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por VEINTE silos

a nomure ¿Le A..ERiOAr OYANAYID OOMFAEY, entidad norteanerloana, 
establecida en 30, Rookeieiler liaza? ¿sueva York, Estados, 
Unidos de America, por:

" EEJORAS INTRODUCIDA Eií LA PREPARACION DE
UN . AuIC rE  FEr.;-.Di.'iAUI..A.' A-DÍO.ADO rAÁDl EL OuLlIVO DE BAC­

TERIAS PRODUCTORA DE EST R EP iO EIEA A  Y ESiREFiODORliAS A

Este invento se rellene a la producción de. 
estreptokinasa y estreptodomasa por lo rttentación*

En anos recientes so na desarrollado un inte­
rés considerable en la lisis de ciertos rateriales con ayuda 
de euziuas. Entre las enzima que reciben la maxina atención
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fimnran la estreptokinase, y la eotrep-todornasa. La esrrepto- 
k m a s a  acuda iu..firectam.oj-tc acore u- ouotrato de fibrina o 
fioronogeno por activación fe una encina fiorinolítica en el 
suero banano que puede escindir la l'iorina en fragüenlos me­
nores y cansar así una rápida disolución de los coágulos san­
guíneos y ce los anudados ribriaosos. la estrptodornasa actúa 
directamente soore un subtrato de tosouiriuonúcleopi'oteíiia y 
ácido desonirioonuciéico, que sen los constituyentes principa­
les en los núcleos y constituyen den 30 al 'gü/- del sedimento 
de los exudados purulentos, na estreptodornaáa escinde la 
núcleo-protoíua en caeos yuríulcas licres y núcleoaidos piri- 
midínicos y, así, determina una marcada caída en la viscosidad 
de los exudados puroientos. .

A causa de las mencionadas propiedades, las 
méselas de e s t rept okinas a y e s t rgpt odo m a s  a han demostrado 
ser útiles en el tratamiento e nperiuental de ciertas quemadu­
ras, cu. el arenaje be senos purulentos, en en tratamiento de 
accesos óseos infectados crónicos u osteomielitis, en el dre­
naje de san.y-e cangulada procedente de heridas internas, y en 
el drenaje del cloqueo de la espina dorsal que ocurre en di­
versos tipos me nenin,jitis. ñon más generalidad las mezclas 
de estas ios enzimas sois útiles ce.. el tratamiento de empiema, 
hemotorax, hematoma e infecciones supurantes crónicas.

2;1 empleo fe estreptomornasa y e s t r ep t okinas a 
ha sido hasta anora limitado en gran mecida primordialnente a 
los ensayos experimentales porque ambos compuestos no están 
todavía comercialmente uispomoles. Incluso aunque el primer 
uso ue estos sos compuestos, la qt.e se maya infDgmado, es tan
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antiguo como de 1 .9 3 3t con anterioridad a este invento no se 
había desarrollado un método comercial para producirlo. Los 
solicitantes han desarrollado un método de producir mezclas 
de estreptokinasa y estreptoüornasa por medio del cual pueden 
prepararse estas enzimas con sus muchas propiedades deseables 
en escala comercial para uso general*

En la meaida que conocemos, el ¡único método 
préctico de producir estreptokinasa y esureptodimasa es por 
el cultivo en un medio ¿e fermentación de ciertas cepas de 
streptococci beta hemolíticos. Los estreptococos mas frecuen­
temente empleados son los de los grupos de Lancefield A, C " 
"humano", y G, prefiriéndose la cepa 0. Se han ensayado mu­
chos medios de fermentación y se ña informado en la biblio­
grafía de los resultados de la fermentación en tales medios.
El criterio entre las autoridades án este campo como se ha 
indicado por los informes bibliográficos, es que los medios 
más deseables para la fermentación de organismos productores 
de estreptominasa-estreptodornasa, comprenden una mezcla 
acuosa de materiales proteínicos animales parcialmente hiüro- 
lizados, por ejemplo, productos parcialmente hidrolizados de 
la sangre y similares. AÓn cuando los medios de fermentación 
que comprenden materiales proteínicos animales hidrolizados, 
tales como los citados, producen resultados bastante buenos 
en operación en pequeña escala, por ejemplo, cuando la fero-
mentación se lleva a cabo en recipientes de 30 litros, se ha 
comprobado que tales medios no pueden usarse convenientemente
para dar resultados satisfactorios en ^ran escala, por ejem­
plo fermentaciones de 400 litros. Uñando tales medios se

- 3 -



*

í

5

10

15

20

25

203451
emplean en una producción intentada en gran escala de mezclas 
de estreptokinasa y estreptodornasa, los estreptococos for­
man cantidades correspondientemente mucho menores de las en­
zimas. Como Tínicamente por producción en gran escala comer­
cial es como pueden nacerse generalmente disponibles los be­
neficios de la estreptokinasa y estreptodornasa, es evidente- 
que un medio de fermentación que fuera adecuado para la pro­
ducción comercial sería muy deseable y representaría un ade­
lanto en la técnica.

De acuerdo con el invento se orea un medio de 
fermentación, adecuado para el cultivo de bacterias produc­
toras de estreptokinasa y estreptodornasa que comprende un 
medio nutricio que contiene caseína nidrolizada por enzima, 
glicerina y un agente reductor de sulfhidrilo. Por el uso de 
tales medios de fermentación se ha comprooado que es posible 
producir mezclas de estreptokinasa y estreptodornasa en esca­
la comercial por vez primera. Luchas fermentaciones que 
producen mezclas de estreptokinasa y estreptodirnasa y que 
emplean estos nuevos medios de fermentación se han realizado 
en depósitos de mas de 400 litros e incluso de más de 4 .0 0 0  

litros con resultados muy satisfactorios.
La caseína hidrolizada es el ingrediente pri­

mordial en el nuevo medio de fermentación y tiene como fina­
lidad proporcionar el nitrógeno basal. Puede usarse cual­
quiera de los productos digeridos de caseína hidrolizada por 
enzima comercialmente disponibles, un producto digerido de
caseína comerclalmente disponible muy satisfactorio y que se 
ha empleado en muchos de los experimentos del solicitante es
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producido por Sheffield Farms Company, Inc., de Nueva York, 
y se vende bajo la marca "N-Z-Amine". -̂ stos productos di­
geridos son producidos formando una dispersión acuosa de ca­
seína y añadiéndole jugos pancreáticos para catalizar la hi­
drólisis. -Mn la bioliografía técnica, por ejemplo en las pa­
tentes norteamericanas números 2.4-59*380 y 2.180.637 pueden 
verse procedimientos detallados para preparar productos di­
geridos de caseína enzináticamente nidroíizados.

Aún cuando la caseína hidrolizada constituye 
la parte importante de los nuevos medios de fermentación son 
también necesarios otros dos ingredientes, glicina y un agen­
te reductor orgánico de sulfhidrilo. La cantidad de gli­
cina empleada al preparar los nuevos medios de fermentación 
puede variar dentro de amplios límites, por ejemplo, de 1 a 
350 partes en peso de glicina por cada 1 .0 0 0 partes en peso 
de producto de caseína digerido. La cantidad óptima ha re­
sultado ser de aproximadamente 100 a 200 partes de glicina 
por cada 1 .0 0 0 partes de producto de caseína digerido. La 
cantidad de agente reductor orgánico de sulfhidrilo empleado 
en la mezcla de fermentación puede variarse también dentro 
de amplios límites, por ejemplo, desde 0 ,0 1 a 0 ,5  peso mole­
cular (moles si el peso del producto de caseína digerido 
está en gramos) de agente reductor de sulfhidrilo por 1 .0 0 0  

partes en peso de producto de caseína digerido. La relación 
óptima ha resultado ser de 0 ,0 3 a 0,07 peso molecular por 
1.000 partes en peso de producto de caseína digerido. La 
finalidad del agente reductor es simplemente mantener el me­
dio en forua reducida y puede emplearse cualquiera de ios
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bien conocidos agentes reductores de sulfhidrilo.

El hecho de que los medios de fermentación 
comprendan un producto de caseína enzimáticamente hidroiiza- 
do, glicina y un agente reductor de sulfhidrilo produzcan 
resultados tan superiores es efectivamente sorprendente.
Esto es particularmente cierto qn vista del hecho de que los 
medios que comprenden productos digeridos de caseína hidro- 
lizados por ácido se han ensayado en la producción de mezclas 
de estreptokinasa y de estrepcodornasa y jan resultado fra­
casar por completo en la mayoría de los casos. Aán cuando 
no se comprenden plenamente las razones de esta soporendente 
superioridad, no bostante, el hecho es que solamente por me­
dio de un agente de fermentación que comprende caseína hi- 
drolizada por enzima, glicina y un agente reductor de suif- 
hídrilo, ha sido posible producir estreptokinasa y estrepto- 
domasa en escala comercial.

La ventaja primordial de los nuevos medios de 
fermentación de este invento son los rendimientos incremen­
tados que pueden obtenerse en producción en gran escala, 
porque hasta ahora ha sido imposible obtener en la producción 
en gran escala rendimientos suficiente de enzimas, de modo 
que pudiera prepararse un material clínicamente aceptable.
Los nuevos medios de fermentación de este invento dan en ge­
neral en la producción en gran escala, por ejemplo, fermen­
tación en depósitos de más de 400 litros, rendimientos de 
estreptokinasa, por parte en volumen, de casi tres veces los
que se obtenían desde un medio de fermentación que compren­
día un producto digerido de proteina animal, tal como mío
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preparado a partir de proteínas de la sangre. De heoho, 
las fermentaciones en medios que comprenden un producto de 
caseína digerido enzimaticamente hidrolizado, glicina y un 
agente reductor de sulfhidrilo, dan en general en fermenta­
ciones en depósitos de 400 litros rendimientos de casi dos 
veces tantas unidades de actividad en estreptokinasapor par­
te en volumen de medio que las fermentaciones en un medio 
que comprenda un tipo de proteína animal de material en reci­
pientes de 30 litros. En otros términos, incluso en escala 
comercial un medio que comprenda un producto de caseína dige­
rido enzimaticamente hidrolizado, glicina y un agente reduc­
tor de sulfhidrilo da resultados mucho mejores que un medio 
que comprenda un producto digerido de proteína animal en con­
diciones óptimas.

Aón cuando las ventajas de los nuevos medios de 
fermentación no son tan fácilmente evidentes en la producción 
án pequeña escala porque los medios que comprenden un produc­
to digerido de proteína animal dan casi rendimientos equiva­
lentes de actividad por unidad de nitrógeno basal en estas 
circunstancias, los nuevos medios de fermentación de este in­
vento tienen efectivamente ventajas incluso en la producción 
en pequeña escala. Esto se vera mas claramente por los pá­
rrafos siguientes que describen ventajas adicionales de los 
nuevos medios de fermentación de este invento, cuyas ventajas 
son aplicables tanto engrande como en pequeña escala.

Ademas de la ventaja de mayores rendimientos 
de enzimas cuando se emplea un medio de fermentación que 
comprende un producto diferido de caseína, se obtienen otras
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ventajas. Por ejemplo, un medio de fermentación que compren­
de un producto de caseína digerido se prepara más fácilmente 
que uno que emplee un producto digerido de proteína animal, 
tal como uno preparado a partir de sangre. El producto de 

5 caseína digerido es más fácil de manejar, de esterilizar y
de dispersar. Esto da como resultado un coste muy reducido 
al preparar los medios de fermentación. Además, el coste ori­
ginal del producto digerido de caseína enzlmáticamente hidro- 
lizado es generalmente menor.

10 Los productos digeridos de proteína animal que
están comercialmente disponibles contienen muchas sustancias 
proteínicas que son aproximadamente del mismo peso molecular 
y constitución que las enzimas deseadas estreptoklnasa y es- 
treptodornasa. Estos materiales proteínlcos son precipitados 

15 por los mismos procedimientos de que se dispone para la pre­
cipitación de las enzimas deseadas y también tienen propieda­
des electroforáticas similares. Esto conduce a dificultades 
mucho mayores para ootener y purificar la estreptoklnasa y la 
estreptodornasa, así como a un aumento en las cantidades nece- 

20 sarias de reactivos. Estas dificultades son intensificadas
por los menores rendimientos que pueden obtenerse en un medio 
de fermentación que comprenda un producto digerido de proteína 
animal. Como se ha mencionado antes, se ha comprobado que es 
imposible, por los métodos de purificación de que se ha infor- 

25 mado en las técnicas o incluso por los métodos mejorados desa­
rrollados en relación con este trabajo obtener un producto de 
pureza suficiente para uso clínico a partir de fermentaciones 
de 400 litros empleando un agente que comprenda un producto
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digerido de proteína animal, tal como uno preparado a partir 
de sangre*

La tabla siguiente da la pureza de estreptoki— 
nasa que ha sido posible obtener en condiciones equivalentes 

$ a partir de un medio que comprende un producto digerido de
proteína animal típico en comparación con un medio que com­
prende un producto digerido típico de caseína enzimáticamente 
hidrolizada. El producto digerido de proteína animal empleado 
fue un preparado comercial manufacturado por Difeo Laborato- 

10 ríes de Detroit, Michigan, EE.UU*, y vendido bajo la marca
*Neopeptone*. La "Neopeptone* ha sido muy recomendada por 
diversos artículos en la producción de estreptokinasa y estreg, 
todomasa como fuente de nitrógeno basal. ^a caseína enzi­
máticamente hidrolizada empleada fue también un material co- 

15 mercial vendido por S&effielá Farms Company, Inc., de Nueva
York, bajo la marca de "N-Z-Amlne*. La pureza As dada en 
unidades de estreptokinasa por gamma de nitrógeno total*

T A B L A  I.
20 P U R E Z A

Medio 30 litros 400 litros
"Neopeptone* 12 u/gamma¿ 10 u/ gamma +
^N-Z-Amine ̂ 100 u/gamma + 100 u/ gamma +

Se verá asó que por el uso de un medio que 
25 comprende un producto digerido de caseína enzimáticamente

hidrolizada es posible obtener un producto que es aproxima­
damente 10 veces más puro que el obtenido por los mótodos de 
la técnica anterior.

í
j
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Además de un producto de caseína enzimáticámen­

te hidrolizada, glicina y un agente reductor de sulfhidrilo 
pueden añadirse a menudo ventajosamente otros varios ingre­
dientes al medio de fermentación. Estos agentes adicionales 

<5 se denominan "ingredientes favorecedores del crecimiento*
e incluyen tales materias como vitaminas, minerales, aminoá­
cidos y elementos traza. La tabla siguiente detalla varios 
de estos materiales así como cantidades recomendadas que son 
a menudo ventajosas.

T A B L A  II.

Favorecedor
del

crecimiento.
Partes en peso por cada 
1 .0 0 0 partes de produc- 
to digerido de caseína.

15 KHgPO^ 80 - 160
EHCOg 50 - 100

Uracilo 0 , 2 - 0 ,6

Sulfato de Adenina 0 ,2 - 0 , 6

Acido nicotínico 0 ,0 2 - 0,06
20 Piridoxina 0,03 - 0 ,0?

Triptofana 0,4 - 1 í:
Pantotenato de calcio 0 , 1 - 0,3
Bidrocloruro de tiamina 0,05 - 0,15
Riboflavina 0 ,0 1 - 0,03 yy

25 Cistina 2 - 6 $
Los elementos traza se anaden usualmente en y

forma de una mezcla de sales para dar cantidades pequeñísimas ^
de los iones de metales tales como hierro magnesio, cobre,

10 -
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zinc, etc. A menudo resultara conveniente preparar una 
"mezcla*ge sales* de las sales de metales tales como los ci- 
tados y añadir una pequeña cantidad de la mezcla a cada fer­
mentación. La tabla siguiente da la composición de una mez- 
cia de sales que ha resultado ser satisfactoria cuando se em- i:
plea en cantidades de 40 a 150 mis. por Kg. de producto de 
caseína digerido.

T A B L A  III.

Material Cantidad
MgSO^ 11,5 Kg.
CuS0^.5H^0 0,05 kg.
ZnS0^.7Hg0 0,05 kg.
MnCl^.AHgO 0 ,0 2 kg.
FeSO^.YHgO 0,05 kg.
H01 1 , 0 litro
Agua c.s. para dar 100 litros

La taola siguiente muestra ios resultados de fermentaciones
con una cepa productora de estreptokinasa-estreptodornasa de
estreptococos hemolíticos, primero con un medio de fermenta-
ción que comprende "N-Z-Amina" y. luego, en un medio de fer­
mentación que comprende "Rieopeptona". Los dos medios se 
formularon de modo que fuera la misma en ambos la concentra­
ción en nitrógeno basal y estuvieran presentes cantidades 
iguales de diversas sustancias favorecedoras del crecimiento 
en todos los casos. Los resultados se dan en la tabla para 
fermentación tanto en recipientes de 30 litros como en depósi-

2 0 3
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_____ "N-Z-Amina *______ ^Neopeptone"
30 litros 400 litros 30 litros 400 litros

Recuento
de

Bacterias
Estrepto-
kínasa/c.c.
Rendimiento
total

28xl0^/c.c. 

600 u/c.c. 

18x10**

19xl0^/c.c.

n y o  u/c.c. 
385x10**

32xl0^/c.c+ 

600 u/c.c. 

18x10^

4QxlO^/c.c. 

430 u/c.c. 

150x10^
Se ooservará que el agente que comprende la 

"N-Z-Amine", glicina jr un agente reductor de sulfhldrilo, dió
rendimientos igualmente buenos en recipientes de 30 litros 
como lo hizo el medio que comprende "Neopeptone" y resul­
tados muy superiores en depósitos de 400 litros. De hecho, 
aunque la producción de estreptolclnasa por unidad de volumen 
en el medio de "Neopeptone" descendió bruscamente cuando 
la fermentación se cambió desde recipientes de 30 litros a 
depósitos de 400 litros, la producción de estreptokinasa por 
unidad de volumen en un medio que comprende "N-Z-Amine" 
casi duplicó cuando la producción se cambió desde recipientes 
de 30 litros a depósitos de 400 litros. Esto es muy sorpren­
dente en vista del hecho de que el recuento de bacterias en 
la fermentación de 400 litros en "Neopeptone" fue de mas 
del doole de la fermentación en 400 litros de "N-Z-Amina".

Los mayores rendimientos de enzimas en el medio

-  12 -
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de "N-Z-Amine" son con mucho más ventajosos que lo que pa­
recería a primera vista porque a medida que disminuyen las 
unidades de estreptokinasa por unidad de volumen de indio de 
fermentación, el problema de recuperar y purificar la estrep­
tokinasa resulta infinitamente ¡más complicado. Esto es por­
que la estreptokinasa es un material similar a la proteína y 
debe separarse desde una mezcla que contiene muchas otras 
proteínas y los procedimientos de separación de que se dis­
pone para tales purificaciones d¿n como resultado perdidas 
tremendas. Esto es especialmente cierto cuando los materia­
les proteínicos deseados están presentes en cantidades peque­
ñísimas. De hecho, la cantidad de estreptokinasa en la cita­
da fermentación en depósitos de 400 litros empleando un medio 
de fermentación de "Neopeptone"" fuá tan bajo en comparación 
con la cantidad de desechos bacterianos y otras impurezas que 
resultó imposible recuperar un producto de pureza suficiente- 
para uso clínico.

La cantidad de producto de caseína digerido por 
volumen unidad de medio de fermentación puede variarse dentro 
de límites relativamente amplios. Si existe interÓs primor­
dial en la pureza del producto, se recomiendan bajas concen­
traciones de productos de caseína digerido, por ejemplo 2 a 
6 partes en peso de producto digerido por cada 300 partes en 
volumen de medio, hsto puede ser ventajoso cuando se trata 
de producir material a usar en inyecciones intravenosas. Por 
el contrario, si hay interes en el máximo rendimiento total yde estreptokinasa por unidad de nitrógeno basal empleado, se 
recomiendan concentraciones relativamente altas de producto

- 13 -
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digerido de caseína, por ejemplo, 10 a 20 partes en peso de 
producto digerido por cada 300 partes en volumen de medio.

La tabla siguiente representa los resultados 
de diversas fermentaciones en depósitos de 400 litros en las 
cuales se varió la cantidad de producto de caseína digerido 
(N-Z—Amine). Las cifras dadas en la columna encabezada con 
"Pureza" representan el número de unidades de estreptokina- 
sa por gamma de hitrógeno en el precipitado de actividad no 
purificada.

T A B L A V.
Partes en peso 
de N-Z-Amine por 
300 p. en vol. 
de medio

Recuento
de

bacteria
Unidades de 
estreptoki- 
nasa por 

c.c.

Pureza
del

precipitado

4 20 x 1 0^ 400 50 u/ gamma
8,7 40-60 x 10^ 1200 20-40 n/ gamma

16 60 x 10^ 2200 5-2$ u/ gamma
Por esta Tabla se verá que la cantidad óptima de producto de 
caseína digerido enzináticamente hidrolizado a emplear depen- 

20 de de si existe interés primordial en la pureza del producto
- o en el máximo rendimiento.

Una forma conveniente de preparar el medio de 
fermentación puede ser ilustrada por las operaciones siguien­
tes: disuélvase la cantidad deseada de producto digerido de

2  ̂ caseína enzimáticamente nidrolizada en unas cinco veces su
peso de agua caliente; esterilicése por tratamiento en auto­
clave o filtración; añádanse soluciones estériles de la gli­
cina y del agente reductor de sulfhiürilo requeridos; añádanse

- 14 -



5

10

* 15

20

25

203451
soluciones estériles de los materiales favorecedores del cre­
cimiento; y ajústese el pH a aproximadamente 7 a 8 . El medio 
está entonces listo para la inoculación. El anterior proce­
dimiento, desde luego, puede variarse; por ejemplo, si el 
medio ha de esterilizarse por filtración, todos los ingredien­
tes pueden añadirse antes de la esterilización, y si el me­
dio ha de esterilizarse por tratamiento en autoclave, la 
glicina puede añadirse antes de la esterilización. A veces 
es ventajoso en cuanto a la pureza de producto enfriar el 
medio a 20" C. o menos antes de la filtración; sin embargo 
si es de importancia primordial el máximo rendimiento, esto 
no se recomienda.

El inoculo de siembra se prepara poniendo en
suspensión un cultivo seco de las bacterias en unos cuantos
litros de un medio tal como el citado y que contiene además
unas 20 a 70 partes en peso de un azúcar por 1000 partes de
nitrógeno basal y cultivando la siembra a una temperatura de
35—3 9" 0. durante unas 8 horas de modo que el recuento bao—

9 10teriano sea desde 2 x 10 a 2 x 10 por c.c. Un volumen 
de este inoculo se emplea luego para sembrar el medio de fer­
mentación de modo que se cree un recuento bacteriano original 
de aproximadamente 6 x 1 0  ̂ a 8 x 1 0 por c.c..

Las bacterias deben ser alimentadas non grandes 
cantidades de un azúcar durante ai menos parte de su creci­
miento a fin de que produzcan los máximos recuentos de estrep- 
tokinasa y estreptodornasa. Casi cualquiera de los tipos co­
munes de azúcares puede emplearse, ^ntre los disacaridos que 
pueden emplearse figuran la sacarosa y la maltosa y entre los

-  13 -
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Ronosacáridos que pueden emplearse figurad la glucosa y la 
Biannosa. Pueden utilizarse satisfactoriamente diversos pro­
cedimientos ai añadir el azúcar. El procedimiento usual para 
añadir el azúcar comprende dejar que las bacterias crezcan 
en presencia de una cantidad muy pequeña, es decir, 20 a 100  
partes por 1 .0 0 0 partes de producto de caseína digerido, du­
rante un periodo de unas 14 ñoras y añadir luego el resto del 
azúcar gradualmente durante un periodo de unas 6 a 8 horas.
La cantidad total de azúcar que puede añadirse ventajosamente 
varía dentro de límites relativamente amplios, por ejemplo, 
de 1.500 a 4 .0 0 0 partes en peso por 1 .0 0 0 partes en producto 
de caseína digerido.

Después de que el medio de fermentación ha sido 
inoculado se deja fermentar a una temperatura de unos 32-40° 
0 . y con preferencia a 36-3 8° C. hasta que la concentración 
de estreptokinasa alcanza un mínimo de unas 200 unidades por 
c.c. y con preferencia hasta que el recuento bacteriano al­
canza un máximo. Durante esta fermentación, el pH debe man­
tenerse en la gama de aproximadamente pH 6 a pH 8,5. Como 
el pH tiende a resultar acido durante la fermentación y es­
pecialmente después de que grandes adiciones de azúcar han 
sido iniciadas, es necesario que se hagan frecuentes determi­
naciones del pE y se añada álcali para mantener el pH dentro 
de la gama operativa.

El invento se ilustrará más particularmente 
por el siguiente ejemplo específico que tiene como finalidad
ilustrarlo solamente. Todas las partes son en peso peños 
que se indique lo contrario.

- 16
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A 50 litros de agua destilada se anaden 1 0 ,1 7  

kgs. de caseína hidrolizada por enzima (N-Z-Amina). La tem­
peratura se elevó a 100" C. y se mantuvo hasta que la solu­
ción de producto de caseína digerido era clara. El recipien­
te se enfrió luego rápidamente a 15" C. y la solución enfria­
da se filtró a través de una calidad hasta de papel de fll*cro. 
Se añadió una pequeña cantidad de tolueno como preservativo 
y la solución se guardó a 2" C. durante 4 días, al final de 
cuyo tiempo se filtró de nuevo para separar el material inso­
luble.

Se añadieron los siguientes ingredientes a la 
solución de producto de caseína digerido: l.lb5 grs. de 
KHgPO^ disueltos en 8 litros de agua destilada; 35 grs. de 
cisteína en aproximadamente 800 c.c. de HCl 10% (la cantidad 
mínima de HCl 10% requerida para obtener una solución clara); 
35 grs. de glicina disueltos en 100 c.c. de agua destilada;
300 grs. de dextrosa disueltos en 2 litros de agua destilada; 
3 ,5  grs. de uracilo disueltos en 1 litro de agua destilada; 
0,35 grs. de ácido nicotínico disueltos en 35 c.c. de agua 
destilada; 0,59 grs. de piridoxina disueltos en 59 c.c. de 
agua destilada; 7 grs. de triptofano disueltos en 1 litro de 
agua destilada; 1 ,7 5 grs. de pantotenato de calcio disueltos 
en 70 c.c. de agua destilada; 0 ,8 7 5 grs. de hidrocloruro de 
tiamina disuelxos en 8 7 ,5 c.c. de agua destilada; 0,175 grs. 
de riboflavina disueltos en 1000 c.c. de agua destilada; 7OO 
c.c. de una mezcla de sales; o5,&5 c.c. de ácido tioglicólico 
en 100 c.c. de agua destilada; 700 grs. de EHOO^ en 500 c.c.
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de agua destilada. El medio se ajustó a pH 7,2 y se esteri­
lizó por filtración.

El citado medio esterilizado se inoculó con 11 
litros de inoculo de siembra con un recuento bacteriano de 
aproximadamente 20 billones ^or c.c. El depósito se hizo fer­
mentar a 37" O. sin ajuste del pH, aireación, u otra modifi­
cación durante 14 horas al final de cuyo tiempo se añadieron 
320 c.c. de dextrosa 50%. bespués de esto el pH se ajustó 
a 7 a intervalos de 15 minutos son hidróxido de sodio 5N. El 
volumen de hidróxido de sodio requerido para la neutralización 
se anotó y después de cada ajuste del pH se añadió 115 % de 
este volumen de solución de dextrosa 50%. Al final de unas 
5 horas, el recuento bacteriano había cesado de aumentar y3a 
fermentación contenía aproximadamente 1000 unidades de estrep- 
tokinasa por c.c.

Se verá por la anterior discusión que este in­
vento hace que queden disponibles para uso general estos agen­
tes terapéuticos en extremo valiosos que hasta ahora solo 
han estado disponibles en cantidades extremadamente limitadas 
y además hace posible la producción de estos nuevos agentes 
terapéuticos en una forma más pura qque lo que ha sido posi­
ble hasta ahora incluso en producción limitada en pequeña
escala.

La presente solicitud, que corresponde a la 
presentada en Los Estados Unidos de América, con fecha 8 de 
Junio de 1.951, bajo el ndmero 230.&9b, se acoge a los bene­
ficios del artículo 5l del vigente Estatuto Ley sobre Propie­
dad Industrial.
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Los puntos de invención propia y nueva que se 
presentan para que sean objeto de la presente solicitud de 
Patente de Invención en España, por VEINTE años, son los si­
guientes:

18.- Mejoras introducidas en la preparación 
de un medio de fermentación adecuado para el cult&vo de bac­
terias productoras de estreptoRinasa y estreptodornasa, carac­
terizadas por crear un medio nutricio que contiene caseína hi- 
drolizada por enzima, glicina y un agente reductor de sulf- 
hidrilo.

28.- Mejoras introducidas en la preparación 
de un medio de fermentación adecuado para el cultivo de bac­
terias productoras de estreptokinasa y estreptodornasa, carac­
terizadas por crear una solución acuosa de 1000 a 1 0 .0 0 0 par­
tes en peso de caseína hidrolizada por enzima por cada 
1 5 0 .0 0 0 partes en volumen de agua, y que contiene 1 a 350 
partes y con preferencia 100 a 200 partes, en peso, de glici­
na por cada 1000 partes en peso de dicha caseína hidrolizada 
por encima, y 0 ,0 1 a 0,5 y con preferencia 0,03 a 0,07 del 
peso molecular de un agente reductor de sulfnidrilo por cada 
1000 partes en peso de dicha caseína hidrolizada por enzima.

38 . -  Mejoras introducidas en el procedimiento
de producir mezclas de estreptokinasa y estreptodornasa, ca-
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racterizadas por propagar una cepa de estreptococos hemolíti- 
cos productores de estreptokinasa—estreptodomasa en un medio 
de fermentación según los puntos 13 ó 23.

4*.- Mejoras introducidas en la preparación 
de un medio de fermentación adecuado para el cultivo de bac­
terias productoras de estreptokinasa y estreptodómasa.

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

La presente Memoria consta de veinte hojas es­
critas a máquina por una sola de sus caras.

10M M .1953Madrid,
P. A.de Etzabur

i€
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