuphea sin disolventes.

Procedimiento segun una cualquiera de las reivindicaciones 6 - 9 que se lleva a cabo como fermentacién
discontinua con aceite de Cuphea puro.
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