L
\
. "ol
e b P.- 36.934
) ; PD-1300 A
rl
P ]
]
i ’ :
l ! ' @
A‘ ‘Memoria descriptiva - tgg\%f '
¥ ! .
H H
- :
‘ ' i
'para solicitar PATENTE DE INVENCION EN ESPANA  por 20 afos -
go nombre de PARKE, DAVIS & COMPANY .
i | f
; S
lentidad / danorionntided norteamericana i
. . | I
§°°" domicilio en Joseph Campau Avenue at the River, Detroit, .
Michigen, Estedos Unidos de America :
| - |
-‘ -
! !
lpor: “PROCEDIMIENTO PARA LA PRODUCCION DE 9-(BETA-D-ARABI~
f NOFURANOSIL) ADENINA", (Clase Internacional C124) .
i’ ‘ o
3 .
;
22.12.67 -1 - ;' ,



t

10

15

RN

i

20

30
22.12.67.

 se puede obtener 9-(beta-D-arabinofuranosil)adeninea a par

) g gl
El presente invento se refiere }u.n procedi~

nmiento para la produccidn de 9-(beta-D-arabinofuranosil)

adenina, que estd representada por la férmula

Mas particularmente, el invento se refiere a

un procedimiento de fermentacidn para la produccibn del

BB e v e e

compuesto de la férmula precedente por cultivo de una cep

T

seleccionada del organismo Streptomyces antibioticus, que

produce 9-(beta-D-arabinofuranosil)-adenina.

A A ——

De acuerdo con el invento, se produce 9-(beta-

D-arabinofuranosil)-adenina cultivando una cepa seleccio-

st arms savard

nada del organismo Streptomyces antibioticus, que produce

9-(beta-D-arabinofuranosil)adenina,- bajo condiciones arti
ficiales, en un medio nutriente apropiado, hasta que se
forma una cantidad éustancial de 9-(beta-D-arabinofurano-
sil)adenina.

Después del periodo de cultivo o incubacidn,
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tir del medio por procedimientos que se describézhseguidg

mente, y puede ser sometida al grado de purificacidn ulte
rior que se desee. El término "cepa del organismo Streptot
szes antibioticus que produce 9-(beta-D-arsbinofuranosil)
adenina™, tal como se utiliza en la presente memoria y en

las reivindicaciones, significa una cepa de Streptomyces

antibioticus la cual, cuando es hecha crecer o desarrolla
da bajo las condiciones artificiales aqui descritas provo
ca la formacidén de un mosto a partir del cual se puede cb
tener 9-(beta-D-arabinofuranosil)adenina por 1los procedi-
nientos indicgdos.

Una cepa de Streptomyces antibioticus apropia

da para los fines del invento ha sido aislada a partir de

una muestra de tierra recogida cerca de Bosco Trecase,

provincia de Nipoles, Campania, Italia. Cultivos de este

b

organismo han sido depositados en United States Department

of Agriculture, Northern Utilization Research and Deve-

lopment Division, Peoria, Illinois, y son mantenidos en

. LD -

su coleccibn de cultivo permanente como NRRL 3,238.
El organismo es un miembro aerdbico y esporu

lante en aire del orden de los Actinomicetales y pertene-|

ce al género Streptomyces, tal como se describe en la sép
tima edicién del Bergey's Manual of Determinative Bacte-

riology (1957). Sus caracteristicas de cultivo macroscd- i

B T TR

pico sobre numerosos medios Gtiles para la identificacidn
de miembros de este género, estin mostradas en la Tabla

1.
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1,2 micras x 0,9 a 1,7 micras.

Cuando el organismo es cultivado sobre cier-
tos medios de agar, el micelio aereo es usualmente pardo
amarillento desde c¢laro a grisaceo. El cultiﬁo en estos
medios de agar conduce a la formacidn de un pigmento solu
ble de pardo amarillento a pardo moderado que resulta ro-
jizo cuando los medios son tratados con hidrdxido de sodig
En medios que contienen manantialgs de nitrdgeno comple-
jos, se forma un pigmento soluble pardo OsSCuro o negro.

Las cadenas de esporas son de rectas a tortug
sés, ocasionalmente con rizos o lazos o con espirales suel
tas o flojas.iCOn la;edad, las cadenas resultan muy tor-
tuosas e irregulares. Las esporas'son blandas y de elipti

cas a globosas pueden variar entre un bemafio desde 0,7 a

En ensayos con utilizacibn de carbono, se ob-‘
tuvo un-crecimiento desde bueno a bastante bueno con los %
siguienfes maﬁantialés de carbdn individuales: glucosa, ;
Lpérabinosa, D-xilosa, ;—iﬁositol, D-manitol, D—fructosa,i
y remnosa. Se obtuve un crecimiento desde malo & bastantej
bueno con rafinosas, y se obtuvo mal crecimiento o ningin i
crecimiento con sacarosa y celulosa. ' %

" En la micromorfologia, en el color del mice- §

lio aéreo y en la produccidn de melanina, el organismo

sé pareée al Btreptomyces antibioticus, y por lo tanto ]

es considerado como un miembro de esta especie. En estu- !

dios comparativos de laboratorio, el presente organismo

es similar al.tipo de cultivb de S.Anbibioticus, cepa

IMRU 3435, Sin embargo, en ciertos aspectos, el presente

organismo es claramente diferente de la cepa IMRU 3435,

P Y S K Y A

tal como se mﬁestra en la Tabla 2, ¥ por 1o tanto es con-i
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S. antibioticus, estando representada la nueva cepa por

el némero de cultivo NRRL 3,238, ‘

Tabla 2. COMPARACION DE LA CEPA DE STREPTOMYCES-ANTIBIOTI-
CUS QUE PRODUCE 9-(BETA-D-ARABINOFURANOSIL) ADE-
NINA QUE CORRESPORDE A NRRL 3238 CON S. ANTIBIO- _
DTICUS QUE CORRESPONDE A IMRU 3.435,

Caracteristica S. antibioticus S. antibioticus que
que corresponde corresponde a IMRU
a NRRL 3238 T 3435

Color del micelic Pardo amarillento Gris medio a gris
aereo (m) de claro a grisa- parduzco claro
ceo .

Micromorfologia del Rizos y espirales No se observan ri-
micelio aereo (&) ocasionales z0s ni espirales

Pigmento soluble

hgar de extracto de Pardo moderado Amarillo grisaceo
levadura y extracto
de malte ‘
Agar de harina de Pardo amarillento Amarillo grisaceo
avensa ' de grisaceo a os-

curo

Agar de sales inor Pardo smarillento Ninguno
ganicas y almiddén de clare a mode-
rado

Agar de glicerina Pardo amarillento Ninguno
¥ esparraguina de grisaceo a os-
curo

T AT S S M R S & ¢S S T R S Y A T

j
Efecto de NaOH so- El pigmento resul Pigmento invariable
bre el pigmento so ta rojizo

luble de los medios

-7 -

i

!

anteriores :
Agar de tirosina Pardo oscuro Ninguno s
Utilizacidn de :
carbono 1
- i

Sacarcsa Mals ' Ninguna i
| Xilosa Buena Bastante buena f
i

i-Inositol Bastante buena Buena ;
i

{
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lantibioticus. Se pueden emplear convenientemente suspen-

Tabla 2 (Continuaciénz

L-remnosa Bastante buena Buena
Rafinosa Mala a 5astante buena ninguna
Reduccidn de ni- Negativa Positiva
trato a nitrito :
Licuacién de gelatina Fuerte Débil

Hidrélisis de leche TFuerte - Débil

Crecimiento sobre

ager de extracto de

levadura y extracto

de malta a 45°G Ja

50ec .7 Positivo - .. -1 . Negativo

(®) Tabla 1, en los primeros cinco medios.

. De acuerdo con el 1nvento, se produce 9-(beta

-D-arablnofuran031l)adenlna inoculando un medio nutriente

acuoso con una cepa de Streptomyces antlblotlcus que pro-

duce 9-(beta-D-arsbinofuranosil) adenina, conduciendo la
fermentacidn bajo condiciones aerobias asépticas a una
temperatura entre apr;ximadamente 20 y 45°C, hasta que se
forma una cantidad sustancial de 9-(beta~D-arabinofuranc-
sil) adening en la mezcla de fermentacibn, y sometiendo a
la mezcla de fermentacién a subsiguiente tratammento con

el fin de obtener el producto deseado.

AN WAL Y i b Y AR A A .1 T G e

Para la inoculacidn, se pueden utilizar espo-

ras o conidios del cultivo seleccionado de Streptomyces

siones acuosas de las esporas o conidios que contienen una

pequeiia cahtidad de jabén u otro sgente humectante. Para

srandes fermentaciones, es preferible utilizar caldos de

2 ——-

cultivo del microorganismo aireados Y agitados recientes y

vigorosos.

S —— - . A A AL
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te critica, y puede variar entre sproximadamente 0,5 y 5%

Medios nutrientes acuosos apropiados son los
que contienen manantiales asimilables de carbono ¥ nitrd-
geno, ¥y tienen preferiblemente un pH entre 6 y 8 aproxima
damente. Manantiales de carbono gque son agsimilables y sa-
tisfactorios para la utilizacidn, icnluyen carbohidratos
puros éﬁe pueden ser utilizados por el organismo,-asi COo=
mo mezelas de carbohidratos comercialmente disponibles.
Algunos ejemplos de los materiales, gque son apropiados pa
ra este fin, son diversos azlicares, tales como glucosa,
maltosa;‘lactosa y mannosa; almiddn y almidones modifica-
dos; Jarabe de maiz; liquidos de malta; melazas en mezcla
con ron; glicerina y harina de maiz. La cantidad del carbg

hidrato presente en el medio nutriente no es particularmen

en peso del medio. También se pueden utilizar cantidadesi
algo fuera de este maréeﬁ; | - -

Los manantiales de ﬁit:6geno del medio nu-
triente pueden ser de naturaleza orginica, inorganica, ©
inorgénica y orgénica mixta. Algunos ejemplos de las mu-
chas sustancias nitrogenadas que se pueden emplear en él
medio nutriente, son aminoicidos, peptonas, proteinas hi-

drolizadas y no hidroiizadas, harinas de pescado, harina dé

i
soja, harina de cacshuete, harina de semilla de algodén,

gluten de trigo, liquido de maceracidén de mafz, liquido de

tratos inorgéanicos, urea, y sSales de .amonio. A causa de

la naturaleza cruda de -la mayor parte de los manantiales
de nitrdgeno fécilmente disponibles, la cantidad que se
ha de afiadir al medio varia de acuerdo con.la pureza, ¥

no es féqilmente posible especificar una cantided definid

-9 -
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.chas sales inorgénicas y factores de crecimiento, y es

desesble la inclusidn de.uno o mAs de estos materiales en

ejemplo, el organismc puede ser cultivado bajo condicio-

de material de manantial nitrogenado que deba ser anadido
al medio. Sin embargo, se puede decir que, para fines prag
ticos, los materiales nitrogenados no necesitan pasar de
€% en peso dei medio de fermentacidn total, ¥ pueden es-
tar preéentes en una cantidad considerablemente menor.

La presencia de una cierta cantidad de sales
minerales y vestigios de factores de crecimiento de compo
sicibn desconoéida es deseable con el fin de obténer 155
nejores rendimientos Qe 9—(beta-D—arabinofuranosil)-adeq;
na. Muchos materiales crudos facilmente disponibleé, ta-
les como ligquido de maceracidn de maiz, preparados de le-
vadura, harina de soja, residuos de fermentacidn de mela-

zas, Yy otros productos de carédcter similar contienen di-

el medio de fermentacibén. Con el fin de asegurar la pre-
sencia de cantidades AGecuadas de los componentes minera—!
les del medio, también es conveniente en muchos casos aﬁgl
dir algunas sales inorgénicas, taies como cloruro de so- |
dio, bicarbonato de sodio, foéfatq'ae potasio, acetato de
sodio, carbonato de caicio, y sulfato de magnesio, asi co
mo cantidades de vestigios de minerales tales como cobre,
cobalto, manganeso, zinc y hierro. La concentraéién pre-

ferida de una sal mineral dada estd entre O,1 y 1% en pé-

so del medio nutriente.

El cultivo de la cepa seleccionada de Stregto%
M 3

myces antibioticus en el medio nutriente acuoso puede rqgi

lizarse,de un cierto nilmero de maneras diferentes. Por

nes aerobias sobre la superficie del medio; o puede ser

- 10 -
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cultivado por debajo de la superficie del medlo,vés dec1r
en estado ‘sumergido, con la condlclén de que se proporcio
ne un manantial adecuado de oxigeno.

El método preferido péfa producir 9-(beta-D-
arabinofuranosil) adenina a una gran escala es por la fer

mentacidén de la cepa de Streptomyces antibioticus que pro

duce 9-(beta-D-arabinofuranosil) adenina en un cultivo su
mergido o profundo. De acuerdo con esta realizacidn del
invento, un medio nutriente acuoso estéril es inoculado
con el éultivo seleccionado, y'és incubado con agitacién
& aireacidén bajo condiciones asépticas a una temperatura
entre aproximadamente 20 ¥ 45¢2C, preferiblemenﬁe cerca de
33 a 409C, hasta que se éncueﬂtra en el 1iquido de culti-
vo una cantidad sustancial de 9-(beta-D-arabinofpranosil)
adenina. El espacio de tiempo reQﬁerido para el miximo
rendimiento varia con ei tamafio y el tipo de quipos que
se utilizan, con las velocidades de agitacidn y aireacidn,!
con el cultivo del organismo especifico y con otros facto
res. En fermentaciones cbmerciales a gran escala,'realizg

das en fermentadores del tipo de depbsito, se alcanza -

usualmente la produccién mixima entre aproximadamente % a f
7 dfas. Tambidn se pueden utilizar periodos de fenmenta- ;
cibn més cortos, pero usualmente producen un menor rendi- g
miento. Cuando la fermentacibn se lleva a cabo en matracesg
agitados, el tiempo requerido para la produccibdn mixima 2
buede ser algo mds largo que cuando se utlllzan grandes i
depbsitos de fermentacidn, f
{

Bajo las condiciones de cultivo sumergido, el

¥

l
Ficroorganlsmo se desarrolla en forma de particulas rela- ;
tivemente separadas o 1nd1v1dua1es dispersadas por todo el‘

..
€
‘.
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nedio nutriente, en contraste con la pelicula relatlvamen
te continua presente sobre la superf1c1e del medlo en el
nétodo de cultivo superficial. En virtud de esta distribu
cibén del organismo por el medio, se pueden utilizar gran-
des volimenes del medio nutriente inoculado en el cultivo
del organismo en los depdsitos y cubas empleados normal-
mente en la industria de la fermentacidn. Fermentadores .
de cuba estacionarios, equipados con dispositivosde agi-
tacién y aireacidn son particularmente apropiados para lé
produccidn a gran escala, aunque también se pueden utili-
zar equipos de fermentacidén de otros disefios. Para la pro
duccidn de menores cantidades de producto, o para la pre-
paracién de cultivos del organismo que han de sor utili-
zados como inbculos para fermentaciones a gran escala, el
método de cultivo sumergido puede realizarse enm pequeiios
matraces o botellas que son sacudidas o agitadas por me-
dios mecédnicos apropiados.

En el método de cultivo sumergido, la agita-
cién y la aireacién de la mezcla de cultivo pueden reaii-3

zarse de un cierto nlmero de maneras., La agitacidn puede

Ser proporcionada por turbinas, paletas planas, paletas dé
impulsidén u otros dispositivos de agitacibn apropiados,

removiendo o agitando el sparato fermentador propiamente
dicho, por diversos dispositivos de bombeo, o por el paso

de aire u oxigeno a través del medio. La aireacibn’ puede

AT W T A A, Ay W T B Y T Yy

llevarse a cabo inyectando aire u ox{geno dentro de la me

o

|c1a de fermentacidn a través de tuberias abiertas, tube-

rias perforadas o tuberfas que contienen una seccidn de

s i o A, --m'

_difusi6n porosa; o puede llevarse a cabo también por pul- g

verizacidn, salpicado o rociado o esparcido del medio en

- 12 -




¥ 0 a través de wna atmbsfera que contiene oxigeno. il
Una alternativa del método de cultivo sumer-

gido preferido es el método de cultivo en la superficie,

para producir 9-(beta-D-arabinofuranosil) adenina, de

5 acuerdo con el cual una capa poco profunda, usualmente de

menos de 2 cm de altura, de un medio nutriente acuoso es-

téril es inoculada con una cepa de Streptomyées antibio- .

ticus que produce 9-(beta-D-arabinofuranosil) adenina, y
la mezcla inocﬁlada es incubada bajo condicionea aerobias
10 a una temperatura entre sproximadamente 20 y 45¢C. Entonces,
se obtiene el producto de-una manera similar a la:descri-
ta para el método de cultivo sumergido.

Después de completarse la fase de fermenta-
cién del procedimiento, se puede obtener el producto de-
15 seado de un cierto nimero de maneras. En el caso del métg
do de cultivo sumergido, el método preferido es el si-
guiente. El micelio es separado por medios tales como fil
tracidn o centrifugacién. La torta de filtro es bien lava |
da-con agua, los liguidos de lavado son combinados con el |

20 mosto™ filtrado, y los liquidos combinados son concentra-

dos bajo presidén reducida hasta aproximadamente una docea

-

va parte del volumen original. La solucidén concentrada es |

Py

enfriada hasta aproximsdamente 52C dQurante un extenso pe-
riodo (desde varias horas a varios dias, dependiendo del

25 volumen), y el sélido que precipita gé aislado por fil-

x
+

tracién con la ayuda de tierra de diatomeas. Entonces, la
torta de filtro es bien extraida con agua hirviente, y
los extractos combinados son enfriados hasta aproximada-
mente 52C, hasta que se completa la precipitacidén. La

30 9-(beta-D-arabinofuranosil)-adenina cristalina que preci-
22.12.67.
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IS pita es alslada por filtracidn y es purificada a61010nalr

mente por cristalizaciones sucesivas a partir de agua
hirviente.

Alternativamente, el producto deseado puede
5 obtenerse a partir del método de cultivo sumergido emplean
do las técnicas de adsorcidn siguientes. También, después
que se completa la fermentacidn, el micelio es separado -
por medios tales como filtracidn o centrifugacidn. El pTo
ducto crudo es adsorbido entonces tratando el mosto fil-
10 trado con carbdn activédo, u otro agente adsorbente. La
adsorcifn puede llevarse a cabo de forma discontinua o
por flujo continuo a través de una colimna de adsorcidn.
En el método discontinuo preferido, se afiade al mosto fil
trado de 0,1 a 0,6%, preferiblemente 0,35 a 0,40%, en pesd
15 /volumen, del adsorbénte de carbdn preferido; y la mezcla
resultante es agitada"durante:l a 3 horas. En algunoé ca-
soé, puede ser deseable eliminar impurezas desde el mosto
filtrédo antes del traéaﬂiento con carbdn, por exfraccién
del mismo con un disoiﬁente orgénico inmiscible, tal como
20 dicloruro de etileno o aéetato de etilb, 0 por tratamiento
del mismo con una resina sintética de intercambio catidni-

[
1

co en la forma de sodio. El producto crudo es aislado elu-s

yendo el adsorbente de carbdn con acetona acuosa 0 ¢on un
alcanol inferior acuoso y evaporando el eluado bajo presidn
25 reducida. El residuo sblido obtenido es purificado entonces
por sﬁcesivas cristalizaciones a partir de agua o un alca-

nol inferior, o por el siguiente procedimiento. El resi-

| duo sélido es extraido con un alcanol liquido immiscible !
- !

con agua tal como alcohol n-butilico, y el extracto es 2
30 vertido ‘sobre una columna de allmina (pH 5 a 6). Ia columj
22.12.67.
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{ , na de alimina es eluida .con etanol acuoso al 95%, el elua
to es evaporado, y el éélido obtenido es cristalizado a
partir de agua o un alcanol inferior para dar la 9-(beta-
D-arabinofuranosil) adenina deseada.
5 . El producto del procedimiento del invento,
9-(beta-D-arabinofuranosil) adenina, es 4til como agenté
antivirus gue es activo "in vitro" e "in vivo" tanto con-
tra los virus de herpes como dé vacunas., .

El invento es ilustrado por los siguientes
10 ejemplos.
E;emglo.l

Se preparan cultivos inclinados de agar esté-
ril utilizando el medio de esporulacién de Streptomyces de
Hickey y Tresner /[ R. J. Hickey y H. D. Tresner, J. Bact.,
15 volumen 64, péginas‘89l-892 (195é17. Cuatro de estos cul-
tives inclinados son inceulados con esporas liofilizadas

de Streptomyces antibioticus que corresponden a NRRL 3238,

incubadas a 280C durante 7 dfas o hasta que estd bien
avanzado el crecimiento de esporas adreas, y despubs son
20 almacenados a SQC. Las esporas de 1os cuatro cultivos in- 1|
clinados son suspendidas en 40 ml de una solucidn estéril
al 0,1; de heptadecil sulfato de sodio. 4

Se prepara un médio nutriente que tiene la si

guiente composicidn:

pres

25 Monohidrato de glucosa 2,0%

Harina de soja, extrafda con disolvente,
con 44% de proteina 1,0%

v ar

Peptona animal.(Protopeptona de Wilson 159) 0,5%

Cloruro de amonio . 0,2%
30 Cloruro de sodio 4 _ 0,5% g
22.12.67.
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Carbonato de calcio
Agua, hasta constituir 100%
El pH del medio es ajustado con solucidn 10
normal de hidrdxido de sodio hasta pH 7,5.
| Se introducen 12 litros de este medio en un
fermentador de acero inoxidable de 30 litros. El medio es
esterilizado calentandolo a 1219C durante 90 minutos, es
dejado enfriar, es inoculado con 40 ml ge lg suspensifn
de esporas antes descrita, y es incubado a 25-272C duran-
te 32 horas, al mismo tiempoc que es aéitédo a 200 r.p.um.
suministrindose aire a la velocidad de 12 litros por mi-
huto.vSe afladen en porciones aproximadamente 38 é de una

nen monoglicéridos y.diglicéridos durante este tiempo, pa

Y rar evitar una. excesiva formacién de espuma.

Dieciseis litros de un medic nutriente-que
tiene la composicidn antes descrita son introducidos en
cada uno dé éuatro fermentadores de acerc inoxidable de
30.litros. El pH del medio en cada fermentador es ajusta-
do con solucién 10 normal de hidrbxido de sodioc hasta pH_
7,5 y cada uno es esterilizado calentdndolo a 1212C duran
te 90 minutos. Después de enfriar, el medio de cada fer-
mentedor es inoculado con 800 ml de la mezcla ds fermen--
tacién antes descrita, y cada uno es incubado a 25-272C N
durante 96 horas mientras es agitado a 200 r.p.m. suminis
trindose. aire a la velocidad de 16 litros por minuto. Se
afiaden en porciones duréﬁte este tiempo aproxiﬁadamente
170 g de la mezcla antiespumante antes.descrita'al medio

de cada fermentador.

Las mezclag de fermentacibu de los cuatro fer

- 16 -
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mentadores son combinadas y filtradas con la ayuda de

tratado con 200 g de carbdn activado (por ejemplo Darco

de agua, y después es extraida con 3 porciones de 10 Ii~-
tros de acetona acuosa al 50%. Los tres extractos en ace-

tona acuosa son combinados, concentrados bajo presidn .re-

damente hasta 59C durante 48 horas. La 9-(beta-D-arabino-
Turanosil) adenina sélida que precipita es aislada y puri
ficada por sucesivas cristalizaciones a partir de metanol
hirviente y a partir de agua hirviente; p. de f. 26é -
2639C.

En el precedente procedimiento, cuando se au-
menta la temperatura de fermentacibn en las dos etapas de

fermentacidn desde 25-272C hasta 36 a 382C, se obtiene el

mismo producto de 9-(beta-D-arabinofuranosil) adenina con
ores rendimientos.

Ejemplo 2

Se prepara un medio nutriente que tiene la

siguiente composicidn:

Monochidrato de glucosa .. 240%
Harina de soja, extraida con disolvente, con

44% de proteina 1,0%
Peptona animal (Probopeptona de Wilson 159) 0,5%
Cloruro de amonio 0,2%
Cloruro de sodio _ 0,5%

- 17 -

tierra de diatomeas. Se puede utilizar un material tal cg
mo Celite 545. El filtrado es concentrado bajo presidn Tre

ducida hasta un volumen de 10 litros, y el concentrado es

Y es filtrado. La torta de carbdn es lavada con 7,5 litros

ducida hasta_aproximadamente 1 litro y son enfriados répi

G-60), es agitado a la temperatura ambiente durante 1 horal,

T
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‘litros. El medio es esterilizado calenténdolo hasta 1219C

‘durante 60 minutos, es dejado enfriar, y es inoculado con

bada a 26-272C durante 59 horas con airescidn g una velo-

Carbonato de calcio e 25
Agua hasta constituir 100%
El pH del medio es ajustado con solucidn 10
normal de hidréxido de sodio hasta pH 7,5.
Cuarenta y cuatro litros de este medio'son

colocados en un fermentador de acero inoxidable de 132

40 ml de una suspensidn de esporas preparada tal como se
describe en el primer parrafo del Ejemplo 1 anterioi. Se
afiade una mezcla antiespumante (150 ml) que consiste éﬁ
manteca de cerdo y aceites minerales que contienen mono-
glicéridos y diglicéridos (por ejemplo el agente desespu—

mante no comestible n2 51 de Swift), y la mezcla es incu-

cidad de 177 litrog por minuto.

Se introducen 1320 litros de un medio nutrien
te que tiene la composicién antes descrita en un fermenta
dor con revestimiento de Inconel de 2200 litros. El medio
es ajustado hasta pH 7,5 con hidrbxido de sodio acuoso 10
normal, y después es esterilizado calentindolo hasta 1219C
durante: 30 minutos. Después de enfriar, el medio es inocu
lado con 44 litros de la mezcla de fermentacién antes deg
crifa, se afiaden aéroximadamente 1000 ml de la mezcla an-
tiespuménte antes descrita, ¥y la mezcla es incubada a
24-25;590 durante 24 horas con.agitacidn a 84 r.p.m., y
con aireacidn a una velocidad de 1274 litros por minuto.

Durante este periodo, se afiaden en porciones 513 ml adicié

nales de agente antiespumante. _
5280 litros de un medio nutriente que tiene 1lal

-

- 18 -
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nisma composicidn antes descrita son introducidos en cada
uno de dos fermentadores con revestimiento de Inconel de
8800 litros. El medio de cada fermentador es ajustado
hasta pH 7,5 con hidrdéxido de sodioc acuoso 10 normal y es
esterilizado por calentemiento hasta 1219C durante 30 mi-
nutos. Después de enfriar, cada uno-es inoculado con 660
litros de la mezcla de fermentacibdn descrita en el pérra-
fo precedente, se afiaden a cada uno 10 libros de aéente
antiespumante, y cadajuno es incubado a 24,5-26,592C duran
te 95 horas con agitacibén a 125 r.p.m; y aireacién a_una
velocidad de 3396 litros por minuto. Durante este periodo
se afladen, a solicitud, 40 a 46 litros adicionales de

agentes antiespumante.

Ias mezclas de fermenbacidn procedentes de los

dos fermentadores son combinadas, ajustadas a pH 7,2 con
hidréxido de sodio ascuoso 10 normal, son suspendidas con
135 RKg de tierra de digtomeas, y son filtradas. El fil-
trado es concentrado bajo presidn reducida hasta un volu-
nen de 2200 litros, y el concentrado es tratado con 39,2
Kg de carbbn activado, es agitado-a la temperatura ambien
te durante 1 hora y es filtrado. La torta de carblén es la
veda con 1760 litros de aguas, y después es extraida con
tres porciones de 2200 litros de acetona acuosa al 50%.
Los tres extractos en acetona acuosa son combinados, son
concentrados bajo presidn reducida hasta un volumen de
198 litros, y son enfriados ripidamente hasta 52C durante
48 horas. La 9-({beta-D-arabinofurancsil) adenina sblida
que precipita es ‘aislada y cristalizada sucesivamente a
partir de metanol y a partir de agua; p. de f. 262-2632C,

En el precedente procedimiento, se obtienen

- 19 ~
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. ménteca de cerdo ¥y aceites minerales que contienen mono-'

rendimientos mejorados del producto de 9-(beta=D-dravIid=
furanosil) adenina cuando la temperatura de incubacidn es
aumentada en la primera etapa de fermentacidn desde 26 a
272C hasta 29 a 309C, ‘en la segunda etapa de fermenbacidn
desde 24 a 25,5°C hasta 29 a 30¢C, y enila etapa dé‘fermqg
tacibn final -desde 24,5 a 26,5°C hasta 36 a 389C.
Ejemplo 3

Se prepara un medio nutriente gue tiene la

siguiente composicidn:

. Glucosa monchidratada - r 2,0%
Harina de soja, extralda con disolvente; con .
44% de proteinas 1,0%
Peptona animal (Protopeptona de Wilson 159) 0,5%
Cloruro de amonio - 0,%
Cloruro de sodio O,ﬁ%
Carbonato de calcio | 0,25%

Agua hasta coﬁstituir 100%

El pH delAmedio es ajustado con solucién 10
normal de hidréxido de sodio, a pH 7,5.

Doce litros de este medio son 1ntroducldos en
un fermentador de acero 1nox1dab1e de 30 litros. El medmo
es esterilizado calenténdolo hasta 1219C durante 90 minu-
tos, es dejado enfriar, y es ihoculado con una suspensién
de esporéé de 40 ml prepérada.tal como se describe en el i
primer parrafo del Ejemplo 1 anterior. El medio inoculado
es incubado entonces 3'29-3090 durante 36 horas mientras

es agitado a 200 r.p.m, suninistrindose la alreaclén a la

velocldad de 12 litros por minuto. Se anaden en porciones

!
durante este tiempo aproximadamente 44 g de una mezcla dei
!

- 20 -
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glicéridos y diglicéridos para evitar una excesiva forma-
¢idn de espunma.
Se prepara seguidamente un medio nutriente

que tiene la siguiente composicidn:

Glucosa monohidratada | : 2,0%
Harina de soja, extrafds con disolvente, con

o 44% de proteinas . 2,0%
Cloruro de sodio 0, 5%
Carbonato- de cgléio 0,25%

Agua hasta constituir 100%
| El pH del medio es ajustado con solucién 10
normal de hidr6xid9 de sodio a pH 7,5. |
Cuarenta y cuatro litros de este segundo me-
dio son introducidos en un fermentador de acero inoxida-
ble de 122 litros. El medio es esterilizado calentandolo

hasta 1212C durante 60 minutos, es dejado enfriar, y es

inoculado con aproximadamente 400 ml de la mezcla de fer- |

mentacibn antes descrita. Se afade una mezcla antiespuman
te (150 ml) que consiste en manteca de cerdo y aceites mi
nérales que contienen monoglicéridos y diglicéridos (por
ejemplo el desespumente no comestible ne 51 de éwift), y
la mezcla es incubada a 29-302C durante 24 horas con air
reacién a la velocidad de 178,5 litros por minuto.

Mil trescientos veinte litros de un medio nu-
triente que tiene la misma composiciéh que el medio de
siembra de 44 litros antes descripo, son inbtroducidos en
un fermentador con revestimiento de Inconel de 2200 1i-
tros. El medio es ajustado a pH 7,5 con hidréxido de so-
dio acuoso 10 normal y despuds es esterilizado calenténdg
lo hasta 1219C durante 30 minutos. Después de enfriar, el

medio es inoculado con 44 litros de la mezcla de fermenta

-2 -
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“Iso 10 normal y es esterilizado calentandolo hasta 121¢C

* friads basta 59C durante 72 horas..BEl sblido que precipita

cibn descrita inmediatamente antes, se afiaden apFoXinada-
menté 1000 ml de la mezcla antiespumente antes descrita,
y la mezcla es incubada a 30-3192C durante 24 horas con
agitacibén a 84 r.p.m. ¥ con aireacidn a una velocidad 4de
127%,5 litros por minuto. Durante este periodo, se afiaden
en porciones 4000 ml adiqionales de agente antiespumante.
Cinco mil doscientos ochenta litros de un me-
dio nutriente que tiene la misma composicidén que los me-
dios de 44 litros y 1320 litros antes descritos, son in-
troducidos en cada uno de dos fermentadores con revesti-
niento de Tnconel de 8800 1itros. EL medio de cada fermen

tador es ajustado hasta pH 7,5 con hidréxido de sodio acug

durante 30 minutos. Después de enfriar, cada uno es inocu
1ado con 660 litros de la mezcla de fermentacién antes des
crita en el parrafo precedente, se aiiaden 10 litros de

agente .antiespumante a cada uno de ellos, ¥y cada uno es

ROV

incubado a %6,5-382C durante 144 horas con agitacidn a 125
f.p.m. y aireacién a una velocidad de 3396 litros por mi-
hubto. Durante este perfodo, se afiaden, a solicitud, 140 a
196 litros adicionales de agente antiespumante.

. Las mezclas de fermentacidn procedentes de
los dos fermentadores son combinadas, son filtradas a tra
vés de un filtro prensa de placa y bastidor con la ayuda

je tierra de diatomeas, ¥y la torta de filtro es lavada

Lon 440 litros de agua. EL filtrado y el agua de lavado
on combinados, los liquidos combinados son concentrados

bajo presidén reducida hasta aproximadamente una doceava

!

b

§

t

parte del volumen original y la solucibn concentrada es qgi

|
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AR A

de la solucidn enfriada es aislado por flltrac1on con la

ayuda de tierra de diatomeas, la torta de filtro es ex-
traida dos veces con agua herLente, primero con 123,2 1i
tros ¥ después con 176 lltros, y los extractos acuosos
combinados son enfriados hasta 52C durante 72 horas. la
g-(beta-D-arabinofuranosil) adenina cristalina que preci-
pita desde la solucidn enfriada es aislada por filtracibn
y purificada por cristalizacidn dos veces é partir de agug
hirviente,.la primera cristalizacidén a partir de 123,2 1li
tros y la segunda a partir de 88 litros de agua; p. de f.
262-2632C.

_ La presente solicitud gue corresponde a la
presentada en los Estados Unidos de América, el 30 de Di-
~1embre de 1966 bajo el nlmero 606.044 y 29 de Septienbre

de 1967, numero 671.557, se acoge a los beneflolos del

trial. : i

v

N OT A :

Los puntos de invencidn propia y nueva que se
presentan para que sedn objeto de esta solicitud de Paten

te de Invencidn en Espafia, por VEINTE afios, son los si-

guientes: :
- Procedimiento para la produccidén de 9- (bez
ta-D-arabinofurasnosil) adenina, caracterlzado porgue un {

medio nutriente acuoso es inoculado con una cepa de

- 23 -
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Streptomyces antibioticus que produce 9-(beta-D-arabino-

s

furanosil) adenina, y el medio inoculado es incubado a
una temperatura entre sproximadamente 20 y 452C bajo con-
diciones aerobias.

2.- Procedimiento de acuerdo con la reivindi-
cacidn 1, en que el medio nutriente acuoso tiene un pH en
tre 6 y 8. '

z,- Procedimiento de acuerdo con la reivindi-
cacidén 1, en que el medio nutriente acuoso contiene manan
tiales de carbono y de nitrdgeno asimilables y sales inor
génicas afadidas.

4.~ Procedimiento de acuerdo con la reivindi-
cacibn 1, en que el medio inoculado es incubado a una bem
peratura entre 33 y 402C,

5.- Procedimiento de acuerdo con la reivindi-
cacibn 1, en que el medio indculado es incubado bajo con-
diciones de cultivo sumergido.

6.- Procedimiento para la produccibn de 9-(be
ta~-D-arabinofuranosil) adenina. '

Tal v como se ha descrito en la lMemoria que
antecede y para los fines gue se han especificado.

Esta Memoria consta de veinticuabro hojas es-

critas a maquina por una sola cara.
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