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P A T B N T B  D E  I N V E N C I O N  

a favor de
MERCK & COé, INC. - de nacionalidad norteamericana - domici­
liada en BAHNAY (New Jersey, E.U.) 136 Bast MLnooIn Avenue.

por:
"Procedimiento para preparar 5'-fosfatoa de guanosina".

--- --:o0o:-----

M e m o r i a  D e s c r i p t i v a

Bate invento se refiere a la preparación de 
5'-fosfatos de guanosina, y mds concretamente, al mótodo de 
preparar estos 5'-fosfatos cultivando cepas adecuadas de 
microorganismos en medios de formen taoión.
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loa 5'-fosfatos de loa diversos nucleósidos, te­

les como áoldo guanílico y áoido inosínioo, son aromad zan- 
tes valiosos para alimentos, bebidas y condimentos. la 
adición de peqpe&aa oaatidades de estos nucleósidos me jora 
muoho el sabor de diferentes productos de las clases citadas.

loa 5'-fosfatos de nucleósidos se pueden pre­
parar por hidrólisis enzimátioa del deido ribonucleico. Sin 
embargo, este mótodo de preparar tales productos resalta 
relativamente oaro, y se han buscado otros mis adecuados 
para producirlos a esoala industrial.

5b objeto del presente invento es proporcionar 
un mito do eooaómleo para preparar 5'-fosfatos de guanosina 
por fermentación. Otro, proporcionar un mótodo para obte­
ner 5'-fosfatos de nucleósidos a partir del caldo de fermen­
tación* Y otros más se deducirán de la deaoripoión detalla­
da siguiente del mismo.

De conformidad oon el presente invento, se ha 
comprobado que pueden producirse 5'-fosfatos de guanosina 
cultivando oepas de B. subtilis con pooa nucleotidasa en 
medios acuosos adecuados. XI cultivo de estas oepas en me­
dios adecuados de fermentación produce una acumulación de 
5'-fosfatos de guanosina en el caldo de fermentación, del 
oual puede recuperarse el producto así obtenido.

La fermentación de la cepa de B. subtilis 
ae efeotua en medios acuosos que contienen generadores de 
oarbono y nitrógeno asimilables por el organismo, son 
generadores adeouados de oarbono para uso en tales fermen­
taciones les carbohidratos como almidón, y maltosa; y 
como generadores de nitrógeno asimilable pueden emplearse 
harina de semillas de soja e hidrolizado de caseína.30



Se ha comprobado que la pro dicción de los 
5'-nuoleotidos se estimula por la presenta de una pequeña 
cantidad de adenina, aunque esto no es esencial para la 
producción de los 5*-fosfatos de guanosina que interesan, 

g Los ¿'-fosfatos de guanosina obtenidos de
acuerdo oon este procedimiento de fermentación son mezclas 
de monofosfato y difosfato de guanosina. Es posible tam­
bién que el pro dicto da fermentación oontenga otros fosfa­
tos, ocmo el trifosfato da guanosina. El difosfato y el 

10 trifosfato de guanosina recuperados de los caldos de fermen­
tación pueden ooiEver tirso en monofosfato de guanosina por 
la acción del Calor.

las cepas de B. subtilis que sirven para llevar 
a oabo loa procedimientos del presente invento oomprenden 

15 las que tienen poca nuoleotidasa. Pueden obtenerse copas 
adecuadas de B. subtilis con poca nuoleotidasa por mutación 
según métodos muy oonocidos en asta especialidad. Las oe- 
pas mutadas se ensayan del modo aquí desorito para determi­
nar ai producen los 5'-fosfatos de guanosina que interesan.

20 Uha cepa de B¿ subtilis particularmente útil
para producir talas compuestos se conserva en el Departamen­
to de Agricultura de Peoría, Illinois, donde esté disponible 
bajo el número de registro NHRL B-2911.

los siguientes ejemplos ilustren métodos para 
25 obtener los 5'-fosfatos de guanosina conforme al presente 

invento.
EJBtPLO H.-

Un medio de fermentación gis contiene loa compo­
nentes aquí enumerados se prepara como sigue:
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Extracto do harina do sola' 
Almidón soluble 
Citrato sódico 
Sulfato de adenina 
MmtaEMi 
E01

28^074 1 litro
ao g.
11.7 g. 
0,015 g.
10.8 g. 
1,5 g. 
0,493 g., 
0,147 g.

x Se tratan al vapor 50 g. do harina do soja pulveri­
zada durante una hora, en un litro do hidróxido só­
dico 0,085n, se filtran a través de tres oapas do 
estopilla, y se completan con agua hasta un litro.

Se ponan 40 mi. do este medio en matraces de 
Brlenmeyer de 350 mi. y se esterilizan recipientes y conteni­
dos quinos minutos en autoclave, a 130*C.

A continuación se inocula el medio con 0,01 
volumen de una suspensión diluida de un cultivo indinado de
B. subtilia NBR1 B-8911 en amortiguador de fosfato 0,03m 
(pH 4). Los matraoea inoculados se incuban luego a 86^0 en
un agitador giratorio, a 880 rpm. durante onoe das. Después 
del periodo de fermentación, el caldo se extraota oon ácido 
perdórico al 7%, y el extraoto neutralizado se valora micro­
bio lógicamente con B. subtilis 0396 por el procedimiento que 
luego se describe.

La extracción con ácido perdórico se efectúa 
añadiendo 0,1 volumen de áoido perdórico al 70% al caldo de 
fermentación, centrifugando para retirar las proteínas pre­
cipitadas, y neutralizando lá capa de encima con un álcali.

Oha valoración del extracto perdórico reveló 
que el caldo contenía 855 mcg de equivalentes de guanina por 
mililitro. Alternativamente, pueden retirarse por centrifu­
gación las células, y se valora el caldo que sobrenada.

La valoración se haoe en un tubo mibrobiológioo 
empleando B. subtilis 0895, un mutante que requiera guanina 
y reaccione a ella, y nucleósidoe y nuoleótidos que contengan30
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guanina.
lit ro :

medio de valoración biconcentrado oontiene por

Glucosa ' SO g.
HidroHaado de caseína NBO ain vitamina 
(ácido), exento de salea 30 g.

^HPO. 6 g.
KB.B04 ^ 8.
NH701 1 g*
NHDTOg 0,3 g.
NagSO? 0,3 g.
M^O.?7H.O 0,02 g.
FeS0?.7^0 0,002 g.
MnS0?.H{,0 0,0016 g.
CaOlg , 0,0010 g.

PH . 6,0-7,0
para valorar, el caldo centrifugado o el extrac- 

perclórioo neutralizado ae pone en 20 tubos de ensayomde
175 mm. y ae añade agua hasta 8 mi. y luego 8 mi. de reactivo 
2X; los tubos se cierran con tapas de acero inoxidable. Se 
llevan los tubos a la autoclave y se inoculan con una g:ta 
de una suspensión diluida de esporas de B. subtilis <3395 
(dos gotas de suspensión de esporas por 10 mi. de agua). Se 
incuba durante 16 horas a 37*0 en un agitador giratorio 
(220 rpm). Se incluye una serie de tubos que contienen de 
0 a 100 mog/Sml. de monofosfato disódioo de guano sina 
(NagpíFG.SHgO), qpe corresponden a 0-34 mog/ml. Después de la 
incubación, se leen las densidades ópticas en el colorímetro 
lumetron a 660 mu. íós resultados se anotan en pcg/iml de 
equivalentes de guanina. (Si toda la actividad proviniera 
del MPG, el peso del Na^gPG.2HgÓ ae obtendría multiplicando 
loa mog/ml de equivalentes de guanina por 2,93).

Una porción del extracto perclórico, después 
de neutralizar como qieda dicho, se sometió a cromatografía 
sobre hojas oirculares de papel Whatman n* 1, empleando sis­
temas de disolventes 1 (n-propadol-NHg-B^O, 6:3:1), 2 (ácido 
iaobutírico-N^,OH oono.-^0, 66:1:33) y 3 (ácido isobutírioo
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NH^OH cono^-H^O, 57:4:39), En loa tres sistemas, una^&e 
las bandas absorbentes de UV diá un similar al de MPO 
(5̂ ). El extraoto neutralizado se examinó por cromatografía 
mixta oonüPO (5*) y con "ácido guaníUoo" oomeroial - mezcla 
presunta de3PG(3*) y MPG(3') - en el sistema lí El extracto 
dió una banda oon M?G (5̂ ) pero no con ácido gaanílioo del 
oomeroio.

.las diversas bandas y las zonas intermedias, 
tras cromatografía del extracto neutralizado en el sistema 
de disolventes 1, ee reoortaron, se eluyercn con agua, se 
pusieron en tubos de bioanálisia y se inocularon con 
B. subtllis G395. Unicamente la banda de Ry 0,13 mostró 
bioactívidad. Esta banda, mi cromatografía mixta, ooinoldiá 
con MPG(5') en si stemas 1, 3, 3 y 4 [J(NB̂ )S0̂  en amortigua­
dor de ib sfato 0,lm (pH 7)-n-propanol, 50:l] , pero no al 
mezclar oon ácido guaallíco oomeroial.

El extracto neutralizado se aplicó a una colum­
na de Dowex-l-X3, resina de intercambio aniánloo. La 
columna, se lavó oon BC1 0,005m. que separa la guanina y la 
guanosina; luego se eíuyd oon BC1 0,lm. que elimina los 
nuoledtidos. Se valoraron las muestras, y eloáloulo demos­
tró que d  caldo original contenía 50 mog/ml de guanina 
y guanosina, calculados corno guanina, y 570 mog/hl de 5'- 
fosfatos de guanosina, calculados oomo NagMPQ.2HgO.

El eluato de resina con HC1 0,lm. se oonoentró 
por liofilizaoión, y ae scmetiá a cromatografía olrcular 
mixta oon y ácido guan%lioo cuteroial en sistemas
de disolventes 1 y 4. solo oon MPGÍ5') coinoidiá una de 
las bandas del eluato oon la conocida,

El eluato de resina y la banda eluida del papel
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se compararon aobre papel con nuoleótidos conocidos que con 
tanian guanina, en cuanto a la reacción ccm el aerosol- de 
cisteína sulfúrica para compuestos qpe contienen desoxirri-
bosa, y con el de peryodato-benoidina para oompuestos que 
contienen grupos hidroxilo adyacentes en la fracción del
azúcar, oon los resultados siguientes:

nPG(s^)
Acido guanílico comercial 
Desoxiguanílioo 
Eluato de resina 
Banda sobra papel

01 ateína sulfúrica Peryodato .
bencidina

negativo positivo
negativo negativo
positivo negativo

- ++++
- + ' 4 *

los anteriores datos indican que el B+ subtllis 
NRRL B-2911 acumula ribonucleótidoa qie contienen guanina, 
con los fosfatos ligados a la posición 5* de la rihosa. 
EJBMPU0"S*.-

En otra serie de experimentos, se cultivó
B. subtilis NRRL B-8911 en el medio descrito en el ejemplo 
1*. oon adenina y sin ella. La fermentación se realizó como 
queda descrito en el ejaaplo H, durante diez dias a 88^0. 
Terminada la fermentación, se centrifugó el baldo, y se valo- 

20 ró la capa sobrenadante como se ha descrito en el ejemplo 1*.
Loa resultados de estos experimentos constan 

en la siguiente tabla:
Adición Volumen del medio (mi) Equivalentes de

ñor matraz de 850 mi. guanina (mesial)
Ninguna 40 120
Sulfato de adeni-

25 na (15 mog/ml) 40 810
xrmíPLO 3S.-

En otro ejqperimanto, se cultivó B. subtilis 
NRRL B-2911 en el medio desorito en el ejemplo 1*, sin 
sulfato de adenina. En este ensayo, el volumen del medio 
era de 20 mi por matraz de 250 mi. Terminada la fermentación30
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que duró diez dias a 28*C ae centrifugó el caldo, y el lí­
quido sobrenadante se valoró como queda descrito. la valora­
ción reveló la presencia de 200 mog^al de equivalentes de 
guanina.

Uha porción del caldo clarificado se sometió.a 
cromatografía sobre papel; se reoortaron las bandas, se elu- 
yeron con agua, y se oromatografiaron sobre Dowex-l-X2, 
según la técnica expuesta m  el ej ampio 1*. la valoración 
de las muestras del eluato obtenidas lavando con HC1 0,005m 
y oon BC1 0,1, airvló para oaloular que el caldoyirnitivo 
contenia ;70 mog/Snl de equivalentes de guanina y guanoaina, 
y 380 mog/ml de guanin-nuoleótidos en forma de Na^PG.SEgO. 
TLn^PLO 4 a.-

En otra serie de experimentos, se cultivó 
B. subtilis NRRL B-2911 en el medio descrito en el ejemplo 
1*, con adición de 15 mcg/ml # 30 mog/Snl de sulfato de ade- 
nine, durante diez dias a 28^0* En estos experimentos, el 
volumen del medio era de 30 mi por matraz de 350 mi. Termi­
nada la feimantación, se centrifugó el caldo, y la oapa 
sobrenadante se valoró oomo queda descrito en el ejemplo 1*. 
La tabla aigui^ta expone los recitados:

Sulfato de adenina Equivalentes de guanina ' mĉ Áal. mĉ /ml
16 240
30 295

HJXMPLO 5^.-
Se preparó un medio oomo se ha descrito en el 

ejemplo 1*, empleando 80 g de maltosa en vez de almidón solu­
ble. Se esterilizaron 20 m& del medio en un erlenmeyer de 
250 mi, y se agregó sulfato de adenina a razón de 15 mcg/Snl. 
El medio esterilizado se inoculó oon B. subtilis NRRL B-2911
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y los matraces inoculados se incubaron en un agitador gira­
torio durante diez dias. Terminada la fermentación, se cen­
trifugó el caldo, y se valoró la capa sobrenadante conforme 
se expuso en el ejemplo 1*. Los resultados de la valora­
ción constan en la siguiente tabla:
Equivalentes de Guanina y guahosina Guanin-nucleótidos
guanina como guanina oomo Nag^PG.SHgO

mca/ml (mca/mll (mcg/ml)
205 ' 40 480

Los caldos de fermentación obtenidos cultivando 
una cepa particular de B. subtills pueden ensayarse cono 
se describe a continuación, para averiguar si contienen poca 
actividad de núcleotidasa y sirven por ello para producir 
5'-fosfatos de guanosina de conformidad con este invento.

En este procedimiento, el caldo de fermentación 
se centrifuga, y 0,5 mi. del liquido que sobrenada se mez­
clan con 0,5 mi. de una solución acuosa de monofosfato dihi­
dratado de guanosina disodica y con unas gotas de tolueno, 
y la mezcla se incuba durante 16 horas a 38* C. Se salpioan 
con 10 miorolitros de la muestra incubada resultante unas 
hojas circulares de papel (Hhatman n* 1), y se someten a cro­
matografía en el sistana de disolventes 1 (n-propanol-NHg- 
HgO, 6:3:1), durante cuatro horas a temperatura ambiente.
Luego se examinan los papeles a la luz UV, para hallar la 
intensidad de las bandas de 5'-fosfato de guanosina (Rf 0,14 
y de guanosina más guanina (Rp 0,40). Las oepas de B.subtilis 
con poca nucleotidasa dan una ganda de guanosina más guanina 
menos intensa que la de 5'-fosfatos de guanosina.
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Se reivlndi oa oomo obj eto de esta patente de
invención

1.- Procedimiento para preparar 5'-fosfatos de
g guano alna, el cual comprende el cultivo de una oepa de

B. subtili8 con poca núcleo ti ¿asa en un medio nutritivo 
° acuoso cpre contenga generadores de nitrógeno y carbono asi­

milables, durante un lapso suficiente para acumular estos 
fosfatos en el caldo de fermentación*

10 3.- Procedimiento según la reivindicación 1,
en el que la oepa es de B*subtilia BRRL B-3911.

3*- Procedimiento según la reivindicación 1, en 
el que el nedio nutritivo acuoso contiene una pequeña can­
tidad de adenina*

15 4.- Procedimiento según la reivindicación 1,
en el que se anplea harina de soja oomo generador de nitró­
geno asimSable.

5.- Procedimiento según la reivindicación 1,
30 en el que se emplea hidrolizado de oaseina oomo generador 

de nitrógeno asimilable.

lable.
8.- Procedimiento para preparar 5'-fosfatos de

guanosina, el oual oomprende el cultivo de una capa de 
B* subtilia eon poca nuoleotisada en un medio nutritivo30



í

aouoso que contiene generadores de nitrógeno y carbono 
asimilables, y la recuperación de diohos fosfatos del oaldn 
de fermentación resultante.

9w- Procedimiento sogón la reivindicación e,
5 en el que la oepa es de B. subtilia NHBL B-S911.

10.- Procedimiento para preparar 5*-fosfatos
de guanos ina.

Esta memoria consta de once páginas escritas 
Por una a) la oara¿
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