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MEMORTA DESCRIPTIVA
que se presenta para unir a la solicitud
de '
PATENTE D E INVENCION

formulada el 30 de enero de 1965, con el mfm. 308.7TC

en

EsPANA
por VEINTE afios

a nombre de KYOWA HAKKO KOGYO CO. LTD., entidad japonesa
establecida en 4, Ohtemachi-l-chome, Chiyoda-ku, Tokyo,

Japén, por:
YUN PROCEDIMIENTO PARA LA PREPARACION DE Die Y TRIFOSFA

TOS DE GUANOSINA"Y,

B T T EEEyE—r——————

Esta invencidn se refiere a un procedimiento pa-
ra la producciln de trifosfato de guanosina (al que aquf
se hace referencia como GIP) y difosfato de guanosina (al
que aquf se hace referencia como GDP), llevando a cabo el
cultivo fermentativo de un microorganismo en un medio de
cultivo, en presencia, en tal medio de cultivo y durante
cierto tiempo a lo largo del proceso de fermentacidn, de
guenina, un derivado de ella (guanosina, etc.), 0 un pro-
ducto natural gque contenga al menos una de estas sustan~
cias (denominado aquf genéricamente "compuesto de guani-
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El objeto de esta inveneibn es producir -econb-
micamente y con buenos rendimientos GTP y GDP, que jue-
gan papeles importantes ean el metabolismo y que son im-
portantes como reactivos bioquimicos, y como reactivos de
adicién de fosfatos y medicamentos de alte energfa.

En cuanto a la produceidn de GIP y GDP, se ha
conseguido hasta ahora por sintesis qufmica, o por un né-
todo enzimdtico a partir de guanosine. Pero los rendizien-
tos son bajos en estos métodos, y otra vez el método enzi-
ndtico tiene la desventaja de requerir una gran cantidad
de levadura. Asi pues, el GTP y GDP est4n también consgi--
derados como reactivos caros, ya que no ha habido ningin
método barato para su produceién,

Segin la presente invencidn, ciertas especies
de microorganismos forman una notable cantidad de GTP y
GDP, y establecen asf{ un procedimiento econémico para la
produceidén de dichos GTP y GDP.

Los microorgenismos usados en esta inveancién son

aquellos que pertenecen a la categorf{a de Brevibacterium

ammoniggenes. Puede ser usada cualquier bacteria que perte-
nezca a esta especie, independientemente de si son cepas
salvajes, mutantes que requieren un nutriente u otros mu~
tantes. Se forman cantidades notables de GTP y GDP culbi-
vando las bagterias que pertenecen a este especie en un me-
dio, en presencia de "compuesto de guanina" durante algin
tiempo a lo largo del cultivo, ‘

Como medio de cultivo es utilizable cualguiera
que contenga una fuente de carbono, tal como hidratos de

carvono (glucosa, productos de hidrdlisis de 21lmidén o me-

lazas, etc.), una fuente de nitrégeno (urea, cloruro de

froics
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amonio o nitrato de amonio, etec.), sales inorgdnicas (fos-
fatos de potasio, sulfato de magnesio, cloruro de calcio,
ete. ), ¥y productos naturales que contienen nitrégeno (1f-
quido de maceracién de mafz, extracto de levadura, extrac—
to de carne, peptona, deidos casamfnicos, productos soli-
bles de pescado, etc.) en proporcién adecuada. Cuando se usa
un mutante que requiere nutriente, se afiade al medio una
sustancia que satisfaga el requerimiento del mutante., %a adie
cién de eminodcidos y vitaminas tales como biotina, tiamina,
deido pantoténico o sustancias que tengan el mismo signi~
ficado fisioldgico (por ejemplo, beta-alanina y coenzima A
en el caso del dcido pantoténico) es ventajoso para la ssta-
bilizacidn del crecimiento de las bacterias y para la fer-
mentacidn, y para obtener el producto con buen rendimiento.
El GTP y GDP se formen individualmente o juntos,
cuando la fermentacidn se realiza en presencia de "compues=
to de guanina", que se afiade al medio arriba menciénado al
comenzar el oultivo o durante el curso del oultivo., La can-
tidad de GIP y GDP formada, sumenta cuando la concentracién
del fosfato inorgdnico afiadido al medio es mds alta que 0'4 %
(en peso), calculado como POs. El mejor resultado se obtiene
cuando la concentracién de P04 estd entre aproximadamente
0'4 % y aproximadamente 1'6 %. Pueden afiadirse complementa—
riamente glucosa y otros nutrientes al medio durante la fer-
mentacibn. La cantidad de "compuesto de guanina" afiadida al
medio es preferiblemente de aproximademente 1 miligramo por

mililitro & 10 miligramos por mililitro, calculada como adew

‘nine o guanina.

La fermentacién se realiza bajo condiciones aero-

biag, por ejemplo, agitando el cultive o el cultivo sumergi-
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do, con agitacidn y aireacidn a una temperatura entre 208 ¢
¥ 402 C, Se produce en el medio unz noteble cantidad de .

GTP & GDP, generalmente después de cultivo durante 36~ 120
horas, Ia produccidn de GTP y GDP aumenta notablemente cnan-
do se controla el medio de cultivo - por ejemplo, por adicidn
de un agente neutralizante adecuado tal como, por ejemplc,
disolucién acuose de hidréxido de sodio, para mantener el
valor de pH entre neutro y ligeramente dcido (pH 7'5 - 5'5)
despuds de la adicidn de "compuesto de adenina' o "compues-
t0 de guanina', Los GIP y}b GDP formados se redupefan por ne-
dio del trataﬁiento, conocido per se, por resina de inter-
cambio idnico, adsorcidn precipitacidn o extraceidn después
de la terminacidén del cultivo,

Los siguiente ejemplos ilustran shora las reali-
gzaciones preferidas de la invencidn, pero no han de ser in-
terpretados como limitantes de la misma. En ellos, los por-
centajes son en peso, & menos que se indigue otre cosa,

Ejemplo 1
Se use el Brevibacterium ammoniszenes ATCC Ne 6872,

Se cultiva en un medio que contiene 2% de glucosa, 1% ée pep~
tone, 1% de extracto de levadura, 0'3% de ClNa y 30 microgra-
mos por litro de biotine, a 302 C durante 24 horas.
V Se inocula un medio ée fermentacién con 10% (en vo-
lumen) del eultivo asf obtenido.
El medio de fermentacidn tiene la siguiente compo=-

gicibn, realizédndose el cultivo en agitacidén a 302 C:

Glucosa 100 gramos
Ures 6 gramos
PO 4HRK 10 gramos
PO 4HK2 10 gramos
- 4 - - e Uy
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SO@Mg.%HgO 10 gramos
Biotina 30 microgramos
Pantotenato de caleio 2 miligramos

Los anteriores componentes se disuelven en agua
y se completa hasta un litro, siendo ajustado después el
pH del medio de fermentacidn a 8'0 con NalOH antes de la
esterilizacién. Se colocan porciones de 20 mililitros del
medio de fermentacidn inoculado en matraces Erlemmeyer ds
250 mililitros, y se usan despuds de la adicidn de CO;Ca
en la proporcibn de 3 gramos por 100 mililitros del medio
y después de la esterilizacidn en un autoclave durante 10
minutog, bajo una presibn de 1 kilogramo por centimetro cua-
drado.

Despuds de cultivar el medio de fermentacibn asi
inoculado durante 72 horas, se afiade el lfquido de fermen-
tacidn une cantidad tal de guanina que se alcance la concen-
tracidn de 2 miligramos de guanina por mililitro del medio
de fermentacidn. Despuds de cultivo durante otras 48 horas,
se producen en el liquido de cultivo 2'0 miligramos de GIP
(caleulado como deido libre) por mililitro. El pH del medio
después de la adicidén de guanina es mantenido entre neutro
¥y ligeramente dcido, con hidrdxido de sodio por ejemplo, ¥y
el valor del pH al final del cultivo es de 5'8, (Se produ=
cen solamente 0'26 miligramos de GTP por mililitro cuando
no ge aflade la guanina y las otras condiciones se mentienen
iguales, Bl pH final en este caso es 6'2),

El filtrado obtenido separando las célules bactria-
nes del lfgquido de fermentacidén, se hace pasar & través de
una columne de resine de intercambio anibnico fuertemente bé-

sice (Dowex 1 (X2) (4ipo Cl)), y el GTP se obitiene por elu-

eibn con deido clorhidrido dilufdo. Esta fraccidn es neutra—

lizeda con disolucién acuosa de hidrdxido de sodio, tratada
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con polvo de carbdn, concentrade y enfriada, para recu-
perar la sal de sodio del GIP,

Ejemplo 2
Se usa el Brevibacterium ammoniagenes ATCC NR 6871,

Se disuelven en agua 100 gramos de glucosa, 6 gramos (2
urea, 6 gramos de PO4HZK, 6 gramos de POyHKp, 6 gramos de
SO4Mg.7H20 ¥ 5 gramos de extracto de levadura, y se comple-
ta hasta un litro. Se ajusta el pH a2 6'0 y se vierte 12 di-
solueidn en matraces, se atiade 003Ca en la proporcibn de
3 gramos por 100 mililitros de disolucibn, y se esterilicza
en un auntoclave durante 10 minutos bajo una presidén de
1zgybm2. El medio asi preparado se usa como medio de fermen~
tacidn. Se afiade una cantidad tel de guanina que se alcance
la concentracién de 2 miligremos de guanina por mililitro,
después de un cultivo de 72 horas, que es continmado des-
puds durante 24 horas despuéds de la adicién de la guanina,
Se forman 0'57 miligramos de GTP por mililitro y algo de
GDP cuando la fermentacibn se lleva a cabo bajo por lo demds
las mismas condioclones que en el Ejemplo 1.

Le presente solicitud que corresponde & la presenw=
tada en Japbn con fecha 27 de Noviembre de 1963, bajo el mi-
mero 63229/63, se acoge & los beneficios del artfculo 51 del

vigente Estatuto sobre Propiedad Industrial.
N o T A

Los puntos de invencidn propia y nveva que se pre-
gentan paré que sean objeto de la presente solicitud de Paten~-

te de Invencidn en Espafia, por VEINTE afios, son los siguienw

tes:t
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1.~ Un procedimiento para la preparacién de
di- y trifosfatos de gwnanosina, que comprende cultivar

una bacteria de le especie Brevibacterium ammonisagenes

en un medio nutriente, en presencia, en este Ultimo, de
un miembro seleccionado del grupo que consta de guanina
¥ guanosina, hasta que haya haebido una acumilacién de di-
chog fosfatos en dicho medio, y recuperar log di~ y trifos=-
fatos de guanogina as{ acumulados.

2.- Un procedimiento para la preparacién de di-
y trifosfatos de gnanosina, que comprende cultivar une bac-

teria de la especle Brevibacterium ammoniagenesg bajo condi-

ciones aerobias en un medio nutriente que contiene un miem-
bro seleccionado del grupo que consta de guanine y guanosi-
na, & una temperatura entre aproximadamente 202 C y 402 C,
durante un perfodo de aproximadamente 36 - 120 horas, en
que se efectia una acumulecidn de dichos fosfatos en dicho
medio, y recuperar los di-y trifosfaéés de guanosina asi
acumulados.

3e= Un procedimiento de acuerdo con el punto 2, en
el que el cultivo comprende un2 primere fase que se lleva &
cabo en ausencia de guenina y de guanosina, y en el que el
cultivo contimie a un pH de aproximadamente 5'5 a T!'5 des=
puds de la adicidn de cuslquiera de los dos Yltimos compues-
tos al medio de cultivo,

4.~ Un procedimiento de acuerdo con el punto 2,
en el que el medio nutriente contiene entre aproximadamente
0'4% y aproximadamente 1'6% en peso de fosfato inorgdnico
(celculado como POy).

5.= Un procedimiento para la preparacidn de di- y
trifosfatos de guanosina, que comprende cultivar una bacte=-

ria de la especie Frevibacterium ammoniagenes en un medio nu~
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triente, en presencia, en este Ultimo, de un miembro se-
leccionado del grupo que consta de guanina y guanosina,
en una cantidad de aproximadamente L miligremo 2 aproxi-
madaménte 10 miligramos de dicho miembro por mililitro
de medio nutriente, hasta que haya habido una acumulacidn
de dichos fosgfatos en dicho medlo, y recuperar los di-y
trifosfatos de gnanosina asl acumulados.

6.~ Un procedimiento para la preparccidn de di-
¥y trifosfatos de guanosina, que coﬁﬁrende cultivar una bac-

teria de la especie Brevibacterium ammonidgenes bajo condi-

ciones aerobias en un medio nutriente que contiene un miem=—
bro seleccionado del grupo que consta de guanina y guancsi-
na, en una cantidad de aproximadamente 1 miligramo & epro=-
ximadamente 10 miligremos de dicho miembro por mililitro de
medio nmutriente, a una temperatura entre aproximadamente
2092 C y 402 ¢, durante un perfodo de aproximadamente 36 =
120 horas, con lo que se efectda una acumulacién de dichos
fosfatos en dicho medio, y recuperar los di-~ y trifosfatos
de guenosina as{ acumulados.

T.- Un procedimiento para la preparzcibn de di-
¥y trifosfatos de guanosina,

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

La presente Memoria consta de 9 hojas escritas

a mdquina por una sola cara.



Madrid, 9 FEB 1965
P° A‘
Ay
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