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MEMORIA DESCRIPTIVA
que se presenta para unir a la soliéitud
de
PATENIE D E  INVENCION
formulada el 4 de Junio de 1964, con el N2 300.587
en
EsPAfA
por VEINTE afios
a nombre de KYOWA HAKKO KOGY® CO. LID., entidad japonesa, es=-
tablecida en 4, Ohtemaohi -l- chome, Chiyoda - Ku, Tokyo, Ja--
pbn, por: |

" UN METODO PARA LA PRODUCCION DE ACIDO 5'-INOSINICO ®

- -

Ia presente invencibn se refiere & un procedimiento
para la preparacidén de &cido 5'~inosinico en una escala indus-~
trial, es decir, a bajo costo y alto rendimiqnﬁo.

El 4cido 5'=-inosinico, junte con el &cido ecuanilico,
4cido xantilico y otros nuclebtidos de purina, ha encontrado
répidamente crecientes aplicaciones como condimento quimico.
De acuerdo con esto, se han propuesto un nfmero.de procedimien
tos para su fabricacién en escala industrial. Estos métodos ip

cluyen fermentacidén directa con microorganismos, conversidn de

10 bases nucleicas, obtenidas por sintesis quimica, en nuclebtidos
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por accién microbiana, y fosforilacidn del nncleéfidaﬁkéiﬁa-
do por.accién microbiana, a través de un tratamiento quimico.
Sin embargo}-ninguno de los procedimientos hagta ah&ra pro -
puestos estd libre de dificultades técnicas, y se ha sefiala=-
do que se requiere mucho trabajo y una inversidén extensiva
en equipo para la recuperacibén y refinado del nucledtido,
porque se forma en bajas concentraciones.,

Ia presente invencidn se refiere al descubrimiento
de un procedimiento para acumular una gran cantidad del pro-
ducto deseado, combinando eficazmente ciertos microorganismos
gue liberan enzimas singulares en su medio de cultiwo.

La preéente invencibén, por lo tanto, tiene como ob
jetivo la proviaibn de un método aceptable industrialmente
para la produccién del preciasdo 4cido 5'-inosinico, que es-
t4 libre de las desventajas presentes en los procedimientos
conocidos.

¥l procedimiento comprende (1) cultivar una mezcla
de {a) un microorganismo que acumula una cantidad notablemen
te grande de Hipoxantina, y (b} un microorganismo que produ-
ce un sistema enzimitico para la convergidn directa de la ba
se nucleica en nucleétido, o (2) cultivar separademente di-
chos microorganismos y despuée mezclarlog juntos. E1l culti-
vo se lleva a cabo en un medio que contiene un sacérido no
caro (hidrato de carbono), fuente de. nitrégeno, sal inorgi-
nica, y sustancias similares.

El mecanismo exacto del procedimiento por el que

gse forma el fcido 5'-inosinico no se conoce. Sin embargo,

.8in desear comprometerse con esto, parece que el proceso pue

de explicarse de la siguiente manera.

Como es sabido, la hipoxantina es una base que es
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una parte constituyente del 4c¢cido 5'-inosinico, yo
un precwrsor del acido. Pirofosforilasa de nuclebtido es un
término genérico para las enzimas que sintetizan nucledtidos
gometiendo bagses de Acido nucleico a la accidn de pirofosfa-
to de fosforibosilo o trifostato de adenosina y &cido riboso-
5-fosférico. Los microorganismos que poseen alta activided

de iosforibosil-pirofosforilasa producen &cido 5'-inosinico
en presencia de hipoxantina y &cido D-riboso-5-fosfdrico. ﬂn
procedimiento para la producéién industrial de la,sqstancia
deseada a bajo coéto deberi entonces suministrar las unida=-
des constituyentes del &cido 5'=inosinico, esto es, hipoxan-
tina, &cido D-riboso-5=-fosfébrico, y un sistema de enzima que
coﬁbine dichos constituyentes, de una manera barata y a cubier
t0 de riesgos.

Ios microorganismos convenlentes en la presente in-
vencibén como acumuladores de gran centidad de hipoxantina son
Brevibacterium ammoniagenes Ne 7209-1 (ATCC Ko 15454)y
Brevibacterium ammoniagenes ATCC N¢ 15187 (raza mutante del
ATCC T2 6872 obtenido por tratamiento con agentes quimicos).

El microorganismo se cultiva en un medio de culti-
vo que permite a dicho microorganismo almacenar grandes can-
tidades de hipoxantina. A este medio de cultivo se hace re-
rerencia aqui como la semilla y los principales medios de
cultivo. Se compone de materiales hidrocarbonados (sacarina)
tales como glucosa, amilodextrina y otros saciridos o mela-
zas residuales; tuentes de nitrbgeno tales como amoniaco o
sales de amonio; salés inorgénicés tales como rosfato dibé-
sico dé calcio, fosPato monobisico de calcio, sulfato de

magnesio, sulfato de potasio, cloruro de sodio, y cloruro

de calcio. Si es necesario, el medio contiene extracto de

- W W .:a -
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levadura,'caseato,_hidrolizao de glicina, peptouna, 1106; de
infusién de maiz y otros ingredientes que contienen ractores
para promover el crecimiento de dichos microorganismos y la
acumulacién dé& hipoxantina. Bl medio puede contener también
pequelias cantidades de biotina, aﬁenina ¥ similares, gue sir-
ven para el propGSfto anterior.

Las antedichas razas se iwmoculan en el medio de cul
tivo de sigmbra de la composicifn precedente, y se cultiva a
309¢ durante de unas 16 a unas 24 horas, con lo cual las cé=~
lulas crecen bien. Después de esto, las células cultivadas se
trasladan a los mediog de cultivo principales, de tales com -
posiciones que son adecuados para acumular hipoxentina. En
estos medios principales, las razas se cultivan posteriormen-
te mientras se airean con agitacibén a desde 28 hasta 40¢C, du-
rante de unos 2 hasta unos 4 dias. Durante el cultivo, es de-
seable ajustar el pH a 6,0 hasta 8.0 con amoniaco o urea. lLa
hipoxantina se écumula gradualmente con el consumo de saclri-
dos hasta qué la produccibén de hipoxantina sube hasta 3 a 8
ng. por ml. de los medios. Bl flhido resultante se denomina
fltido de cultivo A para el propdsito de esta especificacibn.

Como microorganismes que poseen actividad para pro-
ducir enzima sintetizante, es decir pirofosforilasa de nu -
clebtido, pueden usarse razas mutantes de ambas especies de
microorganismos citadas arriba, como capaces de acumular hi-
poxantina, Cultivendo dichas razas mutantes de la misma mane
ra que en el caso de los microorganismos acumuladores de hi-
poxantina, se obtiene un flGido de cultivo que- tiene una al-
ta actividad de pirofosforilasa de nuclebtido., Esto es, se
observa una aparicidén gradual de actividad de pirofosforila-

sa de nucledtido en unas 24 horas de cultivo aireado con agi
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tacién. la actividad alcanza el miximo en 54 a 654§3§§%;5ﬁég
do el azGcar en los medios se consume ha;ta el punto en que
el porcentaje cae hasta 4 & 2%. EL flGido preparado de esta
manera se denomina £1lGido dé cultivo B para los propbdsitos
de aqui.

Logs mediogs empleados para el cultive de este orga-
nismo son los mismos o similares a los emplesdos en cultivar
los microorganismos acumuladores de hipoxantina, y el método
de cultivo puede también ser el mismo, es decir, el cultivo
en vn medio de cultivo de siembra seguido del cultivo en el
medio de cultivo principal.

Los flkidos de cultivo A y B se obtienen de los
cultivos de los microorganismos acumuladores de hipoxantina
y de los microorganismos activos en pirofosforilasa de mn -
cledtido, respectivamente., Bstos fllidos de cultivo se mez-
clan en una adecuada relacidn, y se someten posteriormente
2l cultivo de aireacién con agitacidédn. La relacidén en la que
los flGidos estén presentes (A:B) puede ser desde 1:1 aproxi
nadamente haste 2:1 aproximadamente. Se prefiere sin embargo
que los flGidos se empleen en iguales proporciones aproxima-
damente.

En los medios de cultivo combinados, la hipoxantina
se combina con &cido D-riboso-5-fosférico acumulado en los me
dios, para formar &cido 5'-inosinico. El tiempo requerido
por la reaccidn es normalmente de unas 24 a 36 horas, aunque
depende de las cantidades de precursor ¥y enzima acumuladas
en log fliidos de cultivo A y B. Esta reaccidn enzimdtica
puede esgtimularse y estabilizarse posteriormente afiadiendo

diferentes sacéridos u otros nutrientes a los flhidos de cul

tivo A ¥y B continuardo la mezcla de estos.

-5« N ufu9§§'é;77
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Una vez observada acumulacién completa a6 BSTTU——
S'=inosinico en el medio combinado de cultivo, las células
se separan por centrifugacibn por ejemplo. Bl liquido resul
tante se somete a tratamiento por 1ntercambio.16hico de la
gsiguiente manera: Se deja pasar el liquido lidbre de céluias
a travée de Dia- ion SK1A (copolimero sulfonado de estireno
y divinil benceno), se hace fluir con agua sobre resina de
intercambio ibénico, de modo gue 1a 'sececién por debajo de
pd 2.0 sea adsorbida en Dia-ion SA21A (resina de intercam—
bio de poliestireno y amonio cuaternario fuertemente bisi-
ca), y despuds la seccibén del Acido inosinico se obtiene por

extraccidn con Acido clorhidrico 0,5 N. Bl Acido 5'-inosini-

_co purc se obtiene a partir de esta sefcibn, una vez neutra-
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lizada con sosa cdustica y concentrada seguidamente.

Ademés del anterior procedimiento de cultivar dos
flGidos de cultivo diferentes A y B en vasijas separadas, y
despubs de esto mezclarlos juntos, es tambidn posible inocu-
lar dos razas distintas en el mismo medio de cultivo al mis-
mo tiempo o bien una un poco antes que la otra, y con esto
dejarlas slmacenar écido S5'«inosinico a través de un culti-
vo simbibético perfecto. Bn el flhido mezclado de cultivo, se
he teorizado que la hipoxantina producida por una raza A es
convertida sintéticamente en &cido 5'-inosinico por una ra-
za B que tiene actividad en pirofosforilasa de nuclebtido w
otra actividad en oxigeno. Este es un ejemplo tipico de fer-
mentacibén simbidtica por dos tipos de razas diferentes. En
este caso, el Acido 5'-inosfinico se recupera y se refina
con una combinacidén de resinas de intercambio catiénico y
anifnico, de la misma forma gque el mét0do previameénte deseri

to. Se obtienen agujas de 5'-inosinato de sodio.

6 300587
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Siguiendo con este aspecto de la inwenc?ﬁﬁf“ggwﬁg-
sible, por ejemplo, cultivar preliminarmente las diferentes
razas de microorganismos en distintas porciones del medio de
cultivo de piembra durante el perfodo de tiempo deseado.

Continuando el acabado del cultive preliminar, las
respectivas cellilas cultivadas pueden llevarse al medio de

cultivo principal, donde el cultivo se lleva en forma gim-

- bibtica. la composicidn de los medios empleados en esite as-

pecto de la invencibn es la misma que la empleada en los ag
Pectos previamente sefislados.

Habiendo asi{ descrito la invencidén, ésta seri ilug
trada por los sigulentes ejemplos. Bstos ejemplos no han de
congiderarse como limitativos de la invencidn, sino como me-

ramente ilustrativos de ella.

Ejemplo 1

Preparacién del flhido de cultivo A:
1) cCultivo de siembra:
Un medio de cultivo que comprende 3,0 % de glucosa,
2,0% de extracto de levadura, 1,0 % de peptona y 0,25%
de cloruro de sodio, se esteriliza con calor a 1202C du-
rante 15 minutos. Después, se inocula Brevibacterium

Ammoniagenes N® 7209-1 (ATCC N2 15454) en el medio an-

terior, y se cultiva con agitacién a 302C durante 24 ho
ras. '

2) Cultivo principal:
3 1. de un medio de cultivo que comprende 10% de gluco-
sa, 0,5% de extracto de levadura, 0,4% de fosfato dibi-

sico de potasio, 0,4% de fosfato monoblsico de potasio,

0,4% de sulfato de magnesio, y q,o§ @®1§E %e cal-

-7 -
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cio, se introducen en un fermentador de vibraé?bn de 5
1., se esterilizan con calor a 120¢ C durante 20 minu-
tos, y se inoculan 300 ml. de fldido de cultivo de siem
bra preparado como arriba. Tras el cultivo durante tres
dias con el pH ajustado en 7,0 con agua amoniacal, la

cantidad de hipoxantina en el medio cultivado se esti=-

ma en 4,1 mg./ml.

Preparacidén del f£lGido de dultivo B:

1)

2)

Cultivo de siembra:

Un medio de cultivo que contiene 3,0% de glucosa, 2,0%
de extracto de levadura, 1,0% de peptona, y 0,25% de
cloruroc de sodio, ge esteriliza a 120eC durante 15 mi-
nutos, y se cultive en este medio Brevibacterium Ammo-
niggenegs ATCC Ne 6872, con agitacién a 308C durante

24 horas.

Cultivo principal:

3 L+ de un medio de cultivo que comprende 8% de glucosa,
0,4 % de extracto de levadura, 0,4% de fosfato dibdsico
de potasio, 0,4 % de fosfato monobésico de potasio, 0,45
de sulfato de magnesio y 0,01% de cloruro de calcio, se
colocan en un fermentador de agitacibén de 5 1., se es-
terilizan por calor a 120¢ ¢ durante 10 minutos, se ing
culan 300 ml. del cultivo de siembra preparado como
erriba, y se efectla un posterior cultivo durante tres
dizg, con el medio aireado con agitacién por ejemplo,
mientras que el pH se mantiene en 7,0 con agua monia ~
cal.

1,5 1. del f1lhido de cultivo A se mezcla con la mis-

ma cantidad deld £ldido de culbivo B. La mezcla se rellena con

30 glucosa hasta el 5% del vollmen total, y posteriormente se so

-6 - 380587
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mete a cultivo de aireacibén con el PH ajustaéo constantemente

a 7,0 con agua amoniacal, durante tres dias. La_cantidad de
dcido 5'-inosinico estimada con fermentatién completa es de
12,6 mg/ml; 5 1. del flhaido resultante se calientan para
coagular las células. La mezcla se centrifuga y las células
se eliminan. Después de deja pasar el f1fido a través de
Pia-ion SKla (nombre comercial de un producto de Mitsubighi
Chemical Industries Etd., Japdn), copolimero sulfonado de es
tireno y divinilbenceno), extraido con agua sobre resina de
intercambio de idnico, de modo que la seccibén por debajo de
pH 2,0 sea adsorbida sobre resina de intercambio idnico Dia-
ion SA21A (nombre comercial de un producto de la Mitsubishi
Chemical Industries Ltd., Japén), resina de intercambio fuer
temente bésica, de poliestireno-amonio cuaternario), y des —
pués extrefdo con fcido clorhidrico 0,5 N, cuando se han ob-
tenido 240 ml de.la seccién del 4cido inosfinico. Esta seccidn,
una vez neutralizada con sosa céustica ¥ seguideamente concen=-

trada, produce 42,8 g de 5'-inosinato de sodio cristalino.

. Ejemplo 2

20

25

Preparecidén del flhido de cultivo A:

1) Cultivo de siembra:
Un medio de cultiivo que contiene 3,0% de glucosa, 4,0%
de pez soluble, 1,0% de peptona, y 0,25% de clorurc de
sodio se esteriliza calentando a 1202¢ durante 15 minu-
tos, y después se inocula Brevibacterium pmmoniagenes
ATCC He 15187 (raze mutante del ATCC Ne 6872), y se cul
tiva con agitacifn en este medio a 30¢C durante 24 ho -

Tag.
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2} Cultivo principals

' sa, 1,0% de salvado de arroz, 1,0% de hidrolizado de

torta de glicina, 0,6% de fosfato dibisico de potasio,
0,6% de foafato monodésico de potasio, 0,68 de sulfato
de magnesio, y 0,01% de cloruro de calcio, se intr&du~
cen en un fermentador de vibracidén de 5 litros, se es-
teriligan con ca16r a 1202C durante 20 minutos, y des-
pués se inocukan'300 ml. del medio de cultivo prelimi~
nar de dichas razas preparasdas como arriba. Con el pH
ajustado a 7,0 con agua amoniacal, el cultivo se con-
tinfla posteriormente a 30¢C durante 3 dias. A las 60
horas después de la inoculacidén, la hipoxantina en el

medio cultivado se estima en 3,2 mg/ml.

Preparacidén del flfiido de cultivo B:
1) Cultivo preliminar:

Un medio de cultivo que contiene 3% de glucosa, 2,09
de licor de infusién de mafz, 1,0% de pevtona, y 20 ¥/1

_de biotina se esteriliza calentando a 120¢C durante 15

minutos, y después se cultiva Brevibacterium Ammoniage-
nes ATCC N¢ 6872 en este medio con agitacibén, a 309C

durante 18 horas.

2) Cultivo principal:

3 1. de un medio de cultivo que comprenie 8% de gluco-

" sa, 1,0% de licor de infusidn de maiz, 0,4% de fosfato

diblsico de potasio, 0,4% de fosfato monoblsico de po-
tasio, 0,4% de sulfato de magnesio, 0,01% de cloruro de
calecio, y 30\5’/1 de biotina, se colocan en un fermenta-
dor de vibracibn de 5 1; se esterilizan por calefaccidn

a 1202C durante 20 minutos, y se le inoculan 300 ml del

-10 = . @8[:
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medio cultivedo preliminar. Bl medio se 'somet:""é{’%i-i
vo de aireacibén con agitacidn a 30sC dﬁrante 48 horas,
con el pH ajustado de 6,8 z 8,0 con solucidn de urea al
15%.

2 1. del f1Gido de cultivo A se mezclan con 1 1.
del f1Gido de cultivo B, y la mezcla se airea posterioxr
mente con agitacibén a 32¢C. En 48 horas después de la
megcla, la cantidad de &cido inosinico en el flfiido
mezclado se estima en 8,5 mg/ml;

2 1. de este flhido, bajo tratemiento de la misma

manera gque en el ejemplo 1, proporciona 11,35 g de 5'~

inosinato de sodio cristalino.

Ejemplo 3

1) Cultivo de siembra:

Un medio de cultivo que contiene 3,04 de glucosa, 2,0%
de extracto de levadura, 1,0% de peptona, y 0,25% de
clorurt de sodio se esteriliza calentando a 120¢C du-
rante 15 mimitos. Bn diferentes porciones de este me~
dio se cultivan separadamente, con agitacién a 302C du
rante 24 horas, una'raza productora de hipoxzantina, es

decir Brevibacterium Ammoniagenes N¢ T209-=1 (ATCC HNeg

15454) (A), y un microorganismo productor de pirofos=-

forilasa de nuctebtido, o sea Brevibacterium Ammonig-~

~ genes ATCC K¢ 6872 (B)

2) Cultivo principal?

3 1. de un médio de cultivo que comprende 12% de gluco
sa, 1,04 de extracto de levadura, 0,5% de fosfato di-
basico de potasio, 0,5% de fosfato monoblsico de pota

gio, 0,5% de sulfato de magnesio, y 0,01% de cloruro
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de calcio, se introducen en un fermentador de vibracién de

5 1., se esterilizan con calor a 1208C durante 20 minutos,
se le inoculan 300 ml. del medio cultivado preliminar de
la raza (4) arribe mencionada, y se somete a cultivo de

aireacidén con agitaciédn durante 120 horas, mientras el pH

- se mantuvo en 7,0. Después, se inoculan en el mismo medio

300 ml del medio cultivedo de la raza (B), ¥y s; cultiva
posteriormente durante 72 horas. La acumulacién de 4cido
5'-inosinico en él f1Gido de cultivo llega a 5,0 mg/ml.

2 1. de este fliido de cultivo se tratan de la misma
manera que en el ejemplo 1. Se obtienen agujas de 5'~ino-
sinato de s0dio en una cantidad equivalente a 8,2 g de pro

ducto puro.

Ejemplo 4

Se use Brevibacterium Ammoniggenes N¢ 7209-1

(ATCC N¢ 15454) como raza productors de hipoxantina, y se
cultiva durante 72 horas de la misma forme que la ilustra-
da en el ejemplo 1. La hipoxantina almacenada en el medio
de cultivo llegz hasta 4,3 mg/ml. Este medio de cultivo ge
centrifuga para quitar las células, y, al flhido residual,
se afiaden 10% de glucosa, 0,4% de fosfato dibésico de po =
tasio, 0,4% de fosfato monobdsico de potasio, 0,4% de sul-
fato de magnesio, 30 { /1 de biotina, y 2 ¥ /ml de L-panto-
tenato de calcio. La mezcla se esteriliza calentando a 120¢
¢ durante 10 minutos, y se le inocula Erevibacterium Ammo -
niagenes -ATCC N¢ 6872, cultivado de la forma ilustrada en
el ejemplo 1, en una cantidad equiv;lente al 5% de la can-

tidad total. La raza se cultiva a 30¢C durante 96 horas,

mientras el pH se ajusta a 7,0 con agua wﬁlgag Se for-

- 12 -
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man 9,8 mg. de 4cido 5'-inosinico por ml. del medio culti-

vado. Bajo tratamiento'por el mismo método que el descrito
en el ejemplo 1, 2 1, del f1Gido dan 5'-inosinato de sodio
cristalino en una cantidad equivelente a 12,4 g de produc-

to puro.

Ejemplo 5

Se siguié el mismo procedimiento que en el ejem -
plo 1, excepto que se usa como raza productora de hipoxan -
tina Brevibacterium Ammoniagenes ATCC Ne¢ 15187. Se acumulan
5,2 mg/ml de hipoxantina en el medio cultivado. El medio
cultivado de arriba se esteriliza con calor. Se afiade al me
dio cultivado (preparado de la misma forma que en el ejem ~
élo 1), Brevibacterium jpmmoniagenes ATCC N2 6872, cultivado
separadamente en un fermentador de agitacibébn de 5 1. La adi
cién se hace a las 24, 36 y 48 horas de cultivo, cada vesz
en una cantidad equivalente al 80% del medio cultivado to-
tal. Las mezclas se agitan lentamente mientras la tempera-
tura se mantiene a 302C.

30 horas después de la adicibn, se estiman las
cantidades de #cido 5'-inosinico en los respectivos fermen
tadores de vibracién. Los valores anasliticos obtenidos son

como los tabulados abajo:

Piempo de adicibn Cantided
24 horas después del comienzo A
del cultivo sevecsesconcenes 5,8 mg/ml
3 " " 7,6 "
8 v " 81

Como se pueden bhacer muchas inclugiones de la in-~

30 vencidén aparentemente muy diferentes szg ?ﬂﬁﬁf %gl. spf -
oUbe7T”

- 13 -
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ritu y objeto de la misma, es de advertir que la invencidn

e

no ha de limitarse a las inclusiones especificas de esta
parte, sino como esth definida en las reivindicaciones ane
zas.

La presente solicitud que corresponde a la pre =-

gentada en Japdn, con fecha 6 de Junio de 1963, bajo el We

28753763, se acoge a los beneficios del articulo 51 del vi

gente Estatuto sobre Propiedad Indugtrial.

~-NOTA -

Los puntos de invencién propia y nueva que se
presentan para que sean objéto de la presente solicitud
de Patente de Invencidén en Espafia, por VEINTE afios, son
los siguientes:

l.- Un método para la produccidn de &cido 5'~-
inosinico por fermentacibén de microorganismos que compren
de cultivar en un medio de cultivo una me2cla de (1) un
medio cultivado cbtenido & partir del cultivo en un medio
de cultivo de un mutante acumulador de hipoxantina de un
Brevibacterium ammoniagenes, y (2) un medio culiivado ob-
tenido a partir del cultivo en un medic de cultivo de un
microorganismo que tiene una gran actividad en pirgiosfbp;
lasa de nuclebtido de Brevibacterium ammoniagenes, y ais -
lar posteriormente el écido_S'-inosinicb as{ tormado.

2.~ Un método de acuerdo con el punto 1 en que
los medios cultivados (1) y (2) son preparados en medios

de cultivos separados y combinados posteriormente en un

cu- Solodd
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3.~ Un método de acuerdo con el punto 1 é& que los
medios cultivados (1) y (2) son obtenidos por culiivo simbib-
tico de los microorganismos.

4,- Un método de acuerdo con el punto 1 en gue los
medios cultivados (1) y (2) obtenidos cultivando el microor~
ganismo acumulador de hipoxantina en una parte de un medio de
cultivo mientras que pustancialmente al mismo tiempo se cul-
tiva el microorganismo’con actividad en pirofosforilasa de
nucleotido en una parte separaia del mismo medio de cultivo.

5.~ Un método de acuerdo con el punto 1 en que los
medios cultivados (1) y (2) estén presentes en el medio de
cuitivo final en cantidades sustancielmente iguales.

61~ Un método de acuerdo con el punto 1 en que el
microorganismo acum\}lador de hipoxantina es Brevibacterium
ammoniagenes ng 7209-1 ATCC n® 15454 y el microorganismo con
actividaed en pirofosforilasa de nucleotido es Brevibacterium
ammoniagenes ATCC n® 6872.

7.- Un método de acuerdo con el punto 1 en que el
microorganismo acumulador de hipoxantinag es de Brevibacterium
ammoniagenes ATCC Ng¢ 15187 y el microorganismo con actividad
en pirofosforilasa de nucleotido es Brevibacterium ammonia —
genes ATCC ne 6872.

8.~ Un método de acuerdo con el punto 3 en el que
los microorganismos empleados en el cultivo simbiético son

Brevibacterium ammoniagenes N2 7209-1 ATCC N¢ 15454 y Brevie -

* bacterium mmmoniagenes ATCC Ne 6872.

.30

9.~ Un método de acuerdo con el punto 1 en el que
la separacidén del 4cido 5'~-inosinico es eiécw entrifu-

gando el medio de cult;vo final para separar las células del

- 15 -
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liquido y sometiendo posteriormente al liquido res&i%;nte a
un tratamiento de intercambio ibnico efectuando asi la sepa-
racién del &cido 5'-inosinico.

10.- Un método para la produccibn de &cido 5'-ino-

5 sinico.

Tal y como se ha descrito en la Memoria que ante-~
cede y para los fines éue se han especificado.

La presente Memoria consta de diecigeis hojas, es-~
éritas a maquina por una sola'cara.
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