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MEMORIA DESCRIPTIVA

que se p re s e n ta  p a ra  u n i r  a  l a  s o l ic i tu d  

d e

PATENTE D B INVENCION 

form ulada e l  4 de Jun io  de 1964, con e l  Ni 300.587

e n

E S P A Ñ A  

por VEINTE años

a nombre de KYOWA HAKKO KOGYO CO. LTD., en tid ad  jap o n esa , e s ­

ta b le c id a  en 4 , Ohtemaohi - 1 -  ohome, Uhiyoda -  Ku, Tokyo, J a ­

pón, p o r:

" UN MTODO PARA LA PRODUCCION DE ACIDO 5'-IN0SINIC0 "

La p re sen te  in v en c ió n  se r e f i e r e  a un proced im ien to  

p a ra  l a  p re p a ra c ió n  de ácido  5 '- in o s ín ic o  en una e sc a la  in d u s ­

t r i a l ,  e s  d e c i r ,  a  bajo  oosto  y a l to  ren d im ien to .

E l ácido  5*- in o s ín ic o ,  jun to  con e l  ácido  c u a n íl ic o ,

5 ácido  x a n t i l ic o  y o tro s  n u c leó tid o s  de p u r ln a , h a  encontrado  

rápidam ente c re c ie n te s  a p lic a c io n e s  como condimento quím ico.

De acuerdo con e s to ,  se han  p ropuesto  un número,de procedim ien  

to s  p a ra  su  fa b r ic a c ió n  en e s c a la  i n d u s t r i a l .  E s to s  métodos in  

c luyen  ferm en tación  d i r e c ta  con m icroorganism os, conversión  de 

10  b a se s  n u c le ic a s , o b ten id as  por s í n t e s i s  quím ica, en n u c leó tid o s
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p o r a cc ió n  m ic ro b ian a , y f o s f o r i l a c ió n  d e l  n n c le ó tid o  forma­

do por a cc ió n  m ic ro b ian a , a "través de un tra ta m ie n to  quím ico. 

S in  embargo, ninguno de lo s  p ro ced im ien to s  h a s ta  ah o ra  pro -  

p u esto s  e s t á  l i b r e  de d i f i c u l t a d e s  t é c n ic a s ,  y se ha s e ñ a la -  

5 do que se r e q u ie re  mucho t r a b a jo  y una in v e rs ió n  e x te n s iv a  

en  equipo p a ra  l a  re c u p e ra c ió n  y re fin a d o  d e l  n u c le ó tid o , 

porque se form a en b a ja s  c o n c e n tra c io n e s .

La p re se n te  in v en c ió n  se r e f i e r e  a l  descu b rim ien to  

de un proced im ien to  p a ra  acum ular una g ran  can tid ad  d e l  p ro -  

10  ducto  d esead o , combinando eficazm ente  c i e r to s  m icroorganism os 

que l ib e r a n  enzim as s in g u la re s  en  su medio de c u l t iv o .

La p re se n te  in v e n c ió n , p o r lo  t a n to ,  t ie n e  como ob 

je t iv o  l a  p ro v is ió n  de un método a c e p ta b le  in d u s tr ia lm e n te  

p a ra  l a  p roducc ión  d e l  p re c iad o  ácido  5 ' - i n o s í n i c o , que e s -  

15 t á  l i b r e  de l a s  d e s v e n ta ja s  p re s e n te s  en  l o s  p ro ced im ien to s  

conocidos.

B1  p roced im ien to  comprende ( 1 ) c u l t iv a r  una m ezcla 

de (a )  un m icroorganism o que acumula una can tid ad  notablem en 

t e  grande de H ip o x an tin a , y (b )  un m icroorganism o que p rodu - 

20 ce un s is te m a  en z im ático  p a ra  l a  co n v ersió n  d i r e c t a  de l a  ba 

se n u c le ic a  en n u c le ó t id o , o ( 2 ) c u l t i v a r  separadam ente d i ­

chos m icroorganism os y después m ezc la rlo s  ju n to s .  E l c u l t i ­

vo se l l e v a  a  cabo en  un medio que co n tien e  un sa c á rid o  no 

caro  (h id ra to  de c a rb o n o ), fu en te  de n itró g e n o , s a l  in o rg á -  

25 n ic a ,  y s u s ta n c ia s  s im i la r e s .

E l mecanismo ex ac to  d e l  p roced im ien to  por e l  que 

se forma e l  ácido  5 ' - in o s ín ic o  no se conoce. S in  embargo, 

s in  d e se a r  comprometerse con e s to ,  p a rece  que e l  p roceso  pue 

de e x p l ic a r s e  de l a  s ig u ie n te  m anera.

30 Como es sabido, l a  hipoxantina es una base que es
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u n a ,p a r te  c o n s t i tu y e n te  d e l  ácido  5 ' - in o s ín ic o , 

un p re c u rso r  d e l  á c id o . P i r o f o s f o r i l a s a  de n u c leó tid o  es  un 

térm ino g en é rico  p a ra  l a s  enzim as que s in t e t i z a n  n u c le ó tid o s  

som etiendo b ase s  de ác id o  n u c le ico  a l a  acc ió n  de p i r o f o s í a -  

5 to  de ío s f o r ib o s i lo  o t r i f o s f a t o  de adenosina  y ác id o  r ib o s o -  

5 - io s ió r i c o .  Los m icroorganism os que poseen a l t a  a c tiv id a d  

de i o s f o r ib o s i l - p i r o f o s f o r i l a s a  producen ác id o  5 ' - in o s ín ic o  

en p re s e n c ia  de h ip o x a n tin a  y ác id o  D -r ib o s o -5 - fo s fó r ic o . Un 

p roced im ien to  p a ra  l a  p roducc ión  in d u s t r i a l  de l a  s u s ta n c ia

10 deseada  a  b a jo  co sto  deb erá  en to n ces  s u m in is tra r  l a s  u n id a ­

des c o n s t i tu y e n te s  d e l  ácido  5 ' - i n o s ín i c o ,  e s to  e s ,  h ipoxan­

t i n a ,  ácido  D -r ib o s o -5 - fo s fó r ic o , y un s is te m a  de enzima que 

combine d ich o s  c o n s t i tu y e n te s , de una manera b a ra ta  y a  c u b ie r  

to  de r ie s g o s .

15 Los m icroorganism os co n v en ien te s  en  l a  p re se n te  in ­

vención  como acum uladores de g ran  can tid ad  de h ip o x a n tin a  son 

B rev ibac te rium  ammoniagenes NS 7209-1 (ATCC RS 15454)y 

B rev ib ac te riu m  ammoniagenes ATCC RS 15187 ( r a z a  m utante d e l  

ATCC N& 6872 ob ten ido  po r tra ta m ie n to  con ag en te s  q u ím ico s).

20 E l m icroorganism o se c u l t iv a  en un medio de c u l t i ­

vo que p e rm ite  a  d icho  m icroorganism o alm acenar g randes can­

t id a d e s  de h ip o x a n tin a . A e s te  medio de c u l t iv o  se  hace r e -

fe re n c ia  aq u í como l a  s e m illa  y lo s  p r in c ip a le s  m edios de 

c u l t iv o .  Se compone de m a te r ia le s  h id ro carbonados ( s a c a r in a )  

25 t a l e s  como g lu c o sa , a m ilo d e x trin a  y o t r o s  s a c á r id o s  o m ela­

z a s  r e s id u a le s ;  fu e n te s  de n itró g en o  t a l e s  como amoniaco o 

s a le s  de amonio; s a le s  in o rg á n ic a s  t a l e s  como fo s fa to  d ib á ­

s ic o  dé c a lc io ,  fo s fa to  monobásico de c a lc io ,  s u l f a to  de 

m agnesio , s u l f a to  de p o ta s io ,  c lo ru ro  de so d io , y c lo ru ro  

30 de c a lc io .  S i  e s  n e c e s a r io , e l  medio co n tie n e  e x tra c to  de
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le v a d u ra , c a s s a to ,  h id ro l iz a o  de g l i c in a ,  p ep ío n a , l i c o r  de

in fu s ió n  de maíz y o tro s  in g re d ie n te s  que c o n tie n en  f a c to r e s  

p a ra  promover e l  c rec im ien to  de d ich o s  m icroorganism os y l a  

acum ulación dé h ip o x a n tin a . E l medio puede co n ten e r tam bién 

5 pequeñas c a n tid a d e s  de b io t in a ,  ad en ina  y s im i la r e s ,  que s i r -

t iv o  de siem bra de l a  com posición p re c e d e n te ; y se c u l t iv a  a  

302C d u ra n te  de unas 16 a  unas 24 h o ra s , con lo  c u a l l a s  c é -  

10 lu l a s  c re ce n  b ie n . Después de e s to ,  l a s  c é lu la s  c u lt iv a d a s  se 

t r a s la d a n  a  l o s  m edios de c u lt iv o  p r in c ip a le s ,  de t a l e s  com -  

p o s ic io n e s  que son adecuados p a ra  acum ular h ip o x a n tin a ^  En 

e s to s  medios p r in c ip a le s ,  l a s  r a z a s  se c u l t iv a n  p o s te rio rm en ­

te  m ie n tra s  se a ire a n  con a g i ta c ió n  a  desde 28 h a s ta  40$C, du 

15 ra n te  de unos 2 h a s ta  unos 4 d i a s .  D urante e l  c u l t iv o ,  e s  d e ­

seab le  a j u s t a r  e l  pü a  6+0 h a s ta  8 .0  con amoniaco o u re a . La 

h ip o x a n tin a  se acumula gradualm ente con e l  consumo de s a c á r i -  

dos h a s ta  que l a  p roducción  de h ip o x a n tin a  sube h a s ta  3 a  0 

mg. p o r m i. de lo s  m edios. E l f lù id o  r e s u l ta n te  se denomina 

20 f lù id o  de c u lt iv o  A p a ra  e l  p ro p ó s ito  de e s t a  e s p e c if ic a c ió n .

d u c ir  enzima s i n t e t i z a n t e ,  e s  d e c i r  p i r o í o s f o r i l a s a  de nu -  

c le ó t id o ,  pueden u sa rse  r a z a s  m utan tes de ambas e s p e c ie s  de 

m icroorganism os c i ta d a s  a r r i b a ,  como capaces de acum ular h i -  

25 p o x a n tin a . C u ltivando  d ic h a s  ra z a s  m utan tes de l a  misma mane 

r a  qué en e l  caso de lo s  m icroorganism os acum uladores.de h i ­

p o x a n tin a , se o b tien e  un í lá id o  de c u lt iv o  que t ie n e  una a l ­

t a  a c t iv id a d  de p i r o í o s f o r i l a s a  de n u c le ó t id o . E sto  e s ,  se 

observ a  una a p a r ic ió n  g rad u a l de a c t iv id a d  de p i r o f o s í o r i l a -  

30 s a  de n u c le ó tid o  en unas 24 h o ra s  de c u l t iv o  a ire ad o  con ag^

ven p a ra  e l  p ro p ó s ito  a n t e r io r .

Las a n te d ic h a s  r a z a s  se  in o c u la n  en  e l  medio de c u l

Como m icroorganism os que poseen  a c t iv id a d  p a ra  p ro -



ta c ió n .  La a c tiv id a d  a lca n z a  e l  máximo en 54 a 66 horas^cuán  

do e l  azú car en lo s  medios se consume h a s ta  e l  punto en que 

e l  p o rc e n ta je  cae h a s ta  4 a  2%. E l f lù id o  preparado  de e s t a  

manera se denomina f lù id o  de c u lt iv o  B p a ra  lo s  p ro p ó s ito s  

5 de a q u í.

Los medios empleados p a ra  e l  c u lt iv o  de e s te  o rg a ­

nismo son lo s  mismos o s im ila re s  a lo s  empleados en c u l t iv a r  

lo s  m icroorganism os acum uladores de h ip o x a n tin a , y e l  método 

de c u lt iv o  puede tam bién s e r  e l  mismo, e s  d e c i r ,  e l  c u l t iv o  

10  en  un medio de c u l t iv o  de siem bra seguido d e l  c u l t iv o  en e l  

medio de c u l t iv o  p r in c ip a l .

Los f lù id o s de c u lt iv o  A y B se o b tien en  de lo s  

c u l t iv o s  de l o s  m icroorganism os acum uladores de h ip o x an tin a  

y de lo s  m icroorganism os a c t iv o s  en p i r o f o s f o r i l a s a  de nu -  

15 c le ó t id o ,  re sp ec tiv a m en te . E s to s  f lù id o s de c u lt iv o  se mez­

c lan  en una adecuada r e la c ió n ,  y se someten p o s te rio rm en te  

a l  c u lt iv o  de a ir e a c ió n  con a g i ta c ió n .  La r e la c ió n  en l a  que 

lo s  f lù id o s  e s tá n  p re s e n te s  (A:B) puede s e r  desde 1 :1  ap ro x i 

madamente h a s ta  2 :1 aproxim adam ente. Se p r e f ie r e  s in  embargo 

20 que lo s  f lù id o s  se empleen en  ig u a le s  p ro p o rc io n es  aproxim a­

damente .

En lo s  medios de c u l t iv o  combinados, l a  h ip o x a n tin a  

se combina con ácido  D -r ib o so -5 - fo s fó r ic o  acumulado en lo s  me ' 

d io s ,  p a ra  form ar ácido  5 '- i n o s i n i c o . E l tiempo req u e rid o  

25 por l a  re a c c ió n  e s  normalmente de unas 24 .a 36 h o ra s , aunque 

depende de l a s  c an tid ad e s  de p re c u rso r  y enzima acumuladas 

en  lo s  f lù id o s  de c u lt iv o  A y B. E s ta  re a c c ió n  en z im àtica  

puede e s tim u la rse  y e s t a b i l i z a r s e  p o ste rio rm en te  añadiendo 

d i f e r e n te s  sa c á r id o s  u  o tro s  n u tr ie n te s  a  lo s  f lù id o s  de cu i 

30 t iv o  A y B continuando l a  m ezcla de e s to s .



4 Una vez observada acum ulación com pleta de á c id v ^ —̂  

5 ' - in o s ín ic o  en e l  medio combinado de c u l t iv o ,  l a s  c é lu la s  

se sep a ran  po r c e n tr ifu g a c ió n  p o r e jem plo . B1  l iq u id o  r e e u l  

t a n te  se somete a  tra ta m ie n to  p o r in te rcam b io  ió n ic o  de l a  

5 s ig u ie n te  maniera: Se d e ja  p a sa r e l  l iq u id o  l i b r e  de c é lu la s  

a  t r a v é s  de D ia - io n  SK1A (copolim ero  su lfonado  de e s t i r e n o  

y d l v i n i l  b en cen o ), se hace f l u i r  con agua sobre r e s in a  de 

in te rcam b io  ió n ic o ,  de modo que l a  sec c ió n  por debajo  de 

pü 2 .0  sea  a d so rb id a  en D ia -io n  SA21A ( r e s in a  de in te rc am - 

10  b io  de p o l ie s t i r e n o  y amonio c u a te rn a r io  fu e rtem en te  b á s i ­

c a ) ,  y después l a  se c c ió n  d e l  ác id o  in o s ín ic o  se  o b tie n e  por 

e x tra c c ió n  con ácido  c lo rh íd r ic o  0 ,5  N. E l ácido  5 ' - i n o s in i -  

co puro se o b tie n e  a  p a r t i r  de e s t a  s e é c ió n , una vez n e u tra ­

l iz a d a  con so sa  c á u s t ic a  y co n cen trad a  seguidam ente.

15 Además d e l  a n te r io r  p roced im ien to  de c u l t i v a r  dos

f lú id o s  de c u l t iv o  d i f e r e n te s  A y B en v a s i j a s  s e p a ra d a s , y 

después de e s to  m e zc la rlo s  ju n to s ,  e s  tam bién  p o s ib le  inocu ­

l a r  dos r a z a s  d i s t i n t a s  en e l  mismo medio de c u l t iv o  a l  m is­

mo tiem po o b ie n  una un poco a n te s  que l a  o t r a ,  y con e s to  

20 d e j a r l a s  a lm acenar ác id o  5*- in o s ín ic o  a  t r a v é s  de un c u l t i ­

vo s im b ió tic o  p e r f e c to .  Bn e l  f lú id o  mezclado de c u l t iv o ,  se 

ha te o r iz a d o  que l a  h ip o x a n tin a  p ro d u c id a  p o r una ra z a  A e s  

c o n v e r tid a  s in té tic a m e n te  en ác id o  5 '- in o s in ic o  por una r a ­

za B que t ie n e  a c t iv id a d  en p i r o f o s f o r i l a s a  de n u c leó tid o  u 

25 o t r a  a c t iv id a d  en  o x íg en o . B ste  e s  un ejem plo t í p i c o  de f e r ­

m entación  s im b ió tic a  p o r dos t i p o s  de ra z a s  d i f e r e n te s .  En 

e s te  c a so , e l  ácido  5*- in o s ín ic o  se re c u p e ra  y se r e f in a  

con una com binación de r e s in a s  de in te rcam b io  c a tió n ic o  y 

a n ió n ic o , de l a  misma forma que e l  método previam ente d e s c r i  

30 t o .  Se o b tie n e n  a g u ja s  de 5 '- in o s in a to  de so d io .



S igu iendo  con e s te  a sp ec to  de l a  in v e n c ió n /^ e s jp o -  

s i b l e ,  po r e jem p lo , c u l t i v a r  p re lim inarm en te  l a s  d i f e r e n te s  

r a z a s  de m icroorganism os en  d i s t i n t a s  p o rc io n es  d e l  medio de 

c u l t iv o  de siem bra d u ra n te  e l  p e rio d o  de tiempo desead o .

5 Continuando e l  acabado d e l  c u lt iv o  p re l im in a r ,  l a s

r e s p e c t iv a s  c e ló la s  c u lt iv a d a s  pueden l le v a r s e  a l  medio de 

c u l t iv o  p r in c ip a l ,  donde e l  c u lt iv o  se  l l e v a  en  forma sim­

b i ó t i c a .  l a  com posición de lo s  m edios empleados en e s te  a s ­

p ec to  de l a  in v en c ió n  e s  l a  misma que l a  empleada en lo s  as  

10 p e c to s  prev iam ente  se ñ a la d o s .

habiendo a s i  d e s c r i to  l a  in v en c ió n , é s t a  s e r á  i l u s  

t r a d a  por lo s  s ig u ie n te s  e jem p lo s. E s to s  ejem plos no han de 

c o n s id e ra rs e  como l im i t a t i v o s  de l a  in v e n c ió n , s in o  como me­

ram ente i l u s t r a t i v o s  de e l l a .

15
Ejemplo 1

P rep a ra c ió n  d e l  f là id o  de c u lt iv o  A:

1 ) C u ltiv o  de siem bra:

Un medio de c u l t iv o  que comprende 3 ,0  % de g lu c o sa , 

20 2,0% de e x tra c to  de le v a d u ra , 1 ,0  % de p ep tona  y 0,25%

de c lo ru ro  de so d io , se e s t e r i l i z a  con c a lo r  a  120BC du­

ra n te  15 m in u to s . D espués, se  in o c u la  B rev ibac te rium  

Ammoniatenes NC 7209-1 (ATCC N$ 15454) en  e l  medio an ­

t e r i o r ,  y se c u l t iv a  con a g i ta c ió n  a  3080 d u ra n te  24 ho 

25 r a s .

2) C u ltiv o  p r in c ip a l :

30

3 1 . de un medio de c u l t iv o  que comprende 10% de g luco ­

s a ,  0,5% de e x tra c to  de le v a d u ra , 0,4% de fo s fa to  d ib à ­

s ic o  de p o ta s io ,  0,4% de fo s fa to  monobásico de p o ta s io ,  

0,4% de s u l f a to  de m agnesio, y 0^01% de c lo ru ro  de c a l -
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c iò # se in tro d u c e n  en  un ferm entador de v ic ra c io n  de 5

1$

20

2$

1 . ,  se e s t e r i l i z a n  con c a lo r  a  120a C d u ran te  20 minu­

t o s ,  y se in o c u la n  300 m i. de f lù id o  de c u lt iv o  de eiem 

b ra  p reparado  como a r r ib a .  T ras  e l  c u l t iv o  d u ra n te  t r e s  

d ia s  con e l  pH a ju s ta d o  en  7 ,0  con agua am on iaca l, l a  

can tid ad  de h ip o x a n tin a  en e l  medie c u ltiv a d o  se e s t i ­

ma en  4 ,1  m g./m l.

P rep a ra c ió n  d e l  i là id o  de ó u ltiv o  B:

1) C u ltiv o  de siem bra:

Un medio de c u l t iv o  que c o n tie n e  3,0% de g lu c o sa , 2,0% 

de e x tr a c to  de le v a d u ra , 1,0% de p ep to n a , y 0,25% de 

c lo ru ro  de so d io , se e s t e r i l i z a  a  120RC d u ra n te  1$ mi­

n u to s , y  se c u l t iv a  en  e s te  medio B rev ibac te rium  Ammo­

n i  agenes ATCC Ni 6872, con a g i ta c ió n  a  30SC d u ra n te  

24 h o ra s .

2 ) C u ltiv o  p r in c ip a l :

3 L* de un medio de c u lt iv o  que comprende 8% de g lu c o sa , 

0 ,4  % de e x tra c to  de le v a d u ra , 0,4% de fo s fa to  d ib à s ic o  

de p o ta s io ,  0,4  % de fo s fa to  monobásico de p o ta s io ,  0,4% 

de s u l f a to  de magnesio y 0,01% de c lo ru ro  de c a lc io ,  se 

co lo can  en  un ferm en tado r de a g i ta c ió n  de 5 1 . ,  se e s ­

t e r i l i z a n  por c a lo r  a  120s C d u ra n te  10 m in u to s , se ino 

c u lan  300 m i. d e l  c u lt iv o  de siem bra p reparado  como 

a r r i b a ,  y se e fe c tú a  un p o s te r io r  c u l t iv o  d u ran te  t r e s  

d í a s ,  con e l  medio a iread o  con a g i ta c ió n  p o r e jem plo , 

m ie n tra s  que e l  pR se m antiene en  7 ,0  con agua monia -  

c a l .

1 ,5  1 . d e l  f lu id o  de c u l t iv o  A se m ezcla con l a  m is­

ma can tid ad  d e l  f lù id o  de c u l t iv o  B. La m ezcla se r e l l e n a  con 

g lu co sa  h a s ta  e l  5% d e l  volumen t o t a l ,  y p o s te rio rm en te  se so
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¿ 4

3 mete a  c u l t iv o  de a i r e a c ió n  con e l  pR a ju s tad o  constan tem ente  

a  7 ,0  con agua am on iaca l, d u ra n te  t r e s  d í a s .  La can tid ad  de 

ácido  in o s in ic o  estim ad a  con fe rm en tac ió n  com pleta e s  de 

1 2 ,6  mg/ml. 5 1 .  d e l  f lu id o  r e s u l ta n te  se c a l ie n ta n  p a ra  

5 co ag u la r  l a s  c é lu l a s .  La m ezcla se c e n tr i fu g a  y l a s  c é lu la s  

se e lim in a n . D espués de d e ja  p a s a r  e l  í l á id o  a  t r a v é s  de 

B ia - io n  SKla (nombre co m ercia l de un producto  de M itsu b ish i 

Chemical I n d u s t r ie s  L t d , ,  Jap ó n ) , copolím ero su lfonado  de e s  

t i r e n o  y d iv in i lb e n c e n o ) , e x tra íd o  con agua sobre  r e s in a  de 

10 in te rcam b io  de ió n ic o ,  de modo que l a  sec c ió n  por debajo  de 

pH 2 ,0  sea  ad so rb id a  sobre  r e s in a  de in te rcam b io  ió n ic o  D ia - 

io n  SA21A (nombre co m ercia l de un p roducto  de l a  M itsu b ish i 

Chem ical I n d u s t r ie s  L t d . ,  Jap ó n ) , r e s in a  de in te rcam b io  f u e r  

tem ente b á s ic a ,  de p o lie s tire n o -a m o n io  c u a te r n a r io ) ,  y des -  

15 pues e x tra íd o  con á c id o  c lo rh íd r ic o  0 ,5  N, cuando se han ob­

te n id o  240 mi de l a  sec c ió n  d e l  ác id o  in o s in ic o .  E s ta  se c c ió n , 

una vez n e u tr a l iz a d a  con so sa  c á u s t ic a  y seguidam ente concen­

t r a d a ,  produce 4 2 ,8  g de 5 '- in o s in a to  de sodio  c r i s t a l i n o .

Ejemplo 2
20

P rep a ra c ió n  d e l  fl& ido de c u l t iv o  A: 

l )  C u ltiv o  de siem bra:

Un medio de c u lt iv o  que co n tien e  3,0% de g lu c o sa , 4,0% 

de pez s o lu b le , 1,0% de p ep to n a , y 0,25% de c lo ru ro  de

25 sod io  se  e s t e r i l i z a  calen tando  a  120 ac d u ra n te  15 minu­

t o s ,  y después se in o c u la  B rev ib ac te riu m  Ammoniagenes

ATCC Ni 15187 ( r a z a  m utante d e l  ATCC Na 6872), y se c u l 

t i v a  con a g i ta c ió n  en e s te  medio a  30CC d u ra n te  24 ho -

r a s .
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2) C u ltiv o  p r in c ip a l :

3 1* de un medio de c u lt iv o  que comprende 10% de g lu co ­

s a ,  1,0% de salvado  de a r r o z ,  1,0% de h id ro l iz a d o  de 

t o r t a  de g l i c i n a ,  0,6% de fo s fa to  d ib à s ic o  de p o ta s io ,  

0,6% de fo a fa to  monobásico de p o ta s io ,  0,6% de s u l f a to  

de m agnesio , y 0,01% de c lo ru ro  de c a l c i o , se in tro d u ­

cen en  un ferm en tador de v ib ra c ió n  de 5 l i t r o s ,  se e s ­

t e r i l i z a n  con c a lo r  a 120BC d u ran te  20 m in u to s , y d e s ­

pués se in o c u la n  300 m i. d e l  medio de c u l t iv o  p re l im i­

n a r de d ic h a s  r a z a s  p rep a rad as  como a r r ib a .  Con e l  pH 

a ju s ta d o  a  7 ,0  con agua am oniacal, e l  c u l t iv o  se con­

t in ú a  p o s te r io rm e n te  a  30 se d u ra n te  3 d í a s .  A l a s  60 

h o ra s  desp u és  de l a  in o c u la c ió n , l a  h ip o x a n tin a  en e l  

medio c u ltiv a d o  se  e s tim a  en  3 ,2  mg/ml.

P re p a ra c ió n  d e l  f lù id o  de c u l t iv o  B:

1) C u ltiv o  p re l im in a r :

Un medio de c u l t iv o  que co n tien e  3% de g lu c o sa , 2,0% 

de l i c o r  de in fu s ió n  de m aíz , 1,0% de p ep to n a , y 201^/1 

de b io t in a  se e s t e r i l i z a  ca len tan d o  a  120 eC d u ra n te  15 

m inu tos, y después se c u l t iv a  B rev ib ac te riu m  Ammoni 

nes ATCC Ns 6872 en e s te  medio con a g i ta c ió n ,  a  303C 

d u ra n te  18 h o ra s .

2) C u ltiv o  p r in c ip a l :

3 1 .  de un medio de c u l t iv o  que comprende 8% de g luco­

s a ,  1,0% de l i c o r  de in fu s ió n  de m aíz, 0,4% de fo s fa to  

d ib à s ic o  de p o ta s io ,  0,4% de fo s fa to  monobásico de po­

t a s i o ,  0,4% de s u l f a to  de m agnesio, 0,01% de c lo ru ro  de 

c a lc io ,  y 3 0 ì f / I  de b io t in a ,  se co locan  en  un  ferm en ta­

d o r  de v ib ra c ió n  de 5 1 . se e s t e r i l i z a n  po r c a le fa c c ió n  

a  120SC d u ran te  20 m in u to s , y se l e  in o c u la n  300 mi d e l
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medio c u ltiv a d o  p re lim in a r . E l medio se somete a  c u l t i ­

vo de a ire a c ió n .c o n  a g i ta c ió n  a  30&C d u ran te  48 h o ra s , 

con e l  ph a ju s ta d o  de 6 ,8  a 8 ,0  con so lu c ió n  de u rea  a l

1 % .

2 1 .  d e l  f lù id o  de c u lt iv o  A se  m ezclan con 1 1 .  

d e l  f lù id o  de c u lt iv o  B, y l a  m ezcla se a i r e a  p o s te r io r  

mente con a g i ta c ió n  a 32 SC. En 48 h o ra s  después de l a  

m ezcla , l a  can tid ad  de ácido  in o s in ic o  en e l  f lu id o  

mezclado se  e stim a  en 8 ,5  mg/ml.

2 1 . de e s te  f lu id o ,  bajo  tra ta m ie n to  de l a  misma 

manera que en e l  ejem plo 1 , p ro po rc iona  11 ,35  g de 5 ' -  

in o s in a to  de sodio c r i s t a l i n o .

Ejemplo 3

'+

15  1 ) C u ltiv o  de siem bra:

Un medio de c u l t iv o  que co n tien e  3,0% de g lu c o sa , 2,0% 

de e x tra c to  de le v a d u ra , 1,0% de p ep to n a , y 0,25% de 

c lo ru ro  de sodio  se e s t e r i l i z a  calen tando  a 120SC du­

ra n te  15 m in u to s . En d i f e r e n te s  p o rc io n es  de e s te  me- 

20 d io  se c u l t iv a n  separadam ente, con a g i ta c ió n  a  30SC du

ra n te  24 h o ra s , una ra z a  p ro d u c to ra  de h ip o x a n tin a , es 

d e c i r  B rev ibacterium  Ammoniagenea Ni 7209-1 (ATCC Na 

15454) (A),  y un m icroorganism o p ro d u c to r de p i r o f o s -  

f o r l l a s a  de n u c le ó tid o , o sea  B rev ibac te rium  Ammonia- 

25 aenes ATCC 6872 (B)

2) C u ltiv o  p r in c ip a l :

3 1 .  de un medio de c u lt iv o  que comprende 12% de gluco 

s a ,  1,0% de e x tra c to  de le v a d u ra , 0,5% de fo s fa to  d i ­

b ásico  de p o ta s io ,  0,5% de fo s fa to  monobásico de p o ta  

30 s io ,  0,5% de s u lfa to  de m agnesio, y 0,01% de c lo ru ro
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de c a l c io , se in tro d u c e n  en un fe rm en tador de v ib ra c ió n  de

$ 1 . ,  se e s t e r i l i z a n  con c a lo r  a 120 SC d u ran te  20 m in u to s , 

se l e  in o c u la n  300 m i. d e l  medio c u lt iv a d o  p re lim in a r  de 

l a  ra z a  (A) a r r ib a  m encionada, y ee somete a c u l t iv o  de 

5 a ir e a c ió n  con a g i ta c ió n  d u ran te  120 h o ra s , m ie n tra s  e l  pR 

se mantuvo en 7 ,0 .  D espués, se in o c u la n  en e l  mismo medio

300 mi d e l  medio c u ltiv a d o  de l a  r a z a  ( B ) , y se c u l t iv a  

p o s te r io rm en te  d u ran te  72 h o ra s . La acum ulación de ácido  

5*- in o s ín ic o  en  e l  f lù id o  de c u lt iv o  l l e g a  a  5 ,0  mg/ml.

manera que en e l  ejem plo 1 . Se o b tie n e n  a g u ja s  de 5*- in o -  

s in a to  de sodio  en una c an tid ad  e q u iv a le n te  a  8 ,2  g de pro 

ducto  p u ro .

Ejemplo 4

(ATOO NS 15454) como ra z a  p ro d u c to ra  de h ip o x a n tin a , y se 

c u l t iv a  d u ran te  72 h o ra s  de l a  miaña forma que l a  i l u s t r a ­

da en e l  ejem plo 1 . La h ip o x a n tin a  alm acenada en e l  medio 

20 de c u l t iv o  l l e g a  h a s ta  4 .3  mg/ml. E ste  medio de c u lt iv o  se 

c e n tr ifu g a  p a ra  q u i ta r  l a s  c é lu la s ,  y ,  a l  f lú id o  r e s id u a l ,  

se añaden 10% de g lu c o sa , 0,4% de fo s fa to  d ib á s ic o  de po -  

t a s i o ,  0,4% de fo s fa to  monobásico de p o ta s io ,  0,4% de s u l ­

fa to  de m agnesio , 30 W /l de b io t in a ,  y 2 V /m i de D -pan to- 

25 te n a te  de c a lc io .  La m ezcla se e s t e r i l i z a  ca len tan d o  a  120S 

C d u ran te  10 m in u to s , y se le  in o c u la  E rev ib ac te riu m  Ammo -  

n iacen es  ATOO NS 6872, c u ltiv a d o  de l a  forma i l u s t r a d a  en 

e l  ejem plo 1 , en una c an tid ad  e q u iv a le n te  a l  %  de l a  can­

tid a d  t o t a l .  La r a z a  se c u l t iv a  a 30eC d u ra n te  96 h o ra s ,

30 m ie n tra s  e l  pH se a ju s t a  a  7 ,0  con ag e f o r -

10 2 1 . de e s te  f lù id o  de c u l t iv o  se  t r a t a n  de l a  misma

Se u sa  B rev ib ac te riu m  Ammoni agenes NS 7209-1
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5

ma n 9 ,8  mg. de ác id o  5 ' - !n o s ín ic o  p o r m i. d e l  medio c u l t i ­

vado. Bajo tra ta m ie n to  por e l  mismo método que e l  d e s c r i to  

en  e l  ejem plo 1 , 2 1 . d e l  f lu id o  dan 5 '- in o s in a to  de sodio 

c r i s t a l i n o  en una c an tid ad  e q u iv a le n te  a  1 2 ,4  g de produc­

to  p u ro .

Ejemplo 5

Se s ig u ió  e l  miaño proced im ien to  que en  e l  e jem -  

p ío  1 ,  excep to  que se u sa  como ra z a  p ro d u c to ra  de h ipoxan -  

10 t i n a  B rev ib ac te riu m  Ammoniasenes ATCC N*s 15187- Se acumulan 

5 ,2  mg/ml de h ip o x a n tin a  en e l  medio c u l t iv a d o . B1 medio 

c u ltiv a d o  de a r r ib a  se e s t e r i l i z a  con c a lo r ,  se  añade a l  me 

d io  c u ltiv a d o  (p reparado  de l a  misma forma que en e l  ejem -  

p ío  1 ) ,  B rev ib ac te riu m  ^mman-S aprensa ATCC Ns 6872, c u ltiv a d o  

15 separadam ente en un fe rm en tador de a g i ta c ió n  de 5 1 . La adi^ 

c ió n  se hace a  l a s  24 , 36 y 48 h o ra s  de c u l t iv o ,  cada vez 

en  una c an tid ad  e q u iv a le n te  a l  80% d e l  medio c u ltiv a d o  to ­

t a l .  Las m ezclas se a g i ta n  len tam en te  m ie n tra s  l a  tem pera­

tu r a  se m antiene a  30SC.

20 30 h o ra s  después de l a  a d ic ió n ,  se estim an  la s

c a n tid a d e s  de ác id o  5 '- in o s in ic o  en  lo s  r e s p e c t iv o s  formen 

ta d o re s  de v ib ra c ió n .  Los v a lo re s  a n a l í t i c o s  o b ten id o s  son 

como lo s  ta b u la d o s  a b a jo :

Tiempo de a d ic ió n  C antidad

^5 24 h o ras  después d e l  comienzo
d e l  c u lt iv o  ......... ........................ 5 ,8  mg/ml

36 " " 7 ,6  "

48 " " 8 ,1  "

Como se pueden h ace r muchas in c lu s io n e s  de l a  in -

30 vención  aparen tem ente  muy d i f e r e n te s  s in  a ^ l i r s a  &eL*espi -
^  ít :t ( i I)  y s  / f
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y

r i t u  y o b je to  de l a  misma, e s  de a d v e r t i r  que l a  Y w en c iS n

no ha de l im i t a r s e  a  l a s  in c lu s io n e s  e s p e c if ic a s  de e s ta  

p a r te ,  s in o  como e s tá  d e f in id a  en l a s  re iv in d ic a c io n e s  ane 

x a s .

$ La p re se n te  s o l ic i tu d  que corresponde a  l a  p re  -

sen tad a  en Japón , con fech a  6 de Ju n io  de 1963* ba jo  e l  Ns 

20753/63, se acoge a  lo s  b e n e f ic io s  d e l  a r t i c u lo  51 d e l  v i  

gen te  E s ta tu to  sobre  P rop iedad  I n d u s t r i a l .

10

- N O T A -

Los pun tos de in v en c ió n  p ro p ia  y nueva que se 

15 p re se n ta n  p a ra  que sean o b je to  de l a  p re se n te  s o l i c i tu d  

de P a te n te  de  In v en c ió n  en BspaRa, po r VEINTE a ñ o s , son 

lo s  s ig u ie n te s :

1 .  -  Un método p a ra  l a  p ro d ucc ión  de ác id o  5 ' -  

In o s in ic o  po r fe rm en tac ió n  de m icroorganism os que compren

20 de c u l t i v a r  en  un medio de c u l t iv o  una m ezcla de (1 )  un 

medio c u lt iv a d o  ob ten ido  a p a r t i r  d e l  c u lt iv o  en un medio 

de c u l t iv o  de un m utante acum ulador de h ip o x a n tin a  de un 

B rev ib ac te riu m  ammoniagenes, y (2 ) un medio c u ltiv a d o  ob­

ten id o  a p a r t i r  d e l  c u lt iv o  en un medio de c u l t iv o  de un 

25 m icroorganism o que t ie n e  una g ran  a c t iv id a d  en  p i r o io s í 'o r i  

l a s a  de n u c leó tid o  de B rev ib ac te riu m  ammoniagenes, y a i s  -  

l a r  p o s te r io rm e n te  e l  ác id o  5 '- in o s in ic ó  a s í  form ado.

2 .  s- Un método de acuerdo con e l  punto 1 en que 

lo s  medios c u lt iv a d o s  (1 )  y (2 ) son p rep arad o s en medios

30 de c u l t iv o s  separados y combinados p o s te rio rm en te  en  un
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so lo  medio de c u ltiv o  p a re  c u ltiv o  p o ster^o ^ .jjjj

3 . -  Un método de acuerdo con e l  punto 1 en  que lo s  

medios c u ltiv a d o s  (1 ) y (2 ) son ob ten idos por c u ltiv o  simbió­

t ic o  de lo s  m icroorganism os.

$ 4 . -  Un método de acuerdo con e l  punto 1 en que lo s

medios c u ltiv a d o s  (1 ) y (2 ) ob ten idos cu ltivando  e l  m icroor­

ganismo acumulador de h ip o x an tin a  en una p a r te  de un medio de 

c u ltiv o  m ien tra s  que sustanc ialm en te  a l  mismo tiempo se c u l­

t i v a  e l  microorganismo *con a c tiv id ad  en p i r o f o s f o r i la s a  de 

10 n u c leo tido  en  una p a r te  separada d e l mismo medio de c u l t iv o .

5 . -  Un método de acuerdo con e l  punto 1 en  que lo s  

medios cu ltiv a d o s  (1) y (2 ) e s tá n  p re se n te s  en *el medio de 

c u ltiv o  f i n a l  en can tid ad es  sustancialm en te  ig u a le s .

61- Un método de acuerdo con e l  punto 1 en que e l  

15 microorganismo acumulador de h ip o x an tin a  e s  B revibacterium  

ammoniagenes nS 7209-1 ATCC n i 15454 y e l  microorganismo con 

a c tiv id a d  en p i r o f o s f o r i la s a  de nucleo tido  es  B revibacterium  

ammoniagenes ATCC nS 6872.

7 .  -  Un método de acuerdo con e l  punto 1 en que e l  

20 microorganismo acumulador de h ip o x an tin a  e s  de B revibacterium

ammoniagenes ATCC NS 15187 y e l  microorganismo con a c tiv id a d  

en p i r o f o s f o r i la s a  de n u c leo tido  es B revibacterium  ammonia -  

genes ATCC nS 6872.

8 .  -  Un método de acuerdo con e l  punto 3 en e l  que 

25 lo e  m icroorganism os empleados en e l  c u ltiv o  sim bió tico  son

B revibacterium  ammoniagenes NS 7209-1 ATCC #  15454 y B rev i­

bacterium  ammoniagenes ATCC Ni 6872.

9*- Un método de acuerdo con e l  punto 1 en e l  que 

l a  sep aració n  d e l ácido 5 '- in o s in ic o  e s  e fec tu ad a  c e n t r i íú -
¿ 730 gando e l  medio de c u lt iv o  f in a l  pa ra  sep a ra r l a s  c é lu la s  d e l
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l iq u id o  y som etiendo p o s te r io rm e n te  a l  l iq u id o  r e e d i ta n te  a  

un tra ta m ie n to  de in te rcam bio  ió n ico  efec tuando  a s i  l a  sepa­

ra c ió n  d e l  ác id o  5 '- i n o s in i c o .

1 0 . -  Un método p a ra  l a  p roducción  de ácido  5 '- i n o -

5 s in ic o .

T a l y como se  ha d e s c r i to  en l a  Memoria que a n te ­

cede y p a ra  lo s  f in e s  que se han e s p e c if ic a d o .

l a  p re s e n te  Memoria c o n s ta  de d i e c i s e i s  h o ja s ,  e s ­

c r i t a s  a  máquina p o r una s o la  c a r a .

PPR.
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