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Bl presente invento se refiere a un procedi -
miento para producir difosfato de adenosina y trifosfato
de adenosina, Mds particularmente, el presente invento -
conclerne a wn procedimiento para producir difosfato de-
adenosina y trisfosfato de adenogina por fermentacidn en
presencia de un manantial apropiado de carbono, por ejem-
plo carbohidratos, fosfatos inorgdnicos y adenina o sus -
derivados.

E) difosfato de =denosina y el trifosfato de -
adenosina producidos por el procedimiento del pres=nte in-
vento encuentran muchas utilizaciones por todo el campo -
bioquimico. Por ejsmplo, el difosfato de adenosina encuen~
tra utilidad en la respiracidn celular. Ia velocidad a la-
que los alimentos pueden ser quemados es reguladsa por las
exigencias o necesidades de la célula en cuanto a energla
Wtil. Ja utilizacidn de trifosfato de adenosina para go -
bernar o mandar aubtomdticamente los divewrsos procedimien-
08 que requieren energia de las célulag, aunenta automd-
ticanente el suministro disponible de difosfato de adeno-
gsina y fosfatos inorgdnicos, que a su vez quedan disponi-
bles para reaccionar por el mecanismo de copnlaecidn, y -~
permiten que prosiga la respiracidén. El difosfato de ade-
nosina y el trisfosfato de adenosina (citados en lo que -
sigue como DPA y TPA, respectivamente), también desempe -
flan un importante papel en el metabolismo "in vivo" y ade-
més son importantes como reaccionsntes bioguimicos, aditi-

vos de dcido fosférico de alta energia, y medicinas., ¥l -
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trifosfato de adenosina es tambidn eficaz en la gintesis -
de acetil coenzima 4, en la sintesis de svlfato activo, en
la sintesis de colesterol, ete.

Uno de los objetos del presente invento es el
de ecresar un pro-edimiento mejorado para la preparacién de -
D24 y de TP, qus ze puede reslizar de una manera eficaz -
y simple.

Otro objeto del presante invento es el de crear
un procedimiento vara producir difosfato de adenosina y tri-
fosfato de adenosina por un métovdo de fermentacidn 2 una es-
cala industrial y con buenos rendimientoc.

Un objeto adicional del presente invento es -
el de crear un procedimiento mejorado de vroduccién de DPA
y TPA con bajo coste, nor fermentacidn en wrasencia de car-
honidratos comd principal manential de carbono.

Otros objetos v el alcance adicional de apli-
cabilidad del presente invernto res:litasrdn evidentes a papr-
tir de la deseripeidn detallada que se da seguidamente; se
deberd sobreentender, sin embargo, que la descripeidn deta-
1lada y los ejemplos espscificos, aungue indican realiza -
ciones preferidas del presente invento, egtdn dados solo -
a titulo de ilvstracidn, ya gqur 2ivarsos cambios y modifi-
caciones dentro del alcunce v espiritu del invento resulta-
rén evidentes para los téenicos en la materia, a partir de-
asta descriveidn detallada.

De acuerdo con el nranante invento, se ha en -
contrado que ge puade obtener un producto y un procedi =
niento muy mejorados para producir DPA y TPA, cultivando -

un microorganismo capaz de yroducir Dlﬂéi IP4 en un medio -
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nutriente acuwoso bajo condiciones zerobias en presencia -~
de al menos un carbohidrato como el principal manantial -
de carbono, fosfatos inorgdnicos, y adenina o sus deriva-
dos, en vna cantidad suficiente pasra acumular el difosfato
de adenosina y/o el trifosfato de adenosing en el medio ~
de eultivo. Para recupersar DR v TPA con altos rendimientos
los carbohidratos, los fosfatos inorgdnicos y la adenina -
o sus Gerivados estdn nresentes convenientemente en el me-
dio de cultivo en concentraciones zspecificss.

Liag bacteriss que gon cepsces de asimilar los
carbohidratos y de crecer o desarrollarse en el medio -
nutriente acuoso, para producir de esta manera grandes ~
canticades de DPA y TPA, se encuentran en un amplio nime-
ro de especies ¥y géneros. & partir de las investigaciones
e identificaciones de los inventores, las cepas que tienen
capacidades particulzrmente grandes para producir difosfato
de adenosina y o trifosfato de adenosina son las que per -~
tenecen a los céneros Corynebacterium, Brevibacterium, -
Aythrobecter y Micrococcus.

Como resultado de diversas investigaciones 80—
bre procedimientos para producir difosfato de adenosina y -~
trifosfato de adenosina utilizando microorganismos, los -
presentes inventores han encontrado gue cantidades signi -
ficativas de DPA y TPA go ncumulan en un medio de cultivo-
utilizando microorganismos que tienen las propiedades agui
descritas, bajo condiciones especificas de fermentacidn.
Iios rmicroorganismos emplesdos en 2l presente -
invento tienmen la carzcter{stica de que producen DPA y TPA

en el medio de cultivo, conduciendo la operacidn de culbi-

vo en presencia de adenina. los microorgenismos que tienen

-+-3438095



vl

10

20

25

20

13090670-

egta caracteristica estdn distribuidos ampliamente y no -
pueden estar limitados a una categoria o taxdén especifico.

Se pueden aislar excelentes cepas a partir -
de los wicroorganismos que habitan en el suelo, en el aire,
en los cuerpos de los animales y en otrog campos natura -
leg, y cevas de material de partida en que el microorga -
nismo es inoculado en 10 ml. de un medio de cultivo en un
tubo de ensayo que conprende, por ejemplo, 10% de glucosa,

% de KHPO,, 15 de EL,00, 19 ge HgH0 4o THO 5 26 de ex -
tracto de levadura y 3C /ug/liﬁro de biotina, Da operccidn
de eultivo se realiza entonces baje condiciones aerobias -
con agitacidn. Desvuds de 48 horas de cultivo, 0,01 ml. del
1{quido de cultivo flotante son depositados sobre un papel
de filtro vy analizados por cromatografia.

Son aislados los microorganismos gque se de -
tectan por irradiacidn ultravisleta que producen difosfato
de adenosina v trifosfato de adenosina. Los microorganismos
asi aislados son emmleados en el procedimiento del vresen-
te invento. Ilustrativos de los microorganismos que se pue-
den utilizar en el »rocedimiento del presente invento in -
cluyen bacterias que pertenecen a los géneros Corynshacte-

rium, Brevibacterium, Arthrobzcter y Micrococcus.

Egtas cepas son utilizadas en los ejemplog -
seguidaments citados.

1l medio de Ffermentacidn comprende un medio -
de culsivo sintético o un medio anutriente natural gue cone-
tiene los nutrientes esenciales para el crecimiento de la-
cepa de microorgenismo empleada. PDicho medio de fermenta -
cidn contisne cantidades esnzcilicas da carbohidratos como

343905
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el principal manantial de carbono, y cantidades espect -
fices de fosfatos inorgdnicos asgi come de otros nubrien~
tes que son bien conocidos en la técnica, tales como, -
por ejemplo, un menantial de nitrégeno, compuestos inorgd-
nicos y similares, que son uvtilizados por el microorganis-
mo empleado en cantidades especificas.

¥l medio de cultive empleado en el presente -
invento para producir DPA y TPA con altos rendimientos, -
contiene carhohidratos como el principal manantial de car-
bono en una cantidad de aproximadsmente 5 a 20%. Los car -
bohidratos gue se nuaden utilizar en el procedimiento del
presente invento incluyen, por ejempleo, glucosa, fructosa,
maltosa, sacarosa, almidén, hidrolizados de almiddn, mela-
zas, ¥y similares. Se pueden utilizar pequeRias cantidades -
de obtros manantiales apropiados de carbono, tales como -~
glicerina, manitol, sorbitol, 4cidos orgdnicos, hidrocar -
buros, etc, en el medio de fermentacidn, junto con los car-
bohidratos. Los carbohidratos pueden ser utilizados solos -
0 en mezclas de dos o mds de ellos, y btambién puede estar -
presente cualquier pequefia cantidad de otros manantiales de
carbono, solos o en mezclas de dos o mds de ellos.

Los fosfatos inorgdnicos empleados en el medio
de cultivo del presente invento para producir difosfato -
de adenosina y/o trifosfato de adenosina con altos rendi -
nmientos, estdn vresentes en una cantidad de aproximadamente
0,4 a 5%, en forma de PO4. Fosfatos inorginicos apropiados,
que se pueden utilizar con eficacia, incluyen fosfato de -
sodio, fosfato de dihidrdgeno y sodio, fosfato de monohidrd-
geno y modio, fosfato de potasio, fosfato de dihidrégeno y -

potasio, fosfato de monshidrdgeno y potasio , y otros fos -



fatos inorgdnicos similares. Los fosfatos preferidos son -
fosfato de monohidrégeno y potasio, y fosfato de dihidrdge~
no y potasio. Otros compuestos inorgédnicos que pueden afia-
dirse al medio de culiivo de acuerdo con el presente inven-
5 to, incluyen sulfato de magnesio, sulfato de hierro u otras
szles de hierro, cloruro de magnesio, cloruro de calcio, -
etc.
Iia adenina o sus derivados gon afiadidos al me-
dio de cultivo en cualouier momento durante la operacidan -

10 de cvliivo, en una cantidad suficiente para acumular difos-
fato de adenosina ¥ trifozfato de ndenozina er el wmedio de-
oultivo. Para producir 574 y TPA con altos rendimientos, -
la adenina o sus derivados estdn presentes en el medio de-
cultivo en una centidad de aproximadamente 1 a 10 mg/ml.

15  Para concentraciones menores que estas cantidades, la -
cantidad de DPA y de T8: es correspondientermente menor, =
Ademds, cuando se wtilizan cantidades de adenine mayores -
que las anteriormente mencionadas, la velocidad de conver-
sidn de adenina a DPA y a TPi es baja. La adenina o sus -

o0 derivados pueden ser afiadidos al comienzo de la operacidn-
de cultivo o durante el cultivo. La adenina puede ser afia-
dida en la forma de sales inocuas tales como el clorhidrato
o el sulfato, o derivados de los mismous, tales come adenosi-
na, que mueden ser convertidos fdcilmante en adenina, debi-

25 do a las caracterlsticas de las cepas empleadas. Otros de-
rivados de adenina incluyen, por ejemplo, ribosido de ade-
nina y ribotido de adenina, incluysndo también las sustan—
cias natursles gue contienen adenina, asi como la situacidn

en la gue log microorganismos empleados producen por S par-

30 te adenina. 343 8 9 5
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Como manantial de nitrégeno, se pusden emplear -
diversas clases de sales o compuestos orgdnicos o inorgd -
nicos, tales como urea, o sales de amonio tales como clo -

ruro de amonio, sulfato de smomio, nitrato de amonio, fos-

5 fato de amonio, etc., 0 uno, o mdis de un aminodcido, mez

i

clados en combinacién, o sustancias nabursles que contie

nen nitrégeno, tales como liquido de maceracidn de maiz,

>xtracto de levadura, extracto de carne, harina de pesca

do, peptona, caldo de cultivo, hidrolizados de caseina,

10 productos solubles de »eo:cado, extracto de salvalo de -
arroz, etec. Egtas svetencias pueden emplearvse también solas
0 en combinacién de dos o mds de ellas. Tambiédn puede ser -
necesario afiadir ciertos nutrientes esenciales al medio de =~
cultivo, depeniiendo del microorganismo particular empleado,

15 tales como aminodcidos, vor ejemplo dcido aspdritico, treo-
nina, metionina, ete., y/o vitaminas, por =jemplo biotina,
tiamina, cobalapina y similares.

12 fermentacidn seo conituce bajo condiciones -
asrohizzg, tales come aritacidn asrobiaz del cultivo, © con

20 agitacién de un cultivo sumergido, a vna temperatura de -
aproximdarente 20 a 402C y a un pH de aproximadamente 5 a
9. Se encuentra que se acumulan en el liguido de fermenba-
cién cantidades notablemsnte grandes de difosfato de ade -
nosina y trifosfato de adenosina.

25 Degpués de completarse la fermentocién, el difos-
fato de adenosina y el trifosfato de adenosina pueden ser -
separados del l1iquido de cultivo por medios convencionales,
tales como tratamientc con resinas de intercambio de iones,
precipitacién con sales metdlicag, métodos de extraccidn, -

3C métodos convencionazles de adsorcidn, cromatografia y simi -

1309467.- e -8- 3 4 3 8 9 5



10

a0

a5

30

13.9.67.

Los siguientes ejemplos eatdn dados simple -
mente coro ilustirstivos del oresente invento y no han de
gser consideradog como limitativos. Salvo que se indique -
lo contrario, los porceantajes estdn en peso en la memoria
¥y en los ejemplos.

Ejemplo 1. Como bacteria de siembra se utili-
za Corynebacherium sp N8, 3485 £20C 21084, Zsta es culti-
vada a 3020 durante 24 horas en un madio de siembra gue -
consizte en 2% de glucosa, 1% de peptona, 1% de extracto-~
de levadura, 0,3% de cloruro de sodio y 30 /ug/l de bioti-
na.

E1 medio de fermentacidn empleado tiene la si-
guiente composicidn: 120 g de glucosa, 12 g de KZHPO4’ -
12 g de KHpFO,, 12 g de Ng304o7520; 6 g de urea; 10 g de~-

xtracto de levadura y 30 /ug de biotina por litro del me-
dio de cultivo.

En la composicién anterior, la urea eg este -
rilizada separadamente en solucién al 12 ¥ es afiadida a
19 ml. del resto del mcdio de fermentacidn, que fué este-
rilizado previamente en un autoclave bajo las conliciones
de 1 kg/cm2 de presién durante 10 minutos.

El cultivo de siembra es inoculado en los 20
ml. del medio de fermentzcidn conbtenidos en un matraz
Erlenmeyer de 250 ml. en una cantidad de 10% en volumen~
del mismo. La fermentacién se realiza con asitacién asro-
bia del culiivo a 302(, Degpuds de 72 horas de cultivo, -
ge afizde adenina al medio de fermentacidn para yroporcio-
nar una concentracidn de 2 mg/ml. Despuds de 48 horas adi-

clonales de cultivo, se acumilan en el liguido de fermenw

343895



tocidn difosfato de adenosina y trifosfato de adenosina, en
cantidades de 1,1 mg/ml y 4,2 mg/ml, respectivamente.
E1 filtrado, obtenido separando por filtracién
cuerpos celnlares del lfquido de fermentacidn, fué hecho -
5 pasar a través de una columna de resina de intercambio de -
aniones fuertemente bésica, del tipo de cloruro ds Dowex -
1 (X 2). Cada fraccidén de difosfato de adenosina y trifos-
fato de adenosina obtenida por la elucidn con &cide clorhi-
drico fué neutralizada con sosa caustica y subsiguientemen—
10 te fud tratada con polvo de carbono. Desvuds de ésto, se -
concentrd v enfrio. Se obtuvieron cristales de sales de so-
dio de difosfato de adenosina y trifosfato de adenosina.
Se observo que si se repetia el ejemplo ante -
rior cambiando solo la concentracidén de glucose a 3%, 0 =
15 cumbiando solo la concentracién de KHPO, y KIFO 4 ® 0,27,
mantenidéndose iguales que anteriormente todas las ciras -~
condiciones, la cantidad de DPA y la cantidad de TPA produ-
cidas eran en ambos casos de 0,5 mg/ml o menos, respectiva~
mente,
20 Ejemplo 2.- Como microorganismo de siembra se

ubtiliza Arthrobscter sp Ne. 3486 ATCC 21085 y las otras -

condiclones de cultivo son 1z mismas que en el ejemplo L.
Las cantidades de difosfato de adenosina y trifosfato de -
adenosina acunruladas en el liguido de ferﬁentacién gon, -
25 respectivamente, de 2,1 mg/ml ¥ 3,8 mg/ml.
Eiemplo 3.~ Como microorgenismo de siembra se~

utiliza Brevibacterium smmonisgenes ATCC 6872, y las otras

condiciones de cultivo son las mismas que en el Ejemplo 1.

Las cantidades de difosfato de adenosing y trifosfato de ade-
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nosina acumuladas en el 1liquido de fermentacidén son,res -
pectivamente, de ¢,6 mg/ml. v 5,1 my/ml.
LBiemplo 4.~ Como microorganismo de siembra -

se whiliza Micrococous scdonensiss ATCC 159%2, vy las con-

5 diciones de cultive son las mismas que en el Ejemplo 1. -
Tag cantidades de diTosfato de adenosina y trifosfato de-
adenosina scumuladas en el liquido de fermentecidn son, =
respectivamente, de 0,6 mg/ml y 1,7 ng/nl.

51 el ejemplo 4 se lleva a cabo utilizando -
10 %% de glucosa o 0,26 de KzHPO4 y KHpP04, la cantidad de -
difosfato de adenosina ¥ la cantidad de trifosfato de adew
nogina acumuladas son, respachivamente, de 0,3 mg/ml. ¥y -
0,4 mg/ml. ou ambhos cagos.
Habidndose dascrito de esta mamera el invento,
15 resultard evidente que el mismo sge puede variar de muchas
maneras. Dichas variaciones no han de ser consideradag como
una desviacidn del espniritu y del alcance del invento, y -
se pretende que todas egtas modificaciones estén incluidas
dentro del alcance de las siguientes reivindicaciones,
20 Bste Solicitud, que corresponde a la presen-—

7 taca en Japén el 5 de fgosto de 1.966, bajo el mimero -

51.664/66 se acoze a los beneficios del artfeule 51 del -

vigente Estatuto sobre rropiedad Industrial.

25 N O T 4

Los puntos de invencién propia y nueva que -
se presentan para que sean objeto de egta Solicitud de ~

Patente de Invencidén en Lspafia, por VEINTE afios, son los

343895
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1). Un procedimiento para producir difosfato -
de adenosina y trifosfato de adenosina, que comprende cul-
tivar un microorganismo capaz de producir difosfato de -~
adenogina y trifosfato de adenosina en un medio nutriente
acuoso bajo condiciones aerobias, en presencia de al menos
un carbohidrato como principal manantial de carbono, un -
fosfato inorgénico, y adenina o sus derivados.

2). E1 procedimiento de le reivindicacién 1, -~
en que el microorganismo capaz de producir difosfato de -
edenosina y trifosfato de adenosina pertenece a un género

seleccionado del grupo que consiste en Corynebacterium, -~
grupo q H,

Brevibacterium, Arthrobscter y Ficrococcus.

3). E1 procedimiento de la reivindicacién 1, -
en que el microorganismo es Corynebacterium gp. nim. 3485

ATCC 21084,

4), E1 procedimiento de la reivindicecién 1, -

en que el microorganismo es Brevibacterium ammoniagenes -

ATCC 6872,

5). E1 procedimiento de la reivindicacién 1, -
en que el microorganismo es Arthrobacter gn, N2, 3486 ATCC

21085,

6). B1 procedimiento de la reivindicacién 1, -
en que el microorganismo es Micrococcus sodonensis ATCC -

15932,

7). Bl vrocedimiento de la reivindicacién 1, en
gue el carbcohidrato es glucosa y el fosfato inorganico es -

una mezcla de fosTato de monohidrégeno y potasio y fosfato-

de dihidrézeno y potasio. é é%‘ 3 8 g 5

8)s Un procedimiento para producir difosfato ~

de adenosina y trifosfato de adenosina, que comprende cul-
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tivar un microorganismo que pertenece a un género seleccio-

nado del grupo gue concizte en Corynebacterium, Previbac -

terium, Arthrobacter y Micrococcus, en un medio nutriente-

acuoso bajo condiciones aerobias, en presencia de aproxi -
madamente 5 a 20% de carbohidratecs, como principal manan -
tial de carbono, avroximadlamente C,45% a 3,C% de fosfatog-

inorgénicos en forma de i04, y adenina o sus derivados, -

en ung cantidad svficlente para acumular difosfato de ade-
nosina y trifosfato de adenosina, y recupevar el difosfato
de adenosina y el trifosfoto de adenosina del medio.

9). Bl procedimiento de 1la reivindicacién 8, en
que la adenina o sus derivados estdn presentes en el medio
de cultivo en una cantidad de aproximadamente 1 a 10 mg/ml.

10). Bl procedimiento de la reivindicacién 8, -
en que los derivados de adenina estdn seleccionsdos del -
grupo que congiste cn edenosina, ribozido de adenina y ri-
bétido de adenina.

11). El procedimiento de la reivindicacién 8, en -
que el microorganismc es cultivado bajo condiciones aero =
bias a una temperatura 4~ aproximadamente 20 a 402C y g un
pH de aproximadamente 5 a 9.

12). Bl procedimiento de la reivindicncidn 8, en
gque se afirden adenina o cus derivados al medio de cultivo
en cuzlauier momento Qurante la operacidn de cultivo.

13). EL procedimiento de la reivindicacién 8, en
que el microorganismo estd selsccionado del grupo que con-
sigte en Corynebacterium sp Ne, %485 ATCC 21084, Brevibac-
ferium ammoniacenes AICC 6872, Arthrobacter sp ne. 3486 -
ATCC 21085 y Microccoccus godonensig ATCC 15932,

- 343895




14). Un procedimientc pare producir difosfato
de adenosina y trifesfto de adenosina.
Tal ¥ cormo se ha descrito en la Memoria que ~
antecede, ¥ con log fines que se han egnecificzdo,
5 Ligta Feroria congta de catorce hojas escritas

a magquina vor vna sola de sus caras.

15 SRam
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