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MEMORIA DIESCRIFTIVA

que se presenta parse unir a la solicitud
de
PATENTE DE INVENCION
formula.d»aAel 28 de Julio de 1.964, con el N2 302,471
en .
ESPANA
por YVEINTE alios

a nombhre de KYGWVA HAKKO KOGYO CO., LTD., entided japonesa, estableci
da en 4, Ohtemanchi~l~chome, Chiyodaw-ku, Tokyo, Japon, por:
“UN PROCEDIMIENTO PARA PRODUCIR D-RIBOSA~5~FOSFATO POR FERMENTACION"

La presente invencidn se refiere a un procedimiento para
producir D-ribosa—B-fosfgto y D-ribosa, cultivando microorganismos
en medios apropiados. |

De ordinario, los procedimientos en uso heste apora para

la menufactura de D~ribosa=~5-fosfato (por ejemplo a partir de Acido
inosinico) y de D-ribosa (por ejemplo por hidrdlisis de dcido nuclei
co de 1evadura) dependen de la descomposicidn de sustancias relacio=
nadas con el acido ribonucleico, ¥ por ta,to son bastente caros. No
se he informado hasta ahora sobre la produccién de D~ribosa=5-fosfa=

to o D-ribgsa por fermentacidn directa com microorganismos.
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La presente invencidn se basa en la observacién de que en =
fermentacibnes efectuadas con una amplia variedad de microorganis-
mos, en medios gque contienen concentraciones relativamente altas -
de sales metdlicas, particulammente sales de potasio, sales de mag
nesio yfosfatos, se acumula una cantidad notablemente grande de D~ - -
ribosa=5=fosfato en el fluido de fermentacidn, y que la adloién g
los medios de fermentacién de sales de metales tales como mangane~
S0, hierzo y cinc en concentracién relativamente grande, ya sea s9 . .
los o on combinacién, tiene como resultado la formacién y acumule=’
cién en el fluido de fermentacidn de grandes cantidades. de D—ribo-‘-‘ : ;,
Sde .

Se ba descubierto, segin la presente invencién, que la Obem
servacién descrita en el pdrrafo precedente no es especifica para
ningin microorgenismo o cepas en concreto, y que, de hecho, la pre
sente invencién es aplicable a cepas de microorganismos gque pertens
cen 8 los géneros Micrococcus, Brevibacterium, Aerobacter, Corynew
bacterium, Bacillus, etc. Segin esto, la presente invencilén no se
puede restringlr a cualquier microorganisme particular o a cepas -
de cualquier clasificacién bacteriolégica especificas La presente
invenclén e¢s también aplicai)le a mutantes que requieren nutrientes
obtenidos por diversos tratamientos inductivos de mutacidne

Fl medio de cultivo para usar segin la presente invencién -
puede ser cualquiera que contenga cantidades adecuadas de sacéri-—
dos y otras fuentes de carbono (por ejemplo glucosa, almidén, hidro
lizados de alwidén y melazas), fuentes de nitrégeno (por ejemplo -
urea, cloruro ambénico y nitrato sménico), compuestos inorgénicos =
(por ejemplo fosfato potdsico, sulfato de magnesio, sulfato de man
ganesoy sulfato de ciney, sulfato de hierro, ‘cloruro de hierro, clo
Turc de cinc y cloruro cilcico), y materiales naturales que conten

gan nitrégeno (por ejemplo 1fquido de maceracién de grano, exirace
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to de levadura, extracto de carne, pepiona, hidrolizados de protef

na y harina de pescadoe En el caso de cepas mutantes que raquierenﬁ
nutrientes se deben. afiadir a los medios desde luego, los materia;;ﬂ
les nutrientes necesarios parg el crecimiento de estos mutantes,

con objeto de producir D-ribosa=S~fosfato, por ejemploy, se afiade 2

los mediom de cultivo un compuesto que tenga un radical fosfato, -

sal de magnesio y sal potédsica, en concentraciones mayorss que pa~

ra los medios empleados usualmenie para fermentacidén bacteriana, =

preferiblemente en céntidades equivalentes a 0,2 a 2,0% en peso de

un compuesto que tenga un radical fosfato, de 0,01 a 0,2% en peso.
do sal potdsica (como iones potasio).

Para la formacién de D-ribosa se deben afiadir a los medios
sales de metales tales como manganeso, hierro y cinc,'ya sea Indi-
vidualments o en mezclas, de forma g,e puede haber presente en los
medios de 0,001 a 1% en peso/&olumen de tales iones metélicos. El
afmbolo "p/v* (tanto por ciento en "peso en volumen") expresa el ~
niimero de gramos en 100 mililitros de soluciéne -

Segin la presente invencidn, la fermentacidn se efectiia de
forma aerobia, por ejemplo agitando o aireando un dispositivo de ~
fermentacidn, a una temperatura del cultivo de 20 a 402C. Despuds
de un periodo de cultivo de 2 a 8 dias, en el fluido de cultivo ¥y
on las células se forma una cantidad notablemente grandes de D~xi-
bosa~5-fosfato o D-ribosa.

Al finalizar la fermentecibn, se puede recuperar D-ribosa=-5
~fosfato o Dwribosa por tratamiento con resing de intercambio de -
i6n, adsorcién, precipitacién y extraccidén, tal como se describe en
los ejemplos que se presentan mfds adelante, que son simplemente —
ilustrativos y de ninguna forma rectrintivos de la presente inven-

cidne En estos ejemplos los tanto por ciento son en peso, a no ser

que se indique la contrario. 3 (} 2 4 7 1
i <
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Ejemplo 1

Se usa en la fermentacién Brevibacterium ammbniagenea ATCC :
ne §872. Para la preparacidén de la inoculacién se vierten en wn -‘t
frasco cénico 30 ml (mililitros) de un medio de cultivo acuoso qﬁé;‘
contiene 2% de glucosa, 1% de.péptona, 1% de extracto de levaduza -
¥ 0,25% de cloruro sédico, se esterilizan y.se cultiva la cepa aﬁigri
rior con agitacidn, en este medio,, a 30°C durante 24 horas. Separa
damente se prepara el medio de fermentacibn que tiene la composicién:
siguiente, en los frascos de 250 ml, en porciones de 20 ml, y se es "
terilizan, se Inoculan con el anterior ocultivo de inoculacién, y lqél

go se agitan, siguiendo la inoculacién para ulterior cultive, a 30‘

2C.

Glueosaoo....l()% Mg‘5047320..........1,0%

Ul‘eaoooonoolgc% Bio'bina-a-........BO /15.121‘08

KEFO, o o o v o e 1,0% Ca012.2z120 e e s s s s e s 0,005

Despuds de la esterilizacién se ajusta
el pE a 8,0,

Asi, en el fluido de fermentacidn cultivado durante 100 how
ras se acumulan 13,5 mg/hl de D-ribosa-5-fogfato. Tambisn se obser
va en laé cédlulas la acumulacién del mismo producto.

Se separan las células del fluido de fermentacidn y se afiade
hidréxido cdlcico a un litro del filtrado, y luego se eliming el
fosfato inorgénico por centrifugacidn. El fluido que sobrenada se
hace pasar a través de una columna de Dia-ion SA n? 21A (tipo C1)
(resina de intercambio de catién fuertemente 4cida, tipo 4eido po=
liestirén sulfénico, disponible de Mitsubishi Chemicals Co., ILtd.,
Japbn), provocando asi la adsorcién de D-ribosa-5-fosfato. Luego se
eluye con NaOH acuosoc 1N y la fraccién D-ribosa-5-fosfato se hace

pasar a través de una columna Dia-ion SK n® 1 (tipo H) (resina de
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intercambio de anién fuertemente bésice, tipo poliestireno amo -
nio cuaternario, disponible de Mitsubishi Chemicals Coe Ltde, """
Jap&n), se ajusta a un pH igual a 6,5 y luego se concentra ba- -

Jo presibén reducida. La solucién concentrada se decolora con «
una pequefla cantidad de polvo de carbén activo, sé ajusta a un o
pH 8,0 con sosa cadstica acuosa y, con adiocién de cantidades =
calculadas de acetato bdrico y luego alcohol, se deja sedimentar

la sal de bario resultante de D-ribosa-5-fosfato. Despuds de se

car, el precipitado produce 18,4 g de D-ribosa-5-fosfato (BaC5

B 0?5 1/2 E,0)y de color blancos

Ejemplo 2

Bl medio de cultivo de siembra acuoso comprendia 2% de -
glucoss, 1% de peptons, 1% de extracto de levadura y 0,25% de
NaCly y el medio de fermentacién acuosa comprendfia 10% de glu-
cosa, 0,3% de urea, 0,2% de KH2P04, 0,14 de KZHP04’) ¥y se usa
0,01% de Ca012.2H200 El Micrococcus glutamicus KY3803 (ATCC ne
15455) se cultiva completamente de la misma forma qéé en el —
Blemplo 1, excepto en que se aflade 0,8 de KH,P0, ¥ 6,3% de K'ZHPO4
48 horas despuss del comienzo de la fermenmtacién. Al cabo de 120
hores se acumulen 8,9 mg de D=ribosa=S-fosfato por mililitro de
fluico de fermentacién. Despuds de separar las células del flui-
do de fermentacién, se somete 1 litro del filtrado a las mismas
etapas del Ejemplo, con lo que se obtienen 11,2 g de sal crista-

lina de bario de D=ribogsa=5~fosfato.
Bjemplo 3

Se usa Brevibacterium ammoniagenes ATCC n¢ 6872. Se vier=
ten 300 ml del mismo medio de cultivo de siembra del Ejemplo 1

en un frasco de 2 litras, y se esteriliza, y luego se culiiva

20N
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Un medio de fermentacién preparado separadamente se inocula con
aproximadamente 10 % en volumen del fluido de cultivo anterior., Se
vierten 3 litros del mismo medio de fermentacién del Ejemplo 1 en un
fermentador de jarra de 5 litros, y se esteriliza. In ‘72 horas de cul
tivo ajreado con agitacidn, se acumulen 20,5 mg de D-ribosa=B~fos=
fato por mililitro del fluido de fermentaocidn. También se observa la
acumulaoidn del compuesto en las células.

Despuds de sepirsr las células del fluido de fermentacida,
se somete 1 litro de filtrado &l mismo trptemiento del Ejemplo 1, y
produce 87,5 g de sal de bario de D=ribosa-d=fosfato.

Este solicitud que corresponde & la presentada en Japdn, con
fecha 29 de Julio de 1.963, bajo el Nimero 37.784/63 y 8 de Agésto de
1963, bajo el Nimero 40.897/63, se acoge a los beneficios del articulo

81 del vigente Estatuto sobre Propiedad Industrial.

- N 0T A =

Los puntos de inveneidn propia y nueva que se presentan para
que sean objelo de la presente solicitud de Patente deInvencidn en
Espaiie, por VEINTE aflos, son los siguientes:

12,= Un procedimiente para producir D-ribosg=b~fosfato por
fermentacidn, que comprende cultiver un miecroorgenismo gque produce D-
ribose-5-fosfato en un medio de cultivo acuoso que contiene sacarido y
que contiene de 0,20 a 2,0 % en peso de fosfato, como radical de dcido

fostérico, 0,01 a 0,2 % en peso de sal de magnesio como ion magnesio,

'
£

b

¥ 0,1 & 1,5 % en peso de sal de potasio como ion poﬁ§§ﬂ53 %ﬁrﬁbugg}é;
aF o Nroe

el D=ribosa=S-fosfato acumnlado.

2o~ Un procedimiento paras producir D~ribosa=B-fosfato por

- 8 -



fermentacion,

Tal y como se ha descrito en la Memoria que antecede y dor -

los fines que se han especificado.

La presente lMemorin consta de siete hojas, escritas a g

gquina por una sola de sus caras.

Madrid, 16 DIC 1964

denfo ip Rzaid
Al ?O{%iqa’(%k
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