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MERCK & 00., mc. - de nacionalidad nort'emnerioana - domioi~
liada en RAHWAY (New Jaraoy. E.U.) 126 Zast Dincoln “Avenue.
' por:
"Proeedmunto para pieparar 5'-‘-roamtqa de gué.noaina".
h v~ 30008~ ‘

Menmnoria Desoript.{va

Este invento se refiere a la preparaci&n de

: 5'-fostatos de guanoaina, y mds oonoretmnte. al método de

preparar estos S5'-fosfatos oultivando cepas adecuadas de
microorganismos en medios de femen tacidn.
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1os §'-rosratos de los diversos nucledsidos, ta-
les oomo 4oldo guanflico y 4oido inosfmico, son aromatizan-
tes valiosos para alimentos, bebidas y condimentos. Ia |
adicidn de pequetias cantidades de estos nuoledsidos me jore
mucho el sabor de diferentes produsctos de las clases o tadas.

1os 5'-fosfatos de nucleSsidos se pueden pre-
parar por.marﬂnsis enzimdtioa del do1do ribonucleico, Sin
enbargo, este niétodo de preparar tales productos resulta
relativamnte oaro, v se han buscado otros mds adecuados
yara produsirlos a esoala Mustrial; _

Un objeto del presente invento es poporcionar

un método ecomdmico para preparar 5t-fosfatos de guanosina

por fermentaciSu. Otro, proporoionar un método para obte-
ner 5'~fosfatos de. nuoledsidos a partir del caldo de femmen-
tacién, Y otros més se deducirdn de la desoripoidn detalla-
da siguiente del mismo.

De conformidad con e preaente hwento, se ha

oompwobado que pued.en prodwirse 5'~-fosfatos de guanosina

gultivando cepas de B. gubtinl ean poca nucleotidesa en
medios acuosos adecuados. El acultivo de estas cepas en me~
dios adecuados de fementaoiln produos una scumilacién de
5t-fosfatos de guanosina en el caldo de fermentacién, del
oual puede recuperarse el produoto asf obtenido.

1a fermentaoién de la cepa de B, subtilis
se efectua en medios aouosos que contienen seneradores de
oarbono y nitrdégeno asimilables por el organiamo. Son
generadcres adecuados de carbono pare uso en tales fermen-
taciones los carbohidratos oomo almidén, y maltosa; y

oomo generadores de nitrdgeno asimilable pueden emplearss

harine de semillas de soja e hidrolizado de casefnea., .
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5'-nuoleotidos se estimula por la presencia de una pequefia
cantidad de adenina, aunque esto no es esencial pars la

‘produccidn de los 5'-fosfatos de guanosina que interesan.

los §*=fosfatos de guanosine obtemidos de

~acuerdo con este procedimiento de fermentacidn son mezolas

de monofostato y difosfato de gusnosina, Es posible tam-
bien que el producto de tetmentaoi&n oontenga otros fosfe-

- tos, como el trifosfato ds guanosina. El difosfato y el

trifosfato de guanosina recuperados de 1os celdos de fermen:
teoidn pueden cohvertirse en monofosfeto de guanosina por
la accidn del calor. '

1as.cepas de B, subtilis que sirven peara llevar
a ocabo los prboadimiontc;a" dél Presente invento oomprenden
las qﬁe tiénm poca nuoleotidasa, Pueden obtenerse capas

"adeouadas de B, subtilis con pooa nuocleotidasea por mutacidn

segin métodos muy conocidos en esta especialidad, 1las oe-
pas mutadas se ensayan del modo aquf desorito para determi-
nar si producen los 5'=fosfatos de guanosina que interesan.

Une oepa de By subtilis partioularmente wtil
para producir tales oumpuestos ‘seA conserva en el Departamen~
to de Ahricﬁltura de Peoria, Illinois, donde estd disponible
bajo el ndnero de registro NRRL B-2811.

Ios sigulentes ejemplos ilustren métodos pare
obtener los 5'-fosfatos de gueposina conforme &l presente
invento,

EIBMPIO 18,
- Un medio de fermentacién qe contiene 10s compo-

nentes aqui enumerhdos 50 prepara como slgie:
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Extracto de harina de soja
. AlmidSn soluble

~ Citrato sddico 1,7 a.
?ulre;to de adenina : 18 gls g

. g’

met o e
’ . 8.,
caolg:zggo " 0,147 g.

X ge ¢tratan &l vapor 50 g. de barine de soja pulveri-
zads durante una hora, en un litro de hidréxido sé-.
dico 0,025n, se filtran & través de tres oapas de
estopilla. y se completan oon agua hasta un litro, .
~ Se ponen 40 ml, de este medio en matraces de

Erlenmeyer de 250 ml, y se esterilizan recipientes y conteni-
dos q‘,uino‘e minutos en sutoolave, & 180%¢C,

A continuacidn se imooula el medio con 0,01
volumen de unaauspena'i'Sn diluida de un oultivo inclinado de
B. subtills NRRL B-291l en emortiguedor de fosfato 0,0lm
(pH 6). Los matraces inoculados se incuban luego a 28%C en
un agitador giratorio, a 280 rm, durante onoe dtas. Despues
dei pmddo de fermentacidn, el oaldo se extraota oon 4cido
percldrico al 7%, ¥ el extracto meutralizado se valora micro-
biologlcamenté oon B, wbﬁna G295 por el prooedimiento que
luego se desoribe. - .

. la extracoién oon do1do peroldrico se afectua
afiadiendo 0,1 volumen de £oido perclérico al 70% al caldo de
fementaoidn, centrifugando para retirar las proteinas pre-
oipitadss, y neutralizando la capa de encima cén un dloali.

Una valoracién del extracto perolémoo reveld
qne el caldo oontenfa 255 mog de equivalentes de guanina por

mililitro, Altemativamente, pueden retirarse por oentrify-

gaoidn iaé células, ¥y se valora el caldo que sobrenada.

La valoreciln se haoce en un tubo midrobioldgico-

. empleando B, subtilis G295, un mutente que reguiera guanina

y Teaccione a ella, y nucledsidos y nucledtidos que oontengen
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guanina, EL medio de valoraoidén biconcentrado contiene por

iitro:

Glucosa ) . 20 g. .

" Hidrolisado de casefna NBC sin vitamina

. (oldo), exento de sales 20 g.
E~HPO, , : 6 g.
Kﬁam* : 2 8.
NH;C1 ' _ 1 g.
NH,NO5 | 0,2 g.
Na 304 ‘ ‘ 0,3 &
F6304. 3O 0,002 g
MnSO0, o Hy © 0,0016 g.
cacly ©. . ~ 0,0010 &.

.JH = 6,8-7,0

, Para valorar, el caldo centrifugado o el extrace-
e péroi&rioo neutralizado se pone en 20 tubos'de ensayonde
175 mm. ¥ se.aﬁade ague hasta S ml. y luege 5 ml. de reactivo
2X; los tubos se clerren ocon tepas de acerc imoxideble. Se
llevan los tubos a la autoclave y se. ."tnoculan con una. g ta
de una suspensién diluida de esporas de B, subtilis G205
{dos gotas de suspensidn de esporas por 10 ml. de agua). Se
inouba durante 16 horas a 378G en un agitador giratorio o
(220 rpm). Se incluye una serie de tubos que contienen de
0e ~106 mog/uml. de monofosfato aisédico de guanosine
(ﬁaz!m.zﬂaoi, q;ue} corresponden a 0-34 mog/ml. Despues de la
inoubacidn, se leen las densidades Spticas en el ocolorimetro
lametron a 660 mu. ILos resultados se amotan en pog/ul de

6§u1valentes de gusnina. (Si toda la aotivided proviniera
del MPG, el peso del NagMPG.2H,0 se obtendrfa multiplicando
los mog/ml de equivalentes de guanina por 2,93).

o Ung poreidn del extracto perclérico, despues
de neutralizar ﬁomo q.tede.- dicho, se sometid a oromatograrfa
sobre hojas ciroulares de papel Whatman n? 1, 'em;;lea.'ndo sis~
temas de d,isolvent’es'l (n-propaiol -mz-nzd, 8:3:1), 2 (dolao
1sobut{rico-NH,0H oono,-Hy0, 88:1:33) y 3 .(éoido ‘1 sobut{ri 00
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NBQOH oono.-HaO 5'7:4 39). ™ les tres sl stemas, tma'“fde
las bandas _absorbontea de TV 416 un Ry similar al de MPG
(5 *)e 1 extracto neutrallzade se exanind por oromatograria
mﬂaponm_(-s') ¥ con "doido guanilico® comercial ~ mezola
presunta deAPG(2') y mf.‘i') - en & sistems 1, El extraoto
d16 una banda con MPG (5') pero no con doido guenflioo del
oomercio;_ ' o ' '

;I.aa givefsgs bandas y las znas intemedias,

tras cromatografia del extracto neutralizado en el sistema

. de disolventes 1, se reoortaroﬂ, se eluyeron con agua, se

pusieron en tubos de bioandlisis y se inooularon con
Bs_subtilis G295.- Uniceamente la banda de R, 0,12 mostrd
bioactividad. Esta banda, en oroﬁgtogmr:[a mixte, coinoidid
con MPG(S5*) en sistemas 1, 2, 3 y ¢ L’(MH‘,,‘)EDO.1= en amortigua-

~ dor de fosfato 0,1m (pH ?)-n-propanol, 50 1] s pero no al -

mezelar con 4oido guanilfco comeroial.
" El extrasto neutralizado se eplicd & una colunm-

ne de Dowei-l-]{a, resine de intercambioc anidnico., Ia

~ columns, se lavé con HO1 0,005m, que separa la gﬁanina Y 1la

guanosina; luego se eluyd con HCL 0,lm. que elimina los
nuoleStidos. Se valoraron las muestras, y elofloulo demos-
t»8 que el caldo original osontenia 50 mog/nl de guanina

¥y guanosine, caloulados como guanina, y 570 mog/ml de S'-
fosfatos de guanosina, calculados oomo NeghiPG.2H,0.

El eluato de resina con HCL 0,lm. se ooncentrd
por iiotilizao;&n, y se sometid a oromatograffa cirocular
mixta con MPG(5') y dofdo granflico comerciel en sistemas
de diaolmtes ly 4. Solo ocon m(é*) coinocidid una de

- las bande.s del eluato oon le conoclda,

Rl eluate de resina y la ba.nda eluida del papel
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se compararon sobre papel oon nuoledt;dos‘ conoocidos que con

tenian guanina, en cuanto & la reaccidn con el aerosol:. de
oistefna sulfurica para ocmpuestos' qre oontienen desoxirri-
bosa, y oon el de peryodato-bencidina para campuestos que

contienen grupos hidroxilo adyagenfés en la fradoién del

azucar, oon los resultados siguientea:

Cistefna sulfurica Peryodato .
MPG(5' ) : negativo positivo
Aoido. guanflioo oomercial - - negative - negativo
Desoxiguan{lico . positive negativo
Eluato de resina - A tors
Banda sobre papel . % +5

) los anterlores datos indliocen qe el B, subtilis
NRRL B-2911 ecumla ribonuoleStidos qie contienen zuanine,
con los fosfatos ligados a 1a posicién 5' de la ribosa.

RIBMPIO"BS , -

En otre’ serie de experimentos, se cultivd
B._subtilis NRRL B-2911 en ol medio desorito em el ejemplo

1%, oon adenina y sin ella, Ia fermntac;&n se realizd como

gﬁeda desorito en el ejauplo 1%, durante diez dies a gaec,

Terminada la rermentacidn,. se @trimgé el caldo, y se valo- -

ré la capa sobrenadante oomo se ha desorito en el ejemplo 1f.
. los resultados de ostos experimentos cogstan

en la aiguiente tabla: _

Adicidn‘ Volumen del médio (ml) Equi valentei de

por matraz de 350 ml, . guanina{mog/ml)
Nipguna 40 120
Sulfato de adeni- . :
na (15 mog/ml) , 40 810

3%, _
) Bn: otro experimento, se aultivé B, subtilis

NRRL B-2911 en el medio desorito en el ejemplo 12, sin

sulfato de adenina, BEn este ensayo, el volumen del medio .

era de 20 ml por matraz de 250 ml, Terminada la fermentacién
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que dur6 diez dias & 289C se oentrimgﬁ el caldo, ¥ el i~
guido sobrenadante se valord como queda desorito, la valore-
oidn reveld la presencia de 200 mOg/ml—"de equivalentes de
guanina, o '
' Una porcidn del caldo oclarificado se sometié.a
cromatograffa sobre papel; se recortaron 1as pendes, se elu-
yeron con agua, y Se oromatografiaren sobre Dowex-1-X2, .
segin la téonfca expuesta en el ejemplo 1?. Ia valoracién
de las muestras dei eluato obtenidas lavando con Rl o, Ooﬁ

¥y oon HOL 0,1, sirvid para caloular gue el caldoppimitivo

oontenie 170 mog/ml de equivalentes de guanina y guanosina,
y 380 mog/ml de guanin-nuocledtidos en forma de Na MPG. 2&20.

En otra serie de experimentos, se oultivé
B, subtllis NRRL B-2911 en el medio descrito en ol ejemplo
1¢, oon adieidn de 15 mog/ml § 30 mog/ul de mifato de ade-
nine, durante diez dias a 28%C: IFn estos emerim;ntqa, el
volumen del medic era de 20 ml por matraz de 250 ml. : Tormi~
nada la fermentacidn, se dentrifugd el caldo, y la caps
sobrenadante se valord como queda desorito en el ejemplo 1f.
Ia tabla sigaiente expone los resultados:

Sulfato de adenina  Equivalentes de guanina

mog/ml . _ o
5 ST 240
3 . 205

-

RIRIPLO 5§y~
S Se prepard un medio oomo se ha descrito em el

ejemplo 12, empleando 80 g de maltosa en vez de almiddn solu-

" ble, Se esterilizaron 20 md del medio en un erlemmeyer de

350 ml, y se agregd sulfato de adenine 8 razén de 15 mog/ml,
El medio esterilizado se inoould oon B3 mbtilis NRRL B-2911
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¥ los matraces 1noculad05 se incubaron en un agitador gira-
torio durente diez dias. Terminada la fermentacidn, se cen-
trifugd el caldo, y se valord la capa sobrenadante conforme

se expuso en el ejémplo 12, Ios resultados de la valora=-

cidn oc@nsttm .en la siguiente tabla:

Equivalentes de  Guanina y guahosina Guanin-nucledtidos

guanins - como guanina como Ne MPG.2H,0
mog/ml : (mog/ml) (mjlml) 2
205 ’ 40 | 480

Ios caldos de fermentacidn obtenidos cultivando

. una cepa partiocular dé B, subtilis pueden ensayarse como

‘se desoribe a continuacidn, para averiguar si contienen poca
aotividad de nucleotidasa y sirven por ello para producir
5'-fosfa*bos de guanosina de conformidad con este invento.

En este proocedimiento, el caldo de fementacmn
se centrifuga, y 0,5 ml. del liquido que sobrenada se mez-
clan con 0,5 ml. de una solucién acuosa de monofosfato dihi-
dratado de éuanosina disodica y.con wnas gotas de toluweno,
¥ la mezcla se inouba durante 16 horas a 282 C, Se selpioan
con 10 migrolitros de la muesti'a inoubada r_esﬁltante unes
hojas 'cirmilare-s de papel (Whatmen n?-1l), y se someten a oro-
matograf{a en el sistema de disolventes 1 (n-propanol-NHs-
H,0, 6:3:1), durante cuatro horas § temperatura ambiente.
Iuego se examinan los papeles a la luz UV, para hallar la
intensidad de laé bandas de 5'-fosfato de guanosina {Rp 0,14

¥y de guanosina més guaniha (Rp 0,40). las ocpas de B.subtilis

con poca nucleotidasa dan una panda de guanosina més guanina

menos intensa que la de 5'-fosfatos de guanosina,
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. Se refivindica oomo ob.,j sto de esta patente de
tavencidn: : '

1o~ Pmbedimionto pare rreparar 5'-fosfatos de
gnagoaina, el oual comprende el cultivo de una cepa de
B‘= subtilis con pooa nucleotidasa en un medio nutritivo
acu0s0 que contenge gemeradorss _nda nitr‘}geno Yy carbono asi-
milables, durante un lapso suficiente para acumuler estos
fosfatos en el caldo de fermentacidn,

‘2.= Procedimiento segdn la reivindicecidn 1,
en el qus la oepa es de Bysubdtilis NRRL B-281l1, °

3= Pmoedimiento segin la reivindioaoicSn 1, an
el que el nedio nutritivo acuoso contiene uns pequefia can-
tidad o adenine, | ' )

4.- Prooediniento segdn la reivindoaoi&n 1,
en el que se unplea barina de soja oamo generador de nitrd-
geno asimiable. ‘ | . ‘

5.= Procedimiento segtin la reivindicaoidn 1,
en &l que se emplea- hidrolizado de oaseina. ocmo generador
de nitrégeno asimihble. ‘
- Procedimiento segtin la reivindicacidn, en

el:que se (emplea maltosa como generador de oarbono asimila-

vd
ble.

9 .- Procedimiento segin la relvindt oaoiGn 1,
en el que se emplea Bimiddn como generador de carbono asimi-

- lable.

B. Procedimiento para preparar 5'-fosfatos de
,guanosina, el oual comprende ol cultivo de una oepa de

B, subtilis con pooa nucleotisada en un medio nutritivo

»
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aouoso que contiene generadores ds nitrdgeno y carbono
asimilables, ¥ la recuperacidn de diohos msfatbﬁ del oaldo
de .fergnontﬁni&n resultante.

9:- Procedimiento sea¥n la rToivindicacién 8,
ea el que la ocepa es de B, subtilis NRRL _};-_a_'_gg-.
10.~ Procedimiento para preparar S'-fosfatos

Esta memoria consta de :once péginas esoritas
Por una sla cara,
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