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antiguo como de 1.933, con anterioridad a este invento no se
habfa desarrollado ua néiodc comercial para producirlo. Los
solicivantes han desurrollado un método de producir mezclas
de estreptoxinasa y estreptodornasa por medio del cual pueden
prepararse estas enzias coil sus muchas propiedades deseables
en escala comerclal vara uso general.

En la medida que conocemos, el dnico méiodo
practico de producir estrepiokinasa ¥y esireptodirnasa es por
el cultivo en un medio de Fermentacidn de ciertas cepas de
streptococci beta hemolf{ticos. ILos estreptococos mds frecuen-
temente empleados son los de los zrupos de Lancefield 4, C *
"humano%, y G, preririéndose la cepa C. Se han ensayado mu-—
chos medios de fermentacidn ¥ se l:a iniormado en la piblio-
graifa de los resultados de la fermentacidén en tales medios.
El criterio entre las autoridades én este canpo como se ha
indicado por los informes biblio rdificos, es gue los medios
uds deseables vara la trermentacidn de orzanismos productores
de estrevtoxinasa-esirepiodoruasa, comprenden una mezcla
acuosa de nateriales protefnicos animales parcialmente hidro-
lizados, por ejemplo, productos parcizlmente hidrolizados de
le sangre y similares. Adn cuazndo los medios de vermentacidn
que co.prenden materiales protefnicos animales hidrolizados,
tales como los citados, producen resultados bastante buenos
en operzcidn en pejuefia escazla, por ejemplo, cuando la rero=-
nentacidn se lleva a czbo en recipientes de 30 litros, se he
comprovado gque tales medios no pueden ussrse convenientemente
para dar resultados setisfaciorios en . ran e scala, por ejem~

plo fermentaciones de 400 litros. Uuando tales medios se
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emplean en una produccidn intentada en gran escala de mezclas

de estreptokinasa y estreptodornasa, los estrepvococos for-

man cantidades correspondientemente mucho menores de las en-

[}

zimas. Como dnicamente por produccidn en gran escala comer—
5 cial es como pueden nacerse generatmente disponivles los be-
nericios de la estreptokinasa y estreptodornasa, es evidente-
gue un medio de fermentacidn que iuera adecuado para la pPro-
: duccidn comerciel serfa muy deseable y representarfk un ade-~

lanto en la técnica.

. 10 De acuerdo con el invento se crea un medio de
fermentacidn, adecuado para el culvivo de bacterias produc—
toras de estreptolkinasa y estreptodornasa que comprende un

i medio nutricio gque contiene casefna hidrolizada por enzima,

3 glicerina y un agente reductor de sulfhidrilo. Por el uso de

4 - 15 tales medios de fermentzeidn se ha comprovado que es posible

producir mezelas de estreptokinasa y estreptodornasa en esca—
la comercial por vez primera. liuchas lTermeutaciones gue
producen mezclas de estreptokinasa y esireptodirnasa y que
emblezn estos nuevos medios de fermentacidn se han realizado
20 en depbsitos de mds de 400 litros e incluso de més de 4.000
litros con resuitados muy satistaectorios.
La casefns hidrolizada es el iggrediente pri-

mordial en el nuevo medic de Termentacién y tiene como tina-

| lidad proporcionar ei nitréseno basal. Puede usarse cual-—
. 2y guiera de los productos digeridos de caseina hidrolizada por
enzima couercialmente disponibles. Un producto digerido de
casefns comercialmente disponible muy satisfactorio y gque se
ha eupleado en muchos de los experimentos del solicitante es
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producido por Shertield Farms Compauny, Inc., de Nueva York,

y se vende bajo la marca "N-Z-Amine". Egt08 productos di-
geridos son producidos Iormando una éispersién acuosa de ca-
sefna y efiadiéndole juzos pancredticos para catalizar la hi-
drdiisis. &£n la biviiograffa técnica, por ejemplo en las pa-
tentes norvemmericanas nidmeros 2.489.880 y 2.180.637 pueden
verse procedimientos detallados para preparar productos di-
geridos de caseina enzimdticamente nidrolizados.

Adn cuando la casefna hidrolizada constituye
la parte importénte de los nuevos medios de fermentacién son
también necesarios otros dos ingredientes, giicina y un agen-
te reductor orgdnico de sulrhidrilo. ILa cantidad de gli~
eina empleada al preparar los nuevos medios de fermentacidn
puede variar dentro de amplios limites, por ejemplo, de 1 &
34%0 partes en peso de glicina por cada 1l.000 partes en peso
de producto de casefna digerido. La cantidad éptima ha re-
sultado ser de aproximadamente 100 a 200 partes de glicina
por cada 1.000 partes de producto de casefna digerido. ILa
cantidad de agente reductor orgdnico de sulthidrilo empleado
en la mezcla de termentzcidn puede variarse también dentro
de amplios 1fmites, por ejemplo, désde Os0L a 0,5 peso mole-
cular (moles si el peso del producto de casefna digerido
estd en gramos) de agente reductor de sulfhidrilo por 1.000
partes en peso de producto de casefna digerido. Ia relacidn
Sptima ha resultado ser de 0,03 a 0,07 peso molecular por

1.000 partes en peso de produicto de caseina digerido. ILa
finalidad del agente reductor es simplemente mantener el me-

dio en Tror:i.a reducida y puede emplearse cualgquiera de los
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bien conocidos agentes reductores de sulfhidrilo.

El hecho de gue los medios de termentacidén
couprendan un producto de casefna enzimdticamente hidroliza-
do, glicina y un agente reductor de sulthidrilo produzcan
resuttados tan superiores es efectivamente sorprendente.
Esto es particularmente clerto en vista del hecho de gue los
nedios gue coumprenden productos digeridos de casefna hidro-
Llizados por dcido se nan ensayado en la produccidn de mezclas
de estreptokinasa y de estreptodornasa y jan resultado Ira-
casar por completo en la mayoria de los casos. Adn cuando
1o se comprernden plenamente las ramones de esta soporendente
superioridad, no bvostante, el necho es gue solamente por me-
dio de un agente de fermentacidn gque comprende caseina hi=-
drolizada por enzima, ;licina y un egente reductor de sulf-
hidrilo, ha sido posible producir estreptokinasa y estrepto-
dornasa en escala conmexcial.

La veniaja primordisl de los nuevos medios de
fermentacién de este invento son los rendimientos incremen-

tados que pueden obtenerse en produccidn en gran e scala,

porque hasta ahora ha sido imposible obtener en la produccidn

en gran esczla rendimientos suticiente de enzimas, de modo
que pudiera prepararse un materiagl elfnicamente aceptable.
Los nuevos medios de fermentacidén de este invento dan en ge-
neral en la produccidn en jran escala, por ejemplo, Termen-
tacidn en depdsitos de mds de 400 litros, rendimientos de
estreptokinasa, por parite en volumen, de casl tres veces los
gue se ovtenfan desde un medio de fermentacidn que compren-

dfa un producto digerido de proveina animal, tal como uno
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preparado a partir de proteinas de la sangre. De hecho,
lag fermentaclones en uieliios gue comprendern un producte de
caseins digerido enzimdtvicamente hidrolizado, glicina y un
agente reductor de sulfhidrilo, dan en general en termenta-
ciones en depdsitos de 400 litros rendimientos de casi dos
veces tantas unidades de actividad en estreptokinass por par-
te en volumen de medio que las Iermentaciones en un medio
que comprendes un tipo de proteina animal de material en reci-
pientes de 30 litros. Xn otros términos, incluso en escala
comercial un wedio gque couprenda un producto de casefna dige—
rido enzindticamente hidrolizado, glicina y un agente reduc-
tor de sulrhidrilo da resultados mucho mejores gue un medio
que comprenda un 3 oducto digerido de protefna animal en con-
dgiclones Jdptimas.

afn cuando las ventajas de los nuevos medios de
fermentacidn no son tan ficilmente evidentes en la produccidn
én pegueila escala porgue los nedios gue comprenden wn produc—
to digerido de protefna animal dan casi rendimientos equiva-
lentes de actividad por unidad de nitrdgeno vasal en estas
circunstancias, los nuevos medios de Termenstacidén de este in-~
vento tienen eiectiivamente ventajas incluso en la producecidn
en peguefia esczla. Bsto se verd mis claramente por los pé-
rrefos siguilentes gue describen ventajas adiclonales de los
nuevos medios de Iermentacién de este invento, cuyas ventajes
son aplicables tanto en ;rande como en pegueiia escala.

Adends de la ventaja de ma)ores rendimientos
de enzimas cuando se emplea un medio de Termentacidn que

comprende un producto diferido de casefna, se obtienen otras
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ventajas. Por ejemplo, un medio de fermentacidn que compren-—
de un producto de casefna digerido se prepara ﬁés ficilmente
que uno que enmplee un producto digerido de proteina animal,
tal como uno preparado a partir de sangre. EL producto de
casefna digerido es mds fdcil de manejar, de esterilizar y

de dispersar. Esto da como resultado un coste muy reducido

al preparar los medios de fermentaéién. Ademds, el coste ori-
ginal del producto digerido de caseina enzimdticamente hidro-
lizado es generalmente menor.

Los productos digeridos de protefna animal que
estén comercialmente disponibles contienen muchas sustancias
protefnicas que son aproximadamente del mismo peso molecular
y constitucidn que las enzimas deseadas estreptokinasa y es-
treptodornasa. Estos materiales protefnicos son precipitados
por los mismos procedimientos de que se dispone para la pre-
cipitacidn de las enzimas desealas y también tienen propieda-
des clectrofordticas similares. ZIEsto conduce a dificultades
mucho mayores para obtener y puriiicar la estreptolinasa y la
estreptodornasa, asi{ como a un sumento en las cantidades nece=-
garias de reactivos. HEatas diflcultades son intensificadas
por los menores rendimientos gque pueden obtenerse en un nmedio

de fermentacidn gue comprenda un producto digerido de protefna

~animal. Como se ha mencionado antes, se ha comprobado que es

imposible, por los métodos de puriricacidn de que se ha inror-
mado en las téenicas o incluso por los méiodos mejorados desa-
rrollados en relacidn con este trabajo odvtener un w oducto de
pureza suficiente para uso clfnico a partir de fermentaciones
de 400 litros empleando un agenbe gue coumprenda un producto
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digerido de proteins animal, tal como uno preparado a partir
de sangre.

La tabla sizuiente da la pureza de estrepfoki—
nasa gue ha sido posible obterner en condiciones egquivalentes
a partir de un medio gque cormprende un producto digerido de
protefna animal t{pico en comparacién con un medio que com-

prende un producto digerido tipico de casefna enziméticamente

‘hidrolizada. El producto digerido de protefna aninal empleado

fué un preparado comercial manufacturado por Difco lLaborato-
ries de Detroit, iidchigan, EE.UU., y vendido bajo la marca
“Neopeptone®™. La "Neopeptone® ina sido muy recomendada por
diversos articulos en la produécién de estreptokinasa y estrep
todornasa como fuente de nitrézeno basal. da caseina enzi-
néticamente hidrolizada cmpleada iud también un material co-
mercial vendido por SHeffield PFurms Company; Inc., de Nueva
York, bajo la marca de "N-Z-Admine®*, La pureza és dada en

unidades de estreptokinasa por gamme de nitrézeno total.

TAB LA I.
PUREZA

Medio ' 30 litros 400 litros
*Neopeptons™ 12 u/ganmat 10 v/ gamma +
*N-Z-4mine* 100 uw/ganms + 100 v/ gemma +
\ Se verd asd que por el uso de un medio que

comprende un producto digerido de casefna enzimdticamente
hidrolizada es posible obtener un producto que es aproxima-

damente 10 veces mis puro gue el obtenido por los nétodos de

la técnica anterior.
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Ademds de un producto de casefna enzimiticamen-

te hidrolizada, glicina y un agente reductor de sulthidrilo

pueden afladirse a menudo ventajosamente otros varios ingre-
dientes al medio de rfermentacidn. IEstos agentes adicilonales
se denominan “ingredientes favorecedores del crecimiento®
e incluyen tales materias como vitaminags, minerales, andnoé-
cidos y elementos traza. ILa tzbla siguiente detalla varios
de estos materiales asf como cantidades recomendadas que son

8 menudo ventajosas.

Pavorecedor Partes en peso por cada
del 1.000 partes de produce-

crecimiento. to digerido de casefna.

KHZPO4 : 80 - 160

KHOOS 50 - 100

Uracilo 0,2 «= 0,6

Sulfato de Adenina . 0,2 - 0,6

Acido nicotinico 0,02 - 0,08

Piridoxina 0,03 -~ 0,07

Triptofana 0,4 =~ 1

Pantotenato de calcib 0,1 - 0,3

Hidrocloruro de tiamina 0,05 -~ 0,15

Riborlavina | 0,01 - 0,03

Cistina ' 2 - é

Los elementos traza se alladen usualmente en
Yorma de una mezcla de sales para dar cantidades pequefifsimas

de los iones de metales tales como hierro magnesio, cobre,

o R s
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zinc, etc. 4 menudo resultari conveniente preparar una

®nezcla*ge sales™ de las sales de metales tales como los ci-
tados y afiadir una pequeila cantidad de la mezcla a cada fer-
mentacién. Ia tabla siguiente da la composicidn de una mez-

cka de sales que ha resultado ser satisfactoria cuando se em-
plea en cantidades de 40 a 150 mls. por Kg. de producto de

caseina digerido.

TABLA III.

Material Cantidad
MESO4 11,5 Ks.
CuSO4-5H20 0,05 kg.
Zn504-7H20 0,05 kg.
Mncl4o4H20 0,02 kg.
FeSO4o7H20 o 0,05 kge.
HOL 1,0 1litro
Agua c.s. para dar 100 litros

lia tabla siguiente muestra los resultados de fermentaciones
con una cepa productora de estrepiokinasa-estireptodornasa de
estreptococos hemolfticos, primero con un medio de fermenta-
cién que comprende "N-Z-Amina* y. luezo, en un medio de fer-
mentacidn que comprende Yheopepione®, ~Los dos medios se
formularon de modo gue iuera la misma en ambos la concentra-
cidn en nitrdgeno basal y estuvieran presentes cantidades
iguales de Giversas sustancias favorecedoras del crecimiento
en todos los casos. Los resultados se dan en la tabla para

rermentacidn tanto en recipientes de 30 litros como en depdsi-

-11 =
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tod de 400 litrose.

tm—

T A B LA IV.

#-Z-—Amine* "Neopeptone!
_30 litros 400 litros _30 litros 400 litros

Recuento
de 9 g 9 9
Bacterias 28x10°/c.ce 19%10°/cec. 32x107/c.c. 40x10°/c.c

£

Eatrepto-

kingsa/c.c. 600 w/c.c. 1170 u/c.c. 600 u/c.c. 430 u/c.c.;
Rendimiento 6

total 16x10° b 6

385210 18x10 150x10

Se ovservard que el agente que comprende la
n.Z-dmine®, gliicina ¥ un agente reductor de sulfhidrilo, daié
rendimientos igualmente buenos en recipientes de 30 litros
como lo hizo el medio gue couwmprende "Neopeptone® y resul-
tados muy swe riores en depdsitos de 400 litros. De hecho,
aungue la produceidn e estreptokinasa por unidad de volumen
en el medio de MJeopeptone" descendid bruscamente cuando
la fermentacida se cambid desde recipientes de 30 litros a » Y
depdsitos de 400 litros, la produccién de estreptokinasa por ;,
unidad de volumen en uu medio gue comprende "N-Z-Amine" !
casi duplicd cuwando la produccidn se cambid desde recipientes
de 30 litros a depSsitos de 300 litros. Esto es muy sorpren—
dente en vista del hecho de gque el recuento de bacterias en
la fermentacién de 400 litros en "Neopeptone® fué de mds
del dovle de la fermentacién en 400 litros de “Nkz-Amineﬁ.

Los mayores rendimiencos de enzimas en el medio

- 12 -
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. de "N-Z-Amine"® son con mucho mds ventajosos que lo qué pa-
é receria a priméra vista porgue a medida que disminuyen las
1 ’ unidades de estrseptokinasa por unidad de volumen de mdio de
P fermentacidn, el problema de recuperar y puriliicar la estrep-
; 5 tokinasa resulta infinitamente mds coumplicado. BEsto es por-
] que la estreptokinasa es un naterial similar a la protefna y
debe separarse desde ung mezcla que contiene muchas otras
) proteinas ¥ los procedimientos de separacidn de que ge dis-
pone para taies purificaciones dun como resultado pérdidas
10 tremendas. Esto es especialmente cierto cuando los materia-
les proteinicos deseados estin presentes en cantidades peque-

; fifsimas. De hecho, la cantidad de estreptokinasa en la cita-

é . da fermentacidn en depdsitos de 400 litros empleando un medio
3

] de Tfermentacidn de "Neopeptone"? fué tan bsjo en comparacién
i ) _ y

$ 15 con la cantidad de desechos bacterianos y otras impurezas que

resultd imposilble recuperar un producto de pureza suticiente-
para uso cliunico.
La cantidad de producto de caseina digerido por
- volumen unidad de medio de rermentacidn puede variarse dentro
20 de 1{mites relativamente amplios. Si existe interds primor-
dial en la pureza del producto, se recomiendan bajas concen-
traciones de productos de casefna digerido, por ejemplo 2 a
6 partes eun peso de producto digerido por cada 300 partes en
volumen de ﬁedio} Lgto puede ser ventajoso cuando se trata
- 25 de producir material a usar en inyececiones intravenosas. FPor
’ el contrario, si hay interés eh el miximo rendimiento total
de estreptokinasa por unidad de nivrdgeno vasal empleado, se

reconmiendan concentraciones relativemente altas de producto

-13 -
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digerido de caseina, por ejemplo, 10 a 20 partes en peso Qe
producto digerido por cada 300 partes en voluuen de medio.
La tabla siguiente representa los resultados
de diversas fermentaciones en depdsitos de 400 litros en las
cuales se varid la cantidad de producto de caseina digerido
(N-Z-Amine). Las cirras dadas en la columna encabezada con
"pureza® representan el ndmero de unidades de estreptokina-
8a por ganma de hitrdgceno en el precipitado de actividad no

purificada-

TABLA V.

Partes en peso Recuento Unidades de Purezsa
de H-Z-Amine por de estreptoki- del
300 p. en vol. bacteria nasa por
~ de medio CeCo precipitado

20

4

8,7 40-60 x 10

1e

9

9
9

20 x 10 400 - 50 u/ gamma
1200 20-40 v/ gamma

80 x 10 2200 5-25 u/ gamna
Por esta Tabla se verd que la cantidGad dptima de producto de
casefna dioerido enzimdticumente hidrolizado a emplear depen-
de de si existe interds  rimordial en la pureza del producto
o en el miximo rendimiénto.

Una forma conveniente de preparar el medio de
fermentacidn puede ser ilustrada por las operaciones siguien-
teg: disuélvase la cantidad deseada de productc digerido de
case{na enzimdticamente hidrolizada en unas cinco veees su

peso de agua calientej; esterilicdse por tratamiento en auto-

clave o iiltracidn; afiadanse soluclounes estériles de la gli-

cina y del agente reductor de sulfhidrilo requeridos; afiddénse

-1l4 -
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soluciones estdriles de los materiales tTavorecedores del cre-

cimiento; y ajistese eL pH a aproximadamente 7 a 8. Bl medio

estd entonces listo para la inoculacién. El anterior proce-

dimiento, desde luego, p»uede variarse; por ejemplo, sl el

medio ha de esverilizarse por Iiltracidn, todos los ingredien-

tes pueden afladirse anves de la esterilizacién, ¥ si el ma-
dio ha de esterilizarse por tratamiento en autoclave, lia
glicing puede afladirse antes de la esterilizacidn. 4 veces
es ventajoso exn cuanto a la »ureza de producto eniriar el
medio a 20° C. o menos antes de la tiltracidn; sin embargo
si es de importancia primordial el méximo rendimiento, esto
no se recomienda.

El indculo de siembra se prepara poniendo en
suspensién un cultivo seco de las vacterias en unos cuantos
litros de un medio tal como el citado y que contiene ademds
unas 20 a 70 partes en peso de un azudecar por 1000 partes de
nitrdseno basal vy cultivando la siembra a uma temperatura de
35-39° Q. dura:..te wias 8 horas de modo gue el recuento bac—

9

teriano sea desde 2 x 10” a 2 x lO10 por c.0. Un volumen

de este indculo se emplea luezo para seumbrar el medio de fer-

nentacidn de modo gue se cree un recuento bacteriano original

. . , - ’ g
de aproximadamente b X lO{ a 8 x 10 poxr c.cCe..

—

PO ——

A

et g o s e

, Las bacterias deven ser alimentadas con grandes
cantidades de un azdear durante al menos parte de su creci-
miento a tin de gue produzcan los miximos recuentos de estrep-
tokinasa y estreptodornasa. Casi cualquiera de los tipos co-
munes de azdcares puede emplearse. <+nire los Gisacédridos que

pueden emplearse I[iguran la sacarcosa y la meltosa y entre los

- 1y -
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Monosacdaridos que pueden emplearse figurah la glucosa ¥y la
mannosa. FPueden utilizarse satisfactorismente Jdiversos pro-
cedimientos al afladir el azfcar. ELl procedimiento usual para
afladir el azdecar comprende dejar que las bacterias crefican
en presencie de una cantidad nuy pequefla, es decir, 20 a 100
partes por 1.000 partes de producto de casefna digerido, du-
rante un perlodo de unas 14 horas y aiiadir luego el resto del
azlear gradualmente durante un periodo de unas & a 8 horas,
La cantidad total de azlicar que puede afiadirse ventajosamente
varfa dentro de limites relativamente amplios, por ejemplo,
de 1.500 & 4.000 partes en peso por 1.000 partes en producto
de caseina digerido.

Despuds de gue el medio de fermentacidén ha sido
inoculado se deja fermentar a una temperatura de unos 32-40°
C. v con preferencia a 36-38° (. hasta gue la concentracidn
de estreptokinasa alcanza wi mindme de unas 200 unidades por
c.Cs y con pretferencia hasta que el recuento bzcteriano al-
canza un miximo. Durante esta fermentacidn, el pH debe man-
tenerse en la gsuma de aprovimadamente pH b a pH 8,%. Como

el pH tiende a resultazy dcido durunte la fermentacién y es-

pecialuente despuds de gue jrandes adiciones de azicar han

sido iniciadas, es necesario gue se hagan frecuentes determi-
neciones del pH y se afiada &dlcali para sentener el pH dentro
de la gama operativae.

El invento se ilustrard més particularmente
por el siguiente ejemplo especiiico gue tiene como finalidad
ilustrarlo solamente. Todis las pzrtes son en peso menos

que se indique lo contrario.
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A 50 litros de azua destilada se miladen 10,17
kge. de casefna hidrolizada por enzims (N-Z-Amina). lLa tem—
peratura se elevd a 100° C. y se mantuvo hasta que la solu-
cidn de producto de caseina digerido eras clara. El recipien-
te se enfrid luego rfpidunente a 15° C. ¥ la solucién entria-
da se riltrd a travds de una c.1idad basta de papel de F1iTro.
Se afladid una pequefla cantidad de tolueno como preservativo
v la solucidn se guardd a 2° C. durante 4 dfas, al rinal de
cuyo tlempo se filtrd de nuevo para separar el material inso-
luble.

Se afindieron los sisuientes ingredientes a la
solucidn de producto de casefna digeridos 1.1b5 grs. de
KH2P04
cistefna en aproximadauente 800 c.c. de HCL 104 (la cantidad

disneltos en B litros de agus destilada; 35 grs. de

nfnima de HGl 10% requerida para obtener una solucidn clara};
35 grs. de glicina disueltos en 100 c.c. de agua destilads;
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 dcido nicotfnico disucltos en 35 c.c. de agua
destilada; 0,59 grs. de pirddoxina disueltos en 59 c.c. de

agua destiladaj 7 grs. de triptotrano disueltos en 1 litro de
azgua destilada; 1,75 grs. de pantotenato de calcio disueltos
en 70 c.c. de agua dectilada; 0,875 grs. de hidroecloruro de
tiaming disuelsos en 87,% c.c. de agua destilada; 0,175 grs.
de riboflavina disueltos en 1000 c.c. de agua destilada; 700
c.c. de una mezcla de sales; 55,65 c.c. de &cido tioglicélico
en 100 c.c. de agua desztilada; 700 grs. de KHCO3 en 500 c.c.
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de agua destilada. Bl nedio se ajustd a pH 7,2 y se esteri—
11z8 por filtracidn.

El citado medio esterilizado se inoculd con 11
litros de 1néculo'de siembra pom un recuento bacterlano de
aproximadamente 20 billones Por c.c. £l depdsito se hizo fer-
mentar a 37° C. sin ajuste ael pH, aireacidn, u otra modifi-
cacidn durante 14 horas al tinal de cuyo tiempo se afladieron
320 c.c. de dextrosa 50%., Vvespués de esto el pH se ajustd
a 7 a intervalos de 1% minutos son hidrdxido de sodio S5N. El
volumen de hidrdxido de sodio reguerido para la neutral izacidn
se anotd y despuds de cada ajuste del pH se afladid 115 ¢ de
este volumen de solucidn de dextrosa 50%. Al final de unas
8 horas, el recuento bacteriano habfa cesado de aumentar yla
fermentacidn contenfa aproximadamente 1000 unidades de emtrep-
tokinasa por c.c.

Se verd por la anterior discusidn que este in-
vento hace que gueden disponibles para uso general estos agen—
tes terapedticos en extremo valiosos que hasta shora solo
han estado disponibles en cantidades extremadamente limitadas
y ademds hace posible la produceidn de estos nuevos agentes
terapduticos en wua forma mds pura ggue 1o que ha sido posi=
ble hasta ahora incluso en produceidn limitada en pegquefia
escala.

| la presente solicitud, que corresponde a la
presentada en Los Estados Unidos de américa, con recha 8 de
Junio de 1.951, bajo el nimero 230.69c, se acoge a los bene-
ficios del artfculo 51 del vigente Estatuto Ley sobre FPropie-

dad Industrial.
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Los puntos de invencién propia y nueva que se
presentan para que sean objeto de la presente solicitud de
Patente de Invencidn en Espafia, por VEIINTE aifios, son los si-
guientes: ’

12.- Mejoras iniroducidas en la préparécién
de un nmedio de termentacidn adecuado para el cultivo de bac-
terias produchoras de estreptoltingsa y estreptodornasa, carac—
terizades por crear un medio nuiricio que contiene casef{na .hi-
drolizada por enzima, glicina y un agente reductor de sulf-
hidrilo.

2¢,.~ ilejoras introducidas en la preparacidn

de un medio de fermentacidn adecuado para el cultivo de bae-—

terias productoras de estreptokinasa y estreptodornasa, carac—

terizadas por crear una solucidn acuosa de 1000 a 10.000 par-
tes en peso de caseina hidrolizada por enzima por cada
150.000 partes en volumen de agua, y gue contiene 1 a 350
partes y con preferencia 100 a 200 partes, en peso, de gliecl-
na por cada 1000 partes en peso de dicha casefna hidrolizada
por encima, y 0,01 & 0,5 y con preferencia 0,03 a 0,07 del
peso molecular de un agente reductor de sulfuidrilo por cads
1000 partes en peso de dicha casefna hidrolizada por enzima.

3%.~ Ilfejoras introducidas en el procedimiento

de producir mezclas de estreptokinasa y estreptodornasa, ca- B
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3
racterizadas por propagar uia cepa de estreptococos hemolfiti-
cos produciores de estrepltokinasa-esireptodornasa en un medio
de fermentacidn sezfin los puntos 12 § 28,

42,.~ jiejoras introducidas en la preparacién :

de un medio de fermentacidn adecuado para el cultivo de bae- f
terias productoras de estrepiokinasa y estreptodarnasa. %
Tal y como se ha descrito en le Memoria que f

antecede y para los fines gue se han especificado. :
La presente meworia consta de veinte hojas es- §

critas a miguina por una sola de sus caras.
liadrid, 40 MAY. 1952

i
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