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Este invencibn se refiere & un procedimiento ™

~ pera preparar trifosfato de adenosina y difosfato de ade-~

nosina. Mis particularmente, se refiere & un procedimien-

to para la produccibn de trifosfato deadenosing y difos-

fato de adenosina por fermentacidn. Més particularmente

alin, la invenciln se refiere a un procedimiento para lu
produccibén de trifosfato de adenosina y difosfato de cde~
nosina por fermentacidn con microorganismos, en presen-
cia de adenina o derivados de la misma,

El trifosfato de adenosina (ATP) y el difosfa-
to de adenosina (ADP) son compuestos conocidos por la
téenica, que juegan un importente papel en el metabolis-
mo in vivo. BEstos compuestos son importantes también cqmd
reactivos bioquimicos y como agentes de adicibn de éciqﬁ
fosfbrico de alta energle, asi como en el campo de la
medieina.

Uno de los objetos de la presente invencibn es
proporcionar un procedimiento perfeccionado para la pro-
ducecibn de trifosfato de adenosine y difosfato de adenosi-
na, que resuelve los inconvenientes y deficleuncias de los
nétodos de la técnica anterior,

Otro objeto de la presente invencidn es propor-
cionar un procedimiento para producir trifosfato de ade-

nosina y/o difosfato de adenosina por fermentacibn, yue

. puede ser llevado a cabo de una forma simple y eficaz.

Un objeto més de la invencibn es proporcionar
un procedimiento para produeir trifosfato de adenosina y
difosfato de adenosina por fermentacibn, gue puede ser

realizado ventajosamente a escala industrial y a bajo

- coste, para dar un alto rendimiento de producto.
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Bstos y otros objetos y ventajas de la invencién
se harén evidentes, para los expertos en la téenica, por -

consideracibdn de la siguiente Memoria descriptiva y rei-

" vindicaciones,

Como resultado de varias investigaciones sobre

un procedimiento para producir ATP y ADP por medio de mi-

croorganismos, el amntor de la presente invencibén ha en-
contrado, segin la presente solicitud que se acumulan can~
tidades significativas de ATP y ADP en el caldo de culti-
vo cuando se afladen adenina o sus derivados, o sustancias
neturales que los contienen, a un medio de cultivo en el
que se lleva a cabo la fermentacidn con microorganismos
para producir ATP y éDP.
Los microorganismog gue han de utilizarse en
el procedimiento de la prewente invencibn son bacterias

que pertenecen & los géneros (orynebacterium, Micrococ~

cug y Arthrobacter .Se incluyen los microorganismos que
por sf mismos producen adenina o sus derivados.

Ia esencla de la presente invencifn es la adi-
cibn de adenina al medio de cultivo dwrante la fermenta-~
¢lén. También pueden emplearse eficazmente derivados ade~

cuados de la misma, tales como la adenosina, 4cido adeni-

" lico y simileres. Es posible tambiédn utilizar sustancias

naturales que contienen adenina o sus derivados, ya que
&stos también dan en realidad los mismos efectos.

Zn 1ls presente invencibn es adecuado tanto un
medio sintético de cultivo como un medio nuiricio natu=-
ral, siempre que contenga las sustancias nutrientes esen~
ciales para el desarrollo de la cepa empleada. Estus sus-

tancizas nutricias son muy conocidas en la téenica, e in-
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cluyen sustancias tales como una fuente de carbono, uha

(M1

fuente de nitrdgeno, compuestos inorgénicos y similares,
gue son utilizados por los microorsanismos empleados en
proporciones adecuadas. Asi, como fuente de carliono, pue-
den mencionarse, como ejemplo, los hidratos de carbono
tales como la glucosa, fructosa, maltosa, sacaross, almi-
dén, hidrolizados de almidén, melzas, etc. o cualquier :
otros fuente adecugnds de carbono tal como la glicerina,
memitol, sorbitol, Acidos orghnicos, etec. Estas sustan- -
clas pueden utilizarse, bien como fuente aislada de car-
bono, o en mezclas de dos 0 nés. Como fuente de nitrboeno
pueden emplearse varias clases de sales o compuestos inor
génicos y orgénicos, tales como la urea o las sales de .
amonib, como el cloruro de amonio, nitrato de amonio, -
sulfato de amonio, fosfato de amonio, ete¢c. 0 sustancias
naturales que contienen nitrbgeno, tales como el caldo
de maceracibn de.maiz, extracto de levadura, extracto de
carne, peptona, harina d% pescado, caldo, hidrolizados
de caseina, fcido casaminico, solubles de pesfado, extrac
to de salvado de arroz, etc. También la fuente de nitrd-
geno puede ser una dnica sustancia o una corbinacibn de
dos o mfis materiales que contienen nitr6geno; Los compues
tos inorgénicos que pueden ser afiadidos al medio de cul-
tivo incluyen el suslfato de amgnesio, fosfato de sodio,
fosfato de dihidrébgeno y potasio, fosfato de monohidrd-
geno y potasio, sulfato de hierro, cloruro de magnesio,
cloruro de calecio, etcs.

Cuando se usan cepas mubtantes que tienen re-
querimientos nuiricios particulares, lasz sustancias ne-

cesarias para satisfacer estos requerimientos de desae
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Errollo han de ser, naturalmente, afiadidas al medio de

icultivo. Adends, se ha observado que la adicibn de anmi-
fnoécidos o viteminas, por ecjemplo biotina, tiamina, 4cido
;pantoténico o compuestos que tienen una importancia fisio-
1bgica idéntida a estos compuestos (tales como la beta-
"alanine o coenzima A con respecto al dcido pantoténico),

tiene el efecto de estabilizar el desarrollo de los mi~

croorganismos y la fermentacibn resultante, asi como de

- dar lugar a un elevado rendimiento de producto.

Si la fermentacibn es realizade afiadicndo com-

"puestos de adenina & un medio de cultivo tal como se ex-

plica anteriormente, se producen, individual o conjunta-

mente, ATP, ADP y 4cido adenflico (AMP).

Las cantidades de ATP, ADP y AMP producidas son
aumentadas afiadiendo aproximadamente 0,4% en peso o més
de fosfato inorginico en forma de PO4 al medio de cultivo.
Se prefiere un contenido de aproximadamente 0,4 a 1,6% en
peso en forma de PO4, y dé4 un buen efecto.

La cantidad de adenina o derivado de la misma que
ha de ser afiadida &l medio de cultivo es, Gptimemente, de

aproximadamente 1 a 10 mg/ml de adenina o suf equivalen=-

. te. En el curso de lea fermentacibn puede afindirse también

al medio glucosa u ofros componentes nutricios.,
La fermentacibn o cultivo es realizada en con-

diciones aerdvicas, como por ejemplo una agitacidn aeréd-

" bica del cultivo o con agitacibn y aireacibn de un culti~
| vo surmergldo, & una temperatura de aproximadamente 209
~a 402C y a un pB de aproximadamente 5 a 9. En estas con-
" diciones se producen cantidades notablemente grandes de

f ATP, ADP y AMP después de aproximadamente 36 a 120 ho-

. ras de cultivo. El rendimiento de ATP y ADP, especialmente



'vo de modo que el pH de éste se mantenga neutro o débilmen-
?te écido (7,5 a 5,5) despuéds de la adicibdn de adenina o de
un derivado de la misma, '

5 ' Una vez finalizado el ocultivo, el ATP y ADP re-
sultantes pueden ser recuperados a partir del liguido de
fermentacidn por medios convencionales, tales como un tra.-
tamiento con resinas cambiadoras de iones, extraccibn con

disolventes, precipitacidn, adsorcibn, o similares.

10 Los siguientes ejemplos se dén simplemente como

ilustracibn de la presente invencibn, y no han de ser con~-
siderados como limitativos. Si no se indica de otro modo, -
los tantos por ciento indicados en los mismos y a la tri%

vés de toda la solicitud de Patente son en peso.

15 Ejemplo 1.

Como bacteria de éiembra se utiliza l& especia

3485, ATCC 21084 de Corynebheterium. Es cultivada en un

medio de cultivo que cons%a.de 2 % de glucosa, 1% de pep-
tona, 15 de extracto de levadura, 0,3 % de ClNa, y 30 mi-
20 crogramos/l de biotina, a 309C y durante 24 horas.

El cultivo de siembra resultante es inocuwlado, en
la relacién de 10% (en volumen), en un medio de Fermenta-
cibn que tiene lacomposicién siguiente:

100 g. de glucosa,

25 € g de urea
10 g. de P04H2K ;
10 g. de PO g
4§79
10 g. de 804 lig. 7H20

30 10 g. de extracto de levadura,

24.12,67 -6
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30 microgramos de biotina

0,1 g. de 01203. QHéO

Los ingredientes anteriores se disuelven en un

" litro de agua para preparar el medio de fermentacibn., Des—

| pubs de ajustar:su pH a 8,0 con NalOH, se vierte en matra-

ces indivudiales y es esterilizado & 1 kg/cm? en un auto-
clave durante diez minutos.

Porciones de veinte ml. de la combinacién de los
medios de siembra y de fermentacién se vierten en matraces
Irlenmeyer individuales de 250 Hl, Después se lleva a cabo
el cultivo con agitacidn aerdbica a 302C.

Despuds de 72 horas de cultivo se afiade adenina
al medio de fermentacibn, para dar una concentracidn de
2 mg/ml. Despuds se continfia el cultivo subsiguientemen—
te durante 24 horas. El1 pH del medio de cultivo es manteni-
do neutro o débilmente dcido. A la terminacibén del cultivo
el pH del medio es de 5,8. Como resultatio se producen en
el caldo de cultivo 3,1 mg/ml. de ATP y 0,90 mg/ml. de
ADP (midiéndose cada uno de ellos en forma del 4cido libre).

Il filtrado obtenido seprardo las células bascte-
rignas del liquido de fermentacibn se hace pasar a través
de una columna de resina cambiadora de aniones fuertemente
bésica. Ie resina es Dowex (X2), del tipo clururo. Eluyen-
do con 4cido clorhidrico se oblienen fracciones respecti-
vas de ATP y ADP. Las fracciones son neutralizadas con
sosa cdustica (hidrbéxido de sodio). Después, son tratadas
con carbdn en polvo, concentradas y enfriadas. liste tra-
tamiento d4 como resultado la obitencidn de crisztales de
flas gales de sodio de .ATP y ADP, respectivamente.

EJEMPLO 2

!
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Uomo hacteris de siembra se utiliza Corynebacte-
rium mycetoides KY 3536 ATCC 21134. Se lleva a cabo el
cultivo de la misma forma que la explicada en el ILijemplo
1. Como resultado se producen 1,5 mg/ml de ATP, 0,8 mg/ml.
de ATP y 1,3 mg/ml. de AWP.

Bjemplo 3. Se lleva a cebo el mismo procedimiento que el
explicado en el Ejemplo 1, empleando la especie 3484 ATCC
21084 de Corynebacterins como bacteris de siembra, pero la
concentracibn de glucoss en el medio de feruentacidn es

de 3¢. Al finslizer le fermentacidén, se compruebs que se
hen producido 0,4 mg/ml. de ATP y 0,3 mg/ml, de ADP en el
caldo de cultivo.

jemplo 4.

‘ Como bacteria de siembra se emplea icrococcus
Sodonensis ATCC 15932, Se lleva a cabo el cultivo con és-
ta, en el mismo medio de cultivo y en las mismas condicio-
nes de cultivo que.las explicadas en el Bjemplo 1, duran—
te 72 horas. Después, se ahade adenina al liquido de fer-
mentacidn hasta dar une concentracién de la misme de 2 mg/
ml. Después se contimia el cultivo durante 24 horas més.
Como resultado se producen 1,3 mg/ml. de ATP y 0,5 mg/ml.
de ADP (medios ambos en forma del 4cido libre). Despuds
de la adicién de adenina, el pH del medio de cultivo fué
nantenido en neutro o débilmente &cido, y el pH era de
6,0 al finalizar el cultivo.

Bjemplo 5

Se lleva a cabo el mismo procedimiento que en
el Ejemplo 1, excepto en que se utiliza liicrococcus sedo-
nengis ATCC 15932 como bacteria de siembra y que la con-

centracibn de glucosa en el medioc de fermentacidn es de

e
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3%, Las centidades de ATP y ADP producidas son 0,4 mg/
ml., y 0,3 mg/ml.,, respectivamente.
Ejemplo 6

Como bacteria de siembra se emplea la especie

3484, ATCC 21085 de Arthrobacter. Es cultivada en el mis-

mo medio de cultivo y bajo las mismas condiclones de cul-
tivo que las explicadas en el ejemplo 1, durante 72 ho-
rag, Deapuds se aflade adenine el liquido de fermenbacién
haste dar uns concentracién de 2 mg/ml. y el cultivo se
continia durante 24 horas més. Después de la adicién de

adenina, el pH del medio de cultivo es mantenido en neu-

" tro o débilmente fcido, y el pH es de 5,8 al finalizar el

cultivo, Son producidos en el caldo de cultivo 2,3 mg/ml.
de ATP y 0,6 mg/ml. &e AUVP (midiéndose ambos en forma del
goido libre). ‘

EBjemplo T

Se lleva a cabo el mismo procedimiento gue el
explicado en el Ejemplo 1, excepto en que se utiliza la

especie 3484 ATCC 21085 de Arthrobacter como bacteria

de siembra, y que la concentracidén de glucosa en el medio

" de fermentacibn es de 3%. Las cantidades de ATP y ADP
producidas son de 0,8 mg/wl y 0,25 mg/ml, respectivamente.

Habiendo sido asi explicada la invencidn, es

obvio que puede ser variade de muches manerss. Istas va-

riasclones no han de ser consideradas como una derivacién

del espiritu y alcance de la invencién, y se considera que

todes cstas modificeciones estdn incluldas en el objeto

de las reivindicaciones siguientes,
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Bista solicitud gue corresponde a la presenta-

. da en Japbn, el 1T de Noviembre de 1966 N¢ 75,232/66, se

acoge a los beneficios del art251 del vigente estatuto

" gobre Propiedad Industrials

Los puntos de invencidn propia y nueva que se
presentan para que sean objeto de esta solicitud de Pa~'f
tente ée Invencibn en Espafia por VEINTE atios son los si;' :
guientes:

l.~Un procedimiento para producir trifosfato de
adenosina y difosféto de adehosina, que compronde cultivar
un microorgamismo que perégn%ce a un género seleccionado

del grupo que consta de Corynebacterium, Micrococcus y

Arthrobacter en condiciones aerdbicas y en un medio nutri-

cio acuoso que contiene un aditivo selecclonado del grupo
que consta de adenina, derivados de adenina y sustancias
que contienen adenina o un derivado de la misma, acumular
trifosfato de adenosina y difosfato de édenosina en el
caldo de cultivo resultante, y recuperar éstos a partir
de dicho caldo,

2.~ Un procedimiento seglin la reivindicacién 1,
en el que dichos derivados de adenina son seleccionados
del grupo que consta de adenosine y 4cido adenflico.

3¢~ Un procedimiento segin la reivindicacibn 1,
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ten el que dicho aditivo estéd presente en el medio nutri-
%cio al comienzo del cultivo.
; 4,~ Un procedimiento segin la reivindicacibn 1,
éen el que dicho aditivo es afiadido al medio nutiricio des—
pués de la iniciacién del cultivo,
' 5.~ Un procedimiento seain la reivindicacibn 2, .
en el que el cultivo es llevado a cabo a una temperatura.‘
de desde aproximadamente 202 hasta 402 C, y a un pH de apro
ximadamente 5 a 9. ' .

6.~ Un procedimiento segin la reivindicacibn 1,
‘en el que el medio mutricio contine al menos aproximadamere
te 0,4 % en peso de PO4 en forma de fosfato inorgénico.

7.~ Un procedimiento segin la reivindicacién 1,
en el que dicho aditivo es afiadido al medio en una pro-
poroidn que d4 desde aproximadomente 1 a 10 mg/ml. de ade-
nina en el nedio.

8.- Un procedimiento segin la reivindicacibn 1,
en el gue el pH es mantenido en un valor de entre 5,5 ¥
7,5 una vez que dicho aditivo es afiadido a dicho medio.

9,~ Un procedimiento segin la reivindicacibn 1,
en el que dicho medio nutriecio contiene glucosa.

10.- Un procedimiento seglin la reivindicacién 1,

en el que dicho microorganismo es seleccionado del grupo

que consta de Corynebacterium, esp. ATCC21084, Corynebac-

ferium mycetoides ATCC 21134, Micrococcus sodonensis

ATCC 15932 y Arthrobacter, esp, ATCC 21085,

11, Un procedimiento para producir trifosfato
de adenosina y difosfato de adenosina, que comprende culti-
&ar un microorganismo que pertenece a un género seleccio-

nado del grupo que consta de Corynebacterium Micrococcus

o
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¥y Arthrobacter bajo condiciones aerdbicas, a una témperae
tura de desde aproximadesmente 202 & 402C y a un pH de
aproximadamente 5 a 9, en un medio aeuéso mitricio que

contiene aproximadamente 0,4 % a 1,6 % en peso de PO

en forma de fosfato inorglnico y un aditivo seleccionado
del grupo que consta de adenina, derivados de adenina ¥
sustancias que contienen adenina o un derivado de la mise
ma, acumular trifosfato de adenosina y difosfato de ade-
nosina en el caldo de cultivo resultante, y recuperar &s—
tos a partir del ca1do.

12.- Un procedimiento seglin la reivindicacibn
1l, en el que dicho aditivo es afiadido al medio nutricio .
después del comienzo del cultivo.

. 13.-Un procedimiento segin la reivindicacibén

12, en el que el pH es mantenido en un valor de entre
5,5y 7,5 una vez que dicho aditivo es afiadido a dicho
medio. w

l4.= Un procedfmiento segfin la reivindicacibn
11, en el que dicho aditivo es afiadido al medio en unz

proporcibn que d4 desde aproximademente 1 hasta 10 mg/ml

- de adenina en el medio,

15.,~ Un procedimiento segin la reivindicacibn
14, en el que dicho microorganismo es seleccionado del

grupo que consta de Corynebacterium, esp. ALCC 21084,

Corynebacterium mycetoides ATCC 21134, lilerococecus sodo-

nensis ATCC 15932 y Arthrobacter, esp. ATCC 21085,

16.- Un procedimiento segfin la reivindicacién
11, en el que dichos derivados de adenina son selecciona-
dos del grupo gque consta de adenosina y 4cido adenilico.

17.- Un procedimiento segin la reivindicacidn

~12-



11, en el que dicho medio nutricio contiene glucosa, i

18.-Un procedimiento para producir trifosfato
¥
de adenosina y difosfato de adenosina,

J Tal y como se ha descrito en la lemoria que an-
5 tecede, y con los fines que se han especificado,.
BEsta Memoria consta de trece hojas escritas a
méquina por una sola cara.

Madrid, @ Eﬂﬁ.“&ﬁ

P. A.

R

23.12.67  Jus/. ~13~
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