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PROCEDIMIENTO PARA LA PREPARACION DE UNA SUSTANGIA
ENZIMATICA OON ACTIVIDAD TROMBOLITICA.

e

+Folicilants FHONE-POULENC S.A., entidad freacesa, residente en

22 Avenue Montaigne, Paris 8éme, Francia.

I

la presente invenoién se refiere & una nueve
enzima deslignada a continuaocién con el nimero 22.750 RP
¥y su procedimiento de preparacién.
' Eate nueva enzima pz_fesenta un interés particu-

5. lar como agente trombolitico y puede caracterizarse

POOR
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in vitro por une actividad proteolitica general.

La enzima 22,750 RP pﬁede obtenerse por culti-
vo, en medios aﬁrojiados, de un microorganismo que perte-
neée el génerd S%reptomyces, identificado mds compleﬁamen-
te a eontlnuaoién ¥y deslgnado por la denominacién "Strap-
tomyces venetus DS 24288" (NRRL 3987).

Ia enzime 22.750 RP segﬁn le invencién presen-
ta los caracteres fisicouquimicos'siguientes;

La enzima 22.750 RP es muy scluble en agua, so-
luble en las mezelas hidroaleoholiocas e hidroamceténicas
my pocod soluble en las sclucliones concéntra@as de sales
neutres / NaCl; (NH4)2 804_7 o de polietil;nglicol e
insoluble en los alcoholes anhidros, la acetona, el
hexano, el asovints fe etilo, ei éter y los disolventes
clorados.

La ernzims 22,750 RP es una proteina que da las
reacciones clédsicos de las proteinas (reaccidén del biuret,
reacoién de Fpiin, coloracién por el rojo Ponceau, el ne-
gro amide 12 B ¥ o el azil de Goomassie).

La sazima 22,750 RP contiene carbono, hidrégeno,
oxigeno, nitré~sns y azufre. Su composiocidén elemental es
aproxXimadamenie 43 .

C % = 50,4 H% =7,3%3 N%=17 S % = 0,50.

Segiin su domportamiento en crometografia sobre
gei de dextranc o sobre gel de poliserilamide, la 22.750
RP tiene una masa molecular de 40.000 X S.OOO.

La hidrélisis dcida de la enzmima 22.750 RP ha
permitido poner en evidencia los aminodcidos siguieﬁtes
pare los cuales se indica el contenido en milimoles por

cada 10 g de producto: &cido aspartico (11,5), treonina



'(8,5), serina (7), Acido glutémico (3,5), prolina (2,5),
glibina (13), aléning (7), valina (4,5), metionina (1),
isoleucina (2,5), leucina (4), tirosina (5), fenilalani-
na (2), lisine (3), arginina (2,5) e histidina (2).

5. - ‘Le. enzima 22.750 RP se-cérac#eriza por las pro-
piedades fisicas dadgéra contiﬁudoién: |

Aspecto: polvo blanco (tras liofilizacién)

Espectro ultra-violeta (determinacién a partir de une so-

lucién al 0,03 % en agua)

10. absorpeién a 210 mm - ' E}%cm = 187
‘minimo de abzorpeién a 250 nm E}%om = 4,35
méximo de absorpecidém a 278 nm El%cm = 13,55

Espectro infra-rojo (detérminaciéﬁ a partir de comprimidos
en mezcla con KBr).

15. Este espectro estd representado en la figura 1,
en la que se ha llevado en abscisas, por una parte las
longitudes de ondas expresadas en micras (escala superior)
por otra parte el mimero de'ondas en cm~! (escala infe-
rior) y en ordenadas la densided éptica. |

20. o En la tablae Irsigﬁienieyise-indican las princi-

pales bandas de abéorpcién pare este producto,

TABLA I :
3280 tF 1515 m 1365 épt. 1040 tf
3200 épt. 1490 épt. 1330 £ 927 tf
3060 m 1465 tf 1303 £ 920 tf
25. 3040 t£ 1455 +f 1280 ept. 825
2980 ept. 1445 m" 1235 m 735 £
2960 m 1435 épt. 1165 £ 695 £
2935 £ 1418 épt. 1145 tf hacia 600 m y anche
2880 ept. 1405 £ 1110 m 530 £
2650 épt. 1398 épt. 1075 m 470 épt.
1650 tF 1385 m 1055 tf 430 £
30. 1535 tF 1375 épt.
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muy debil £ = debil m = media
P

muy fuerte épt. = escalén
Poder rotatorio: (determinacién a partir de una solu-
cién al 0,5 %4 en agua)

L0720 =~ 44 % 0,50
20

17327436 =~ 29,2 + 0,60

fel75). = - 53,5 0,80

La enzima 22.750 RP puede caracterizarse por su
comportamiento en electroforisis sobre gel de acetato de

celulosa (“Cellogel“ N.D. Chemetron) utilizando diferen~

tes tampones:

~ 4cido cftrico ~ fosfato disédico pH = 2,2 /4 = 0,09

-~ &cido acético - acetato de sodio pH = 4,0 /u = 0,1

~ Bcido dietil~5,5 barbiftirico
{barbital) pH

1t

8,6 m = 0,075

it

-~ 8082 -~ glicina PH = 9,6 S = 0,1
(/u = fuerza iswica)

La revel&aién.puede_efectuarse por métodos co-
lorimétricos ¢ por medida de la actividad proteclitica.

Por ejemplo, a pH = 4,0, el factor activo
migra hacia el zgtodo; hay desplazamiento de 5 mm/2 ho-
ras con una teniiftm constante de 250 voltios {intensidad
que varia de 6 s 15 miliemperics).

Ta actividad enzimitica de la 22.750 RP se
ejerce sobre un gran nimero de substratos de naturaleza
protelca y en perticular sobre la caseina, la hemoglobi-
na, la fibrina. No se ejerce mids que muy debilmente so-—
bre el éster etilico de la benzoilarginina (BAEE) y no

se ejerce absolutamente sobre el éster et{lico de la
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Ia éctividad sobre la caseinsg se determina se~

acetiltirosina (ATEE).

gin uns técnica inspirada en ls de Kunitz puesta a punto

por la valoracién de la tripsina /M.Kunitz, J. Gen.

5. Physiol., 30, 291 (19%47)7. Los péptidos solubles en dci~
do tricloroacético liberados en el transcurso de la hidré-
lisis se valoran por espectrofotometris (medida de la den-
sidad éptica a 280 nm). La actividad enzimética puede ex-
presarse en unidades Kunitz (U.XK.): segin la definicién

10. de Kunitz, una unidad es la cantided de enzima que libe-
ro bastantes péptidos solubles como para que la densidad
6ptica a 280 nm del filtrado tricloroacético se eleve en
1,000 en un minuto. _

En le tabla II estén reseflados los resultados

15, que se han obtenido con la enzima 22,750 RP segin la in-
vencién en comparacién con dos enzimas proteoliticas cris-
talizadas: la tripsina y la quimotripsine.

TABLA II
Actividad
Reaccién Substrato u/e Quimo-
22.750 RP |Tripsinajtripsinag
Proteolisis |caseina (a)l 11.000 | 4,000 | 4.800
' azo-caseina (b){ 28,800 | 13.300 | 3.250
gelating (e) 800 4.000 100
Fibrinolisisgjcuajo de fibrina
boving (a) 6.780 29,000 4,000
cuajo de plasma de '
conejo  (e) 3.800 2.000 2.700
ounajo de plasma de :
perro (£)] 500.000 | 20.000 | 10.000
cuajo de plasma . _
humano (g)| 200.000 10.000 4,000
Esterolisis |B.A.E.E. (h) 17 | 34.000 300
A.T.E.E, (1) 0 2.000 |{116.000
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- En la figura 2 ge ‘reproducen estos resultados

en forma de dimgrama.

"
!

(2) Reaccién a pH
() oo
(¢) ~ w°
(a) " "

8,0, & 37°C Concéntracién en substrato = 5 g/1

7,5 3720 - » W 242,581
7,5  379C
Ty4 37eC

]

Sobre filme de geletins

"W
i

Concentracién en fibrinogeno: 10 g/l

(e) " n

7,5 370 - " plasma: 400 em/1
(£) {0 "= 7,4 379C ~ u -oon "3 200 cm3/1
(2) " M =T7,4 3700 - " woooom 200 om3/1
(n) " " -'7,7 gégc - E " substrato: 5.107'M
(1) " "= 7,0 250C¢ - " - " : 5,107

Ia actividad trombolitica y fibronolitica se ha

5. confirmado_sobre enimales de leboratorio.

A la dosis de 0,5 mg/kg sdministrada por via
intra~venosa, la enzima 22.750 RP protege, de forme alta-
mente signifiéaﬁiva, al conejo frente a la cosgulacién in-
travascular inducida por paso en la yugular de un hilo de

10. nylon impregnado de colégeno -(técnica inspirada en la de
J.L. David y coll., C.R. Soc. Biol., 162, 1763 (1968)7.
La aceleracién de ia fibrinolisis puede ﬁonerse en evi-
dencla, en el casc del conejo, a partir de la dosis de
0,05 mg/kg adminigtrads por vis intra—venosa.

15. La toxicidad de la enzima 22.750 RP se ha estu-—
diedo en el caso de varias especies animales. En el caso
del ratén, la dosis letal 50 % (DLSO) se ha determinado
por via intra-venosa: es de 5 mg/kg; es la mismae después
fie administracién repetida durante 5 diss que después de

20. administracién inica. En el caso del conejo, la DLSO’ de-
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" mAs abundantes,

teminada por via intra_venosa. es de 1,5 mg/kg. .

Estas propledades permiten la utilizaoibén del
producto segun la invenocién en terapéutica humene en le
prevencién ,v el tratamiento de las trombosis venosas, de
las embolias pulmonares, de las trombosia de las arterias
coronarias, de las arterias de las,ex"bremidadés ¥y de las
arterias cersbreles. e

El orga.nimno productor de la enzima 22.750 RP
pertenece 2l género Stireptomyces y se desigﬁa por 1e apli-
cacidén "Sfraptomycea venetus DS 24 288"7 (NRRL 3987). Puede

obtenerse, haciendo referencia &l presente dodument_o y del
Ministerio ,dé la Agrioculture de los Estados 'Unidbs, labo-
ratorio de Peoria (Illinois). '

Este orgenismo se ha ainlado de una. muestra de
tierre. tomada en India. '

El aiglamiento de Stmptomyces venetus DS 24 288

se ha efectuado siguiendo el método general que consiste

en poner ung _pequeﬁa cantid'ad, de tierre en sdspenaién en
ague destilada esteril, diluir la suspensién & diferentes
oonoentifé.oiones, ¥ exponer un ﬁéQuefio volimen de cada di-
1uc16n sobre la superficie de cuencos de Petri que con-
tiensn un medio nutritivo gelosado. Tras una incubacién
de mlgunos dfas & 269C, que permite 2l microorganimmo de-
sarrollarse, las colonias qﬁe gse quieren aislar para pro-~
gsegulir ei estudio se -!:oman Yy ase rtra.napia.ni;an sobre gelo~

sas nutritives inclinades con el fin de obtener oultivos

Streptomyces venetus DS 24 288 fomma ésporas

ovaladas, que miden de 0,420,6 /u/1"a 1)2 M. Sus egpor-

foros comprenden filementos e‘spp;;iféradbs, espilreles ouyo
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enrollemiento tiene frecuenteémente de 5 a 8 vueltas, pe-
ro é veces puede ser un poco mayér; my frecuentementes
éstos estén insertados aisladamente sobre los filamentos

que les soportan, pero se puede observar también espord-

feros en racimos de algunos slementos. Por su modo de

esporulacidén, esta cepn se clasifica en la seccidén Spira

de. la clasificacidén de Pridhan,

Streptomnyces venetus DS 24 288 se desarrolla

bien a 252C y a 372C pero no a 502C, Posee la propiedad

de ﬁroducir pigmento melénico negro sobre medio apropiado

- a la tirosina, produce H,8, reduce fuertemente los nitra-

tos en nitritos, hidroliza el almidén, licua la gelatina,
reptoliza la lechs sin coagulacidén previa y utiliza la.
celulosa. La coloracién de su micelio vegetativo va, ssgin
los medios, del smarillo al amarillo pardo, pardo amari-
1lo o pardo fuerte; los pigmentos solubles que produce
gon en genersl é2 un tono pardo amarillo méé o menos fuer-
te segin los medios, que pueden en ciertos casos aleanzar
el perdo negruzuo, 3u micelio aereo se colorea de amzul
cuando sobreviene ia esporulacidi.

Loz ceraclerss de cultivo y las propieda-—

des bloquimicas &+ Streplomyces venetus DS 24 288 estén

gefialadas en la tanla III, Estos son cultivos que han
llegado & un hutn estado de desarrollo, es Qecir de apro-
ximadamente 3 semanss a 252C salvo indicaci&n en contra.
Estos caracteres se han observado sobre gelosas nubtriti-
vas y caldos habitualmente utilizados pers determinay
los caracteres morfolégicos de las .cepas de streptomyces,
habiéndose efectuado los cultivos sobre medios gelosados

sobre gelosas inclinadaes. Un cierto mimero de los medios
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de cultivo empleados se han preparado segin las férmulas

indicadas en "The Actinomycetes", S.A. WAKSMAN, p. 193-

197, Chronica Botanica Company, Waltham, Mess.,, U.S.A.,

19505 en este caso estdn indicados por la letra W segui-

"da del mimero que se le ha atribuido en "The Actinomyce-

tea", Las referencias o constituclones de los restantes

medios de cultivo son las sigulentes:

- Ref, A - "Hlckey and Tresner's Agar" - T.G, PRIDHAM y
col. ~ Antibloties Annusl, 1956—1957, p. 950

~ Ref, B - K.L. JONES - Journal of Bacterlology, 57, 142,
1949

- Ref, ¢ - Formula W-23 adfbionada con 2 % de gelosa

-~ Ref, D - "Yeast Extract Ager" - T.G., PRIDHAM y col. =

- Antibiotics Ammual, 1956-1957, p. 950

- Ref. B - "Tomato Paste Oatmeal Agar" - T.G. PRIDHAM y
col. - Antibiotics Anmual, 1956-1957, p. 950

-~ Ref, F - "Melanin formation medium" - The Actinomyce-
tes, vol. 2, p. 333, n? 42 - S.A. WAKSMAN -~ The
Williams and Wilkiné Company, Baltimore, 1961

-~ Ref. G ~ W.E, GRUNBY y col. - Antibiotics and Chem. 2,

' 401, 1952

- Ref. H - "Inorganic Salts - Starch Agar" - T.G. PRIDHAM
¥y col, - Antibiotics Annuel, 1956-1957, p. 951

- Ref, I - "Subgtrat 1-mit'minefalischer Stickstoffquelle,
p. 14 - G.F, GAUSE y col., ZUR KLASSIFIZIERUNG
DER ‘ACTINOMYCETEN - VEB GUSTAV FISCHER VERLAG.
JENA-1958 .

- Ref, J - corresponde a la férmula,W-1 donde 30 g de

- sacarosa son reemplazados por 15 g de glucosa
- Ref., X -~ corresponde é le férmula W-1, donde 30 g de
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sacarosa son reemplazados por 15 g de glice~

rina
corresponde a la férmula W-18, donde 30 g de
sacarosa son reemplazados por 15,é de glucosa
corresponde a la f&rmuia W-18, donde ;a saca-
rosa estd suprimida y réemplazado por pequeflas
bandag de papel filtro sumergidas parcialmente
en el liquido

"Menvel of Methods for Pure Culture Study of

Bacteria®™ - de la Society of American Bacte-

‘riologists - Geneva, N.Y., IT55-18

"Plain gelatin" - preparado segin las indica=
ciones del "Manual of Methods for Pure Culture
Studﬁ of Bacteria" ~ de la Society of American
Bacteriologists - Geneva, N.Y, 1150-18

Leche descremada en polvo comerciel, reconsti-
tuide segin las indicemciones del fabricante
Medio indicado para la investigacién de la pro~
dueeién de H,S por: H.D. TRESNER y F. DANGA -
Journal of Bacteriology, 76, 239-244, 1958,
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TABLA  IIX

Medio de grado de Micelio vegetativo Apara
oultivo i desarrollo (M.v.) o Envés del el co

: cultivo adéreo
Gelosa de ¥uy bueno Envés pardo negruzco Azul
Hickey y Bien
Tresner
(Ref. &)
Gelosa de Bueno Envés pardo amarillo Blana
Bennett
(Ref. B)
Gelosa de Bueno M.v.espeso y plisado, i Blanc
Emerson pardo amarillo traza
(Ref, C)
Gelosa con Bueno M.v. espeso y plisado, Blane
extracto pardo amarillo
de levadu~
re de
Pridham
(Ref. D)
Gelosa con Bueno M.v. espeso y plisado, Blancy
haring de parde amarillo
avena y con
extracto de
tomates de
Pridham
(Ref. E)
Gelosa gluco; Bastante bueno | M.v. espeso y plisado, Blaneo
sa-peptona pardo amarillo pobrem




lo

do,

ado,

iado,

sado,

Aparato aéreo (comprendiendo
el conjunto del micelio
aéreo y de la esporulacién)

Pigmento soluble

Observaociones y
propiedades bio-
guimicas

Azul grisdceo claro.
Bien desarrollado

Blencuzco & azul claro

Blancuzco. En estado de
trazas

Blancuzeo a azul claro

Blancuzoco a azul claro

Blanco-grisdceo. Muy
pobremente desarrollado

Pardo

fuerte, que

ve hacia pardo
negruzeo

Pardo

Pzardo

Pardo

Pardo

amarillo

amarillo

anaranjado

zmarillo

amerillo

Esporas ovaladas que
miden 0,4 a C,6/1 a
1,2/u.

Espordforos espirales,
no ramificados o en
racimos corios
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TABLA

III (Continuacién)

Medio de Grado de : Micelio vegetativo

cultivo desarrollo : (M.v.) o Envés del
cultivo

Gelosa Medio M.v. pardo amarillo

nutritiva

(W=5)

Gelosa tiro- Moderado Enves pardo negruzeo

sina-extracto

de levadura

para formacidn

de melanina

(Ref, F)

Gelosa al Modersado M.v. amarillo limén

malato de

caleio de

Krainsk§

(Ref. G

Gelosa a la Pobre M.v. incoloro a parduz-

ovalbumine co, pobremente desarro-

(W-12) 1llado

Gelosa glu- Bastente M.v. espeso y plisado,

cose-asgpars bueno emarillo parde g pardo

glne (W-2) amarillo

Gelosa gli~ ;. Bastant: M.v. espeso, pardo ama-

cerina~aspe | bueno rillo

raging

(w-3)

Gelosa almi~ Bastante Enves pardo amaerillo

don-gales i bueno

nerales de
Pridham
(Ref. H)

1
H

Aparat
do el
aéreo

Nulo

Gris g

: Blanou:
- trazag

4

Blancu:
trazas

Blancuz
Bastant
desarro

5Blancuz

Muy pob
1llado

Azul &2
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Aparato aéreo (comprendien
do el conjunto del micelio
aéreo y de la esporulecidn

Pigmento soluble

Observaciones y
propiedades bio-
guimicas

Nulo

{Gris azul
e
i

: Blanouzco. En estado de
1 trazeas

Blsncuzco.
trezas

En estado de

Blancugzco & azulado.
Bastante pobremente
desarrollado

;Blancuzco a ezulado.
Muy pobremente desarro
1lado

Azul grisdceo claro

Pardo amarillo

Negro

Nulo

Amarillo parduz
co debil

Pardo amarillo

Ferdo smwarillo

wle

Formaecidén de mela—
nina: positiva,
(lecturas efectua~
das segin las reco
mendaciones del
autor)

Solubilizacién del
malatos
positiva, buena

! — Esporas ovaladas que
miden 0,4 & 0,6/1 &
1,2/u.

Esporoforos espirales,
no ramificados o en
racimos cortos.

- Hidrolisis del almi-
- dén: positiva

fom e s ey 4 e
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L. TABLA IITI (Continuacidn)
Medio de Grado de Micelio. vegetativo ' Apara
cultivo desarrollo (M.v.) o Envés del do el
: cultivo aéreo
Gelosa almi- Moderado Envés pardo amarillo . Blanc
dén-nitrato '
(W-10)
Gelosa almi- Bueno M.v. espeso y plisado, - Ké’ul i
dén-nitrégeno pardo amarillo S
mineral de T
Gause (Ref, I) o
Gelosa sintéti |Bueno M.v. espeso y plisado, " . Blanam
ca de Czapek a pardo amarillo o My pe
la sacaross 1lado
(W-1) P
Gelosa sintéti ;Sueno M.v. espeso y plisado, : | Blanev
ca de Czapsk =z amarillo pardo trazas
la glucosa
(Ref, J)
Gelosa sintéti |Medio M.v. amarillo parduzoo Nﬁlo
ca de Czapek @ claro . !
la glicering i
(Ref. K) M
Caldo almidéa- |Bueno Velo espeso. Envés ama- , ':Blranc o
nitrato (¥W-19) ! rillo pardo a pardo ama- -
7 rillo '
Caldo de Czapek Moderado Velo blanco-amarillento Nuio
a la saczroza :
(W-18)
Caldo de Czmspek|Moderado Velo blanco-amarillento '5,Nu10
g la glucosa S
(Ref. L)

PO
GUAL fTY



Aparato aéreo (comprendien
do el conjunto del micelio
aéreo y de la esporulacién

Pigmentc soluble

Observaciones y
propiedades bio-
quimicas

Blancuzoo o agul claro

Kl grisdceo claro

Blancuzco,

. Muy pobremente desarro-

1lado

Blancuzeo. En estado de
trazas

Nulo

- Blanco

- Nulo

Tulo

Pardo amarillio

Pardo amarillo
fuerte, que va
haoia negruzco

Pardo amarillo

Pardo amarillo
clare

Amarillo parduzco
claro

Amerillo parduzco

Nulo o tardio,
amarillo debil

Wulo o tardio,
amarillo debil

Hidrélisis del
glmidén: positiva

Produccién de
nitritos: fuerte
mente positiva

Produceidn de ni
tritos: fusrte-
mente positiva

Produceidn de ni
tritos: fuerte-
mente positiva

POOR
QUALITY
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TABLA III (Continuacién)

Medio de Grado de Micelio vegetativo - Apara
cultivo desarrollo (M.v.) o Envés del el co
cultivo y de
Caldo de Czapek Moderado Velo blancuzco. Moderada— Azul
a la celulosa mente desarrollado " mente
{(Ref. M) ~ velo .
ge de
Caldo nutriti~ | Bueno Anillo bien desarrolla- Blane:
vo nitratedo do, amarillento + anc
(Ref. N) raza
Cultivo sobre Bueno M.v, muy espeso y muy Blane
atata plegado, pardo amarillo traza
W-27) fuerte
Gelatine pura | Bueno Colonia central espesa Blanet
al 12 ¢ en la superficie M.v. rrolls
(Ref, P) amarillo pardo
Leche descre-
mada

1) a 25C Bueno Anillo pardo amarillo Nulo
(Ref. Q) elaro .

2) a 37:¢C Bueno Anillo pardo fuerte Nulo
Gelosa de Bueno M.v. pardo negruzco Nulo
Tresner y
Dange
(Ref. R)

s i




3iém)

AR
&340

Aparato aéreo (comprendiendo
el conjunto del micello aéreo
y de la esporulacién

Pigmento soluble

Observaciones y
propiedades bio-
quimicas

reda-

la~-

¥y
1llo

88

Azul grisdceo claro. Moderada
mente desarrollado sobre el
velo y sobre el papel que emer—
ge del caldo

Blanecuzco., En estado de
trazas

Blanecuzco. En estado de
trazas

Blancuzco. Pobremente desa-
rrollado

Nulo

Mulo

Mulo

Nulo

Parduzeo

Negro

Amarillo pardo
s pardo amerillo

Negro, gbundan
te

~Producecidén de ni~
tritog: fuertemente
positiva.

~Utilizacibn de la
celulosa positiva.

Produccién de nitri

tog: fuertemente
positiva

LIicuacidén répida
de la gelatina

Peptonizacién sin
coagulacién.

pH que pasa de 6,2
a 6,6 en 1 mes

Peptonizacién sin
coagulacién,

pH que pasa de 6,2
a 6,8 en 1 mes

Produccién de HZS’

positiva, (leectu-
ras efectuadas se-
gin las recomenda-
ciones de los auto
res).

e e+ s+ o s s i et
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15.

20.
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30.

-3-405205:*

Strepbomyces venetus 24,288 presenta un conjun

to de caractercs que no coincide exactamente con ninguna
de las cepas ya descritas,

Considerande las especies cuya descripeién se
ha dado por S.A., WAKSMAN en "The Actinomycetes" (vol. 2,
The Williams and Wilkins 00®any; Baltimore, 1961), S.ve-

netus DS 24,288 entraria en la "Serie Viridochromogenes"

descrita en la pdgina 149 de esta obra, dadus sus propie
dades de producir pigmento meldnico, de mostrar un mice
lico aereo esporulado azul, un micelio vegetativo pardo
claro a purdo fuerte, de formar pigmentos solubles gue
van de amarillo pardo a pardo amarillo o pardo muy fuerte
gsegin los casos sobre mediog sintéticos u organicos, y de
ﬁresentar esporéforog espirales. Sin embargo no se puede
agsimilar a ningung de las tres egpecies ciltadas por S.A.
WAKSMAN como que ponstituyen egta serie, a saber: Strep-

tomyces viridochromogenes, Strepbtomyces chartreugis y

Streptomyces cyaneus,

Por una parte no puede identificarse a S. cya-
neus que forma sobre medios gelosados un micelio vegeta~
tivo -coloreado en azul, 1o que no huce jamds; por otrs par

te y contrariamente a S. venetus DS 24,288, S. cyaneus

no utiliza la celulosa ¥ no reduce los nitratos en nitri
tos.. .

- Por otra parte no puede asimilarse a S, char-
treugis que da un pigmento soluble verde-amarillo a negro
gobre gelatina y no da pigmento soluble sobre gelosa nu

tritiva ni sobre patata, mientras que S. venetus DS

24.288 da un pigmento soluble pardo amgrillo sobre gela

tina asi como sobre gelosa nutritiva y un pigmento solu

ble negro sobre patata,
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25.
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Finglmente se diferencia esencialmente de

S. viridochromogenes por el hecho de que este Wltimo for-

ma de una manera ceracteristica sobre un cierto mimero
de medios del micelio vegetativo que toma un tinte ver-
de muy fuerte, que incluso puede alcanzar el verde ne-
gruzco (en particulasr sobre geloéa sintética nitratada a
la sacarosa, sobre gelatina y sobre gelosa nutritifa);

S. venetus DS 24,288 forma un micelio vegetativo que per—

manece en todos los casos en una game de tonos que va del
amarillo pardo al pardo amarillo y que no se tifie jamds
de verde, iguslmente porque norprdduce jemés pigmento so-

luble verde fuerte., Ademds S. viridochromogenes no redu~

ce los nitratos en nitritos, mientras que S. venetus
DS 24.288 1o hace de una maners particularmente fuerte
y-répida, tanto sobre los medios sintéticos como sobre
los medios orgéhicos.

*S.A. WAKSMAN refiere también al "grupo virido-
chromogenes" un cierto ndmero de 6epas §escritas por.
GAUSE y col. (zur Klassifizierung der Actinomyceten, G.
Fischer, Jena, 1958): comparéndole a estos Wltimos, que

constituyen la mayor parte de la Serie Coerulescens de

GAUSE, S. venetus DS 24.288 se situarfan en el Wltimo

gZrupo que oomprehde las cepas cuyo micelio vegetativo
sobre gelosa almidén-nitrégeno mineral de GAUSE eg de -
color fuerte y que comprende solamente dos especies:

Actinomyces (Streptomyces) viridochromogenes ¥ Actinomy-

ces (Streptomyces) ecoeruleofuscus.

S. venetus DS 24,288 difiere de la especie

S. viridochromogenes esencialmente por la coloracidn

verde fuerte que puede tomar el micelio vegetativo de
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este Ulfimo sobre un clerto mimere de medios que S.A.
WAKSMAN a citado en su deseripeilén. Se pueds notar ade-
més en la descripeién deda por GAUSE y col. que S, viri-

dochromogenes produce igualmente un micelio vegetativo

5. que toma un tinte verde fuerte sobre leche, sobre gelo-
sa a8l almidén, sobre patata,'sobre gelosa almidén-nitré-
geno mineral de GAUSE y no produce plgmento soluble so-

bre este Wltimo medio; comparativemente S. venetus DS 24.283

no da en ninglin caso micelio vegetativo verde fuerte so-
10. bre estos medios y produce un pigmento soluble pardo ama-
rillo fuerte sobre gelosa almidén-nitrégeno mineral de -
GAUSE. Ia formacién de un pigmento soluble verde fuerte
gobre gelatina, citada por GAUSE en el caso de S. virido-

chromogenes falta en el caso de S, venetus DS 24.288.

15. S. venetus DS 24.288 no puede identificarse con

3. coeruleofuscus que, contrariamente a 61, no reduce los

nitratos y no utiliza la celulosa; ademds S. coeruleofus-

cus no da pigmento soluble sobre medio orgénico gelosado

ni sobre patata, mientras que S. venetus DS 24.288 .da re~

20. gulermente, sobre todos los medios organicos ensayados,
un pigmento soluble pardo amarillo, y sobre patata un
plgmento soluble negro.

La capacidad de S. venetus DS 24.288 de utili-

zar diversas fuentes de carbono y de nitrégeno pars ase-
25. gurar su desarrollo se ha determinado segﬁn'el principio
del método de Pridham y Gottlieb (J. of Bact. 56, 107-114,
(1948); el grado de desarrollo se ha observado sobre el
medio de base indicado por los autores reemplazando bien
la glucosa por las diversas fuentes de carbono respecti-

30. vamente ensayadas, bien SO4(NH4)2 por las diversas fuen-



tes de nitrégeno respectivamente ensayadas. Los resulta-

dos estdn indicados en la tabla IV.

TABLA

IV

Fuentes de carbono

Fuentes de nitrégeno

pero lenta

onsayadas Utilizacién enoayadas Utilizacién
D-Ribosa positiva NO3Na ! positiva
D-ZXilosa pogitiva N02Na positiva
I-Arabinosa positiva 7804(NH4)2 positiva
L-Ramnosa positiva P04H(NH4)2 positiva
D-Glucosa - positiva Adenina positiva
D-Galactosa positiva Adenosging positiva
D-Fructoaa positiva Urea positive
D-Mannosa pogitiva L-Asparsgina positiva
L-3orbosa negative | Glicoocola positiva
Lactosa positiva Sarcosins negativa
Mzltosa positiva DL-Alanina positiva
Sacarosa positiva DIL-Valina ) posifiva
Trehalosa positiva Acido DL—aspértico positiva
Celobiosa positiva Acido I-glutémico positiva
Rafinosa positiva L-Arginina |positiva
Dextrina posgitiva I-Lysina pogitiva
Imuline negativa | DI~-Serina positiva
Almidén positiva DL-Treonina positiva
Glicogeno pogitiva Taurina ' negativa
Glicerol positiva DL-Fenilslaning positiva
Eritritol negativa | IL-Tirosina positiva
Adonitol posgitiva DL-Prolina positiva
Duleitol negativa |IL-Hidroxiprolina positive
D-Mannitol positiva I-Histidina pogitiva
D-Sorbitol negativa |IL-Triptofano positiva
Inogitol positiva Betaing positiva
Salieina positiva

5.

El procedimiento de preparacién de la enzima

22,750 RP consiste esenciaslmente en cultivar Streptomyces




-venetus DS ?4.Ld8 o ﬁus mntontesn wobve un mndju ¥ uv S0tk

dlClones apropladas y el qcpﬂrar a,conbjnunuJén 1o cenwle
' mg. 22 7)0 RP formada en el branscurso dcl cultvvu.

El cultlvo dP :Lveptomyoea vene%us ﬁ 24, 28?

5&;;;  1'puede afectuarse per vur*qnier método de cultivo uorohio
V}en superflcle o cn profunlidqd, pero este ulb:mo blﬂﬂ@
ipreferencia por razones uc romodldad._A este f1n e uti-
flizan 1os dlferentes tlpns de aparatos que son qhorn de .
‘uso corriente -en 1a jnduﬁtrja de las fermentaclones.,
_15, "--',12 3:-. - En partlcular ge puede adoptar la marcha s;gulen

e para la COndUCLlén gé ldu operac¢ones'

Streptomyee venetus DS 24 288 - reserva o
_ ,_i‘cultivo en‘geldsa . |
= : cult1vn en ampolla agitada 7
5. cultivo inocu um en fermentador ,; -
cultivo de produccién en fermentador
e BT medio de fermentacién debe contener euen—'7
S cialmente una fuente de earbono y una fuente de nlﬁrégeno
;asimilables, elemantoq m:ne*ales ¥ evaniualmente factores
éﬁ;:,f‘,;:de crecimiento y egposarter, nudlendq ger aportados todos
| :estos elementnd en forma de productos bien aeflnldos o
- 'por mezclas complegas, Lales uomo las que se encuenrran
L en produotos biolégicos de divorsos origenes. ;;1
R COmo fuantes de carbono asimilable se pueden
- 25, ‘17;;[utilizar hidraﬁos de carbono tales,eomo la glucosa, 1a .
C }_sacaroaa, la lactosa, 1as dextrinae, el almidén, las me—-
;lazas u otras sustancias hidrocarbonadas como las fuen—'
,tes alooholes tales como el glicerol 0 el mannztol,o como

ks ciertos écidos orgénlcos~ écidos léctico, citrico, tar-

~ POOR
QUALITY



thrico,... Algunos aceltes animales o vegehbales como el
aceite de tocino o el aceite de soja pueden reemplazar
ventajosamente éstas diferentes fuentes hidrocarbonedas,
o afiadirseles.
5e Las fuentes convenientes de nitrégeno asimile~
ble son extremsdamente variadas. Pueden ser sustancias
quimicas muy simples como los nitratos, las sales minera-
les u orgénices de amonio, la urea, los dcidos aminados.
También pueden ser aportadas por sustancias complejgs que
10. conténgan principalmente el nitrégeno en forma protidicas
' caseina, lactalbiming, gluten y sus hidrolizados, harinas
de soja, de mani, de pescado, extracto de carnes, de le-
vadura, distiller's solubles, corn-steep.
Entre los elementos minerales afiadidos, algunos
15. ~ pueden tener un efecto tampén o neutralizante, como los
fosfatos alcalinos o alcalino-térreos o los carbonatos
de calclo o de magnesio. _
Otros aportan el equilibrio idnico necesario

pera el desarrollo del Streptomyces venetus DS 24.288

20. ¥ a la elaboracién de la enzime 22.750 RP, como los clo-
ruros y sulfatos de metales alcalinos o alcalino-térreos.
Finalmente slgunos actian més especialmente como activado-
res de las reacciones metaebdlicas de Sfreptogxces venetus IS
24.288: estos son las sales de hierro, de cobalto.

25, Entre los espesadores, los més habitualmente
"empleados son el almidén, la carboximetilcelulosa, la ge-
losa. |

El pH del medio de fermentacién al comienzo del
cultivo debe esbtar comprendido entre 6,0 y 7,8, preferen-

30. temente entre 6,4 y 7,5. 1a tem@eratura 6ptima para la
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fermentacién es de 25 - 28¢C, pero una producelédn satis-
factoria se obtlene para temperaturas comprendidas entre
23 y 402C. La aireacidén de la fermentacién puede variar
entre valores bastante amplioé. Se ha encontrado gin em~
bargo que aireaciones de 0,3 a 2 litros de aire por li-
tro de caldo y por minuto convieneﬁ‘particularﬁentg bien.
El rendimiento méximo en enzima 22.750 RP se obtiene des-
pués de 1 a 7 dias de cultivo, dependiendo este tiempo..
esencialmente del medio utilizedo. |

La enzima 22,750 RP puede extraerse del mosto
de fermentaelén y purificarse por aplicacién de los méto-
dos habituales de aislamiento y fraccionamiento de las ma-
terias proteicag, controlando la actividad & la puresza
del producto por métodos apropiados tales como la deter-
minaeién de la actividad sobre la caseins y la electro-
féresis,

La enzima 22,750 RP puede aislarse de los mos—
tog de fermentacién por filtraecidn del mosto en presencia
de un adyuvante de filtracién, concentracién del filtrado
bajo presién reducida, acidificacién del filtrado a un
pH préximo a 4, filtracidén y a continuacién dialisis del
filtrado contra una corriente de agua destilada y a con-
tinuacién precipitacién de la enzima 22.750 RP por adi-
cién de acetona gl dializado.

La enzima 22,750 RP asi obtenida puede purifi-
carse a contimiacién por métodos fisico-quimico usuales.
Més particularmente, los métodos de purificacién utiliza~
dos consisten en disolver la enzima en agua destilada y
e continuacidn preéipitar la enzima por adicién qe agen—

tes en las soluciones acuosas concentradas en las que la



enzima es muy poco soluble, tales como sales neutras.

La enzima 22,750 RP puede purificarse igual-
mente por cromatografia sobre diferentes soportes tales
como la altumina, la celulosa en polvo, los geles de dex—

5. trano o de poliacrilamida, por dialisis o por electrofé-
rosis preparativa.

Los ejemplos siguientes, dados a titulo no li-
mitativo, muestran como la invencién puede ponerse en

préctica.

10. Ejemplo 1

A ~ Permenteocién

Se cargan en un fermentador de 170 litros:

- peptona «os 600 g

- extracto de carne coe 600'g
15. - glucosa hidratada «0.1200 g

- aceite de soja «ee 120 o3

- cloruro de sodio | eeeo 600 g

- agua de ciudad complemento pars 110 litros

El pH se ajusta a 7,50 por adieién de 120 cm3

20, de sosa 10 N, Se esteriliza el medio por borboteo de va-

por.a 1222C durante 40 minutos, Tras refrigeracién el vo-

ldmen del caldo es de 120 litros, debido a la condensacién

del vapor durante le esterilizacién Yy el pH es igual a

7,0. Se siembra con 200 cm3 de un cultivo en erlemmeyer
25. agitado de Streptomyces venetus DS 24.288. El cultivo

se desarrolla a 269C durante 28 horas agitando y eirean-
do con aire esterilizado con vistas & sembrar el cultivo
productor.

E1 éultiVD productor se efectlia en un fermenta—

30. dor de 800 litros cargado con Ias sustanciag siguientes:
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corn gsteep (50 % de extracto geco) oee

aceite de so0ja vee

sulfato aménico ' ' .

cloruro de cobalto hexahidratado .

agua de ciudad complemento para 360 litros

Tras haber ajustado el pH a 6,40 por adicién
de 450 cm3 de sosga 10 N, se afiade:
- carbonato célcico i ees 2 kg
a continuacidén se esteriliza el medio por borboteo de
vapor a 122¢C durante 40 minutos. Tras refrigeracién,
el volumen del caldo es de 390 litros debido a la conden-
sacién del vapor durante la esterilizacién. Se completa
a 400 litros por adicién de 10 litros de una solucién
acuose esteril que contiene:
~ glicosa hidratads ] ees & kg
el pH es entonces igual a 6,60.

Se siembra con 40 litros del cultivo inoculum
en fermehtador de 170 litros descrito anteriormente. E1
cultivo se efectia a 269C, durante 116 horas, agitando
por medio de una turbine que gira a 260 vueltas/mn y
aireando con un vol'men de aire.esterilizado de 35 m3/h.
El pH final del medio es de 6,80 y el volumen del mosto
de 380 litros. ILa actividad proteolitica del mosto es
de 0,4 U.X./cms.

B -~ Extraccién

360 litros de este mosto se colocan en una cuba
provista de un agitador., Se afiaden alli 18 kg de adyuvan-
te de filtracién, la mezcla se filtra sobre filtro prensa
¥ la torta de filtracién se iava por 100 litros de agua.

De este modo se obtienen 400 litros de filtrado con wna
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riqueza de 0,35 U.K./cmo. 40 5 20 '

El filtrado se concentra bajo presién reducida
& una temperatura de 352C. Se obtienen 30 litros de con-
centrade con una riqueze de 3,77 U.K./cm3.

El pH del concentrado se ajusta a 4,0 por adi-
cién de'450 cm3 de écido clorhidrico 6 N y a continuacién
de aﬁaden.BOOrg de adyuvante de filtraeién. Se filtra y a
contimuacidén se lava la torta de filtracién por 2 litros
de agua. EL concentrado clarificado se refrigera a 4°C y
se dializa a través de uns membrana de celulosa regenera-
da durante 7 horas pontra una corriente de agua destilada
a esta misma temperatura. 7

En el dializado obtenido (37 litros), mantenido
a 40C, se afiaden bajo agitacién 111 litros de acetona pre-
viemente refrigerada a -102C y a contimuacidén se agita
ain durante 10 a 15 minutos tras el fin de la adicién del
disolvente,

El precipitado activo se recoge por filtracién,
se lava con acetona frim, se seca bajo presién reducide
(20 mm de mercurio) durante 24 horas & una temperatura
préxima a 30°C,

Se obtienen de este modo 997 g de producto con

una, riqueza de 97 U.K./g.

C - Purificacién - fase 1

1915 g de producto bruto preparado en las condi-
ciones descritas anteriormente y con una riqueza de 97
U.K./g se disuelven en 40 litros de agua destilada.

En la solucién asi preparada se gfiaden lentamen-
te, bajo agitacién, 9,6 kg de sulfato aménico cristalizado

(cantidad calculada para obtener une solucién al 38 % de
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la saturacién gn_sal). Se contimia agitando durante 20
minutos tras el fin de la adicién de la sal y a continua~
c¢ién se centrifuga a 1800 G. El precipitado obtenido se
elimina.

En elnsobrenadante, se afleden lentamente, bajo
agitacién, 5 kg de sulfato aménico cristalizado (cantidad
calculade para obtener une solucidén al 52 % de la satura-
cién en sal). Se agita ain durante 15 minutos tras el fin
de lg gdicién de la sal y a contimacién se deja reposar
durante 1 hora. Se centrifuga a 1800 G.

El precipitado activo se recoge, se recibe por
1 litro de agua destilada y la solucién obtenida se dia-
liza a través de una membrana'de celulosa regenerada du-
rante 24 horas a 4°C contra 40 litros de aguas destilada.

El dializado se 1iofiliza; ge obtienen 70 g de
producto con una riqueza de 1206 U.K./g. Segin el andli-
gis electroforétlco este producto contiene aproximadamen-
te 13 % de faector activo. _

D - Purificacidén - fasé 2

102 g de producto pfeparado en las condiciones
precedentes y con una riqueza de 1200 U.K./g se disuel-
ven en 4100 cm3 de agua Jestilada y se ajusta el pH de
la solucién a 8,0 por adicién de 66 cm3 de sosa N.

' En la solucién asi obitenida se afiaden lentamen-
te, bajo agitacibn, 1,25 kg de'poliétilengliool 1500, Se
aglta atin aurante 15 minutos tras el finel de la amdicién
del agente precipitante., Se deja'reposar a continuacién
durante 15 minutos y a continuecién se cenfrifuga durante
15 minutos & 12,000 G a 429C,

El precipitado activo se disuelve en 700 cm3
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de ague destilada y la solucién obtenida (800 om3) se
refrigera a 49C, Se afiaden lentamente, bajo agitacién,
4 litros de isopropancl refrigerado g =609C,

El precipitado activo se recoge por centrifuga-
cién durante 15 minutos a 3000 G & ~109C, a continuacidén
se seca bajo presién reducidg (0,2 mm de mercurio) en pre—
sencia de P205 & una temperatura préxima a 209C.

De este modo se obtienen 30,7 g de producto con
una riqueza de 1600 U.K./g y que contienen, segin el sni-
lisis electroforético, 20 % aproximadsmente de factor

activo.

B - Pﬁrificacién -~ fase 3

10 g de producto preparado en las condiciones
precedentes y con una riqueza de 1600 U.K./g se disuel-
ven en 400 cmS de sgua destilada y el pH de la solucién
se ajusta a 8,0 por adicién de 3 emd de sosa N.

En la solucién asi obtenida se afiaden lentamen~
te, bajo agitacién, 26,6 cm3 de una solucidén acuosa al
6 % de lactato de diamino-6,9 etoxi-2 scridins. Tras 15
mimutos de agitacién suplementaria ¥ a continuacién 1
hora de reposo a 42C, se centrifuge durante 10 minutos
& 12,000 G & 49C, |

El precipitado inactivo obtenido se elimina,
La solucidn sobrenadante se concentra, bajo presién redu-
cida (0,2 mm de mercurio) a 259C hasta un volidmen de
25 em>. Se la refrigera entonces a 49C y se efiaden lenta-
mente, bajo agitacién, 250 cm3 de isopropanol refrigerado
a -600C,

El precipitado activo se recoge por centrifuga-

¢idén durante 15 minutos a 12.000 G a ~102C, z continua~-
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cién se seca bajo presién reducida (0,2 mm de mercurio)
en presencia de P205 a uha temperatura préxima a 20°C.

Se obtienen de este m&do'4,7 g de'pfoducto con
una riqueza de 2240 U.K./g que contiene, segin el andli-
gig electroforético, 37 % aproximadamente de factor ac-
tivo. |

P - Purificaeidén - fasze 4

200 mg de producto preparado en las condicio-
nes precedentes y con una riqueza de 2240 U,XK./g se di-

suelven en 3 em’ de tampén fosfato 0,01 M a pH 6,5 y se

giiaden 3 cm3.dé isopropanol y 4 g de celulosa en polvo
para cromatografia.

La paste asi obtenida se coloca bajo un espe-
gor regular en el vértice de una columna de celulosa. La
columna tiene 3 cm de didmetro y contiene 80 g de celulo-
sg en una mezcla volimen a volumen de isopropanél y de
tampén fosfato 0,01 M de pH = 6,5 (1o que representa
una altura de 39 cm). Se eluye con una mezcla tampén fos-
fato-isopropanol, haciendo crecer de forma lineal la
proporcién de tampén en la mezcla de 50 a 100 % en voli~
menes (volimen totél del eluato con gradiente de compo-
sicidn: 1,5 litros); el caudal es de 35 cm> hora. El
3

eluato se recoge por fracciones de 20 em” aproximadamen—
te y su densidad 6ptica es medida en continuo por un
analizador "UVICORD IL.K.B." a 280 mnm. El diasgrama obte-
nido presenta un primer pico muy disimétrico y a conti-
nuacién, bien separado, un segundo pico siméirico que
correéponde e una concentracibn en tampén comprendida
entre 78 % y 92 %. El andlisis electroforético muestra

gue unicamente este segundo pico contiene el factor ac-
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Se reagrupan las fracéiones que correspondeh
a este segundo pico (fracciones 53 a 70, es decir 415 cm3),
se elimina el aleohol por evaporacién bajo presién redu—
cida (2 mm de mercurio), a continuacién se dialize a
trevés de una membrana de celulosa regenerade contra 10
litros de agua desfilada durante 24 horas g 49C y se
liofiliza.

Se obtienen de sste modo 43 mg de producto con
una riqueza de 6400 U.K./g ¥y que contienen, segin el ané-

lisis electroforético, 55 % aproximaedamente factor activo.

Ejemplo 2

3 g'de producto con una riqueza de 1600 U.K./g,
preparado en las condiciones descrités en el ejemplo 1-D,
se disuelven en 40 cm de tampén barbital pH = 8,6
/R = 0,0375 y esta solucidén se diaiiza a través de una

membrana de celulosa regenerada durante 48 horas contra

10 1litros de este mismo tampéﬂ'a 490,

La solucidn se clarifica éntonces por centrifu-
gacién durante 15 minutos a 12,000 G a 42C y a continua-
oiéﬁ ée depogita en el vértice de una columna L.K.B., de
tipo PORATH, para electroféresis preparativa que contiere 1,3
kg de celulosa en tampdén barbitel pH = 8,6 S = 0,075
(1o que fepresenta una altura de 66 cm).

Se aplica entonces a las bornas del aperato una
tensién de 500 voltios (4nodo levantado); la intensidad
de corriente es préxima a 0,46 A; la temperaturz en el
interior de la columna se mentiene en los alrededores de
20¢C por circulacidén en contihup'en la doble pared de un

liquido de refrigeracidn a 42C. A partir de la primera
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hora de la electroféresis impufezﬁs colorendas migran
en el compartimento anédico. Se elimina el tampdén colo-
reado y se le reemplaza por tampén fresco, repitiendo
esta operacién tantes veces como sea necesario; la eli- -
minacién de estos pigmentos es casi total despuds de 6 '
horas de electroféresis, Se reduce entonces la tensién a
400 voltios (I = 0,32 A) y se pone en marcha une elucién
a conﬁra-corriente en la base de la columna, con un cau-
dal de 250 cm3/hora; el eluato se recoge en fracciones-
de 50 cm3 aproximadamente y su densidad éptica es medi-
da en continuo por un enalizador “UVICORD L.K.B." a
280 nm. Tras 15 horas a este régimen se eleva la tensién
2 500 voltios (I = 0,40 A) llevando el caudal de la elu-
cién a contra-corriente a 125 cms/hora. Tras 10 horas,
es decir 31 horas después del comienzo de la operacién,
gse detiene la electroféresis y se eluye directamente de
arriba hacia abajo con tampén bafbital con un caudal de
210 om3/hora., o

' El diagrama obtenido presenta un primer pequeiio
rico (hacia la 23ava hora de eleotrofdéresis) a continua~
cién 3 picos importantes imperfectamente separados. El
andlisis electroforético muestra que unicémente el ter-
cer pico contiene el factor activo. Se reagrupen las
fracciones que corresponden a este tercer pico (es deeir,
1425 cm3), se concentra a 400 cm° por evapofabién bajo
presién reducida (2 mm de mercurio) y a continuscién se
diaeliza 3 veces durante 24 horas contra, cada vez, 50 li-
tros de agua destileda a 492C,

La solucién dislizada se concentra a 10 cm3 por

evaporacién bajo presién reducida (2 mm de mercurio), a
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continuacidn se relrigera a 4°C. Sc atinden lentamente,
bajo agitacidén, 100 cm3 de isopropanol refrigerado n
-602C, El precipitado activo se recoge por centrifuga-
eién 10 minutos a 12.000 G a -102C, a continuacién se se—
ca bajo presidén reducida (0,2 mm de mercurioc) en presen-
cia de P205 a una temperatura préxima a 200C,

Se obtienen de sste modo 276 mgrdé producto
con una riqueza de 7000 U.K./g y que contieneﬁ, segin el
anélisis electroforético, 65 % aproximadameﬁte de factor
activo,

Este producto contiene carbono, hidrégeno, oxi-
geno, nitrégeno, fésforo y azufre. Su composicién elemen~
tal es aproximedamente de: ,
C%=44,0 H%=6,5 N%=12,5 P % = 0,35 8% = 0,65

Su hidrélisis 4cida ha permitido poner en eviden-
cia 105 eminodcidos siguientes para los cuales se ha indi-
cado el contenido en milimoles por cada 10 g de producto:
4cido aspértico (8,5), freonina,(7), serina (6,5), 4cido
glutémico (5), prolina (2), giicina (10;5), alanina (7,5),
valina-(5,5), isoleucina (2), leucina (3), tirosina (3,5),
fenilalanina (1), lisina (2), arginina (2) e histidina (1,5).

Presenta las propiedades fisicas dadas s conti-
nuacién:

Aspecto: polvo beige (tras liofiiizacién)

Espectro ultra-violeta: (determinacién a partir de una

solucién 2l 0,02 % en ague)

' 1%
gbsorpeidén a 210 mm E1 — 205
of
minimo de absorpeién a 250 nm E} gm = 7,8

méximo de absorpeién a 278 nm E} ﬁm
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Egpectro infra-rojo (determinacién a partir de domprimi—

dos en mezcla con KBr).
Este espectro estd representado en la figura 3,
en la que se ha llevado en abseisas; por uha perte las
5e longitudes de ondas expresadas'en'micras'(escala superior)
por otra parte los niméros de ondas en em~! (escala infe—
rior) y en ordenadas la densidad épticea.
| En la tabla siguiente, se indican las principa-

les bandas de absorpcién infre-~roja pars egte producto:

10, 3410 tF 1445 m 940 m
3300 épt. 1385 m 810 £
3070 épt. 1330 £ = 1735 épt.
3015 épt. 1300 £ 690 épt.
2950 m 1235 m 650 épt.
15. 2920 m 1145 £ 610 épt.
2860 £ 1120 tf 550 F
2840 épt. 1090 épt. 480 épt.
1645 tF 1070 P 460 épt. .
1535 tF 1045 m - 420 épt.
20. tF = miy fuerte m = media - tf = muy débil
F = fuerte f = débil épt.= escalén

Poder rotatorio : (determinacién a partir de una solucidén

al 0,5 % en agua)
5 = 10,3 1 0,30

La actividad de este producto sobre diversos

substratos esté indicada en la tabla siguiente:
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Proteolisis | caseina 7.000
azo-caseina . 15.700
gelatina 1.000
Fibrinoliseis cuajo de fibrina bovina 2.500
cuajo de plasma de conejo 4.100
cuajo de plasma de perro 200,000
Esterolisis | B.A.E.E. 3.000
A.T.E.E, : 500

Ejempld 3
22,8 g de producto, preparado en las condicio-
nes descritas én el ejemplo 1 eftapas A a E perc con una

riquezae de 2400 U.K./g, se disuelven en 480 em? de -agua

;destilada; el pH de la solucién es de T,4. Las operacio-

nes siguientes se reglizan a +42C.
Ia solucién precedente se coloce en el vértice

de una columna de celulosa de 15 cm de didmetro que con—

tiene celulosa impregnéda con agua destilada sobre una

altura de 17 cm. Se sluye con agua destilada con un cau~
dal de 950 cm3/hora. La densidad éptica del eluato se mi-
de en continuo por un analizador "UVICORD L.K.B." a

280 nm. Bl disgrama obtenido presenta un pico asimétrico
que contiene la enzima, mlentras Que las trézas de lacta-—
to de diamino-6,9 etoxi-2 acridina contenidas en el pro-
ducfo permanecen fijadas sobre la celulosa. El eluato

que corresponde é lag fracclones absorbentes es recogl-
do (es decir 6,9 litros) y concentrado sin sobrepasar

259C bejo presién reducida (2 mm de mercurio) haste
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480 cm3.

475 cm3 del concentrado precedénte ge diluyen
con 205 cm3 de isopropenol refrigerado a -102C y la so-
lucién obtenida se coloca en el vértice de una columna
de celulose impregnada con una mezcla de isopropanol y
agua que contiene 30 % (en voltmen) de aleohol. La colum-
ne tiene un diémetro de 15 ¢m y contiene 600 g de celulo-
ga seca (altura de la celulosa T cm)., Se eluye con la misg-—
ma mezecla con un caudal de 450 cm3/hora midiendo en conti-
nuo la densidad-éptica del eluato a 280 nm por medio de
un analizador "UVICORD L.X.B.". El eluato se recoge en
fraceiones de aproximadamente 20 cm3. El diagrama obte-
nido presenta dos picos asimétricos, Tras el paso del se- !
gundo pico (10 litros de gluato aproximadamente) se hace
crecer de forma lineal la proporeién de agua hasta el
100 % en la mezcla (volimen total del eluato con rradien—
te de composicién: aproximademente 22,5 litros) y a con~-
tinuecién se termina la eluclién con agua destilada hasta
obtencién de fracciones que no absorben practicamente
ya a 280 nm (es deecir 16 litros aproximadamente). El dlti-
mo pico absorbente eluido por el agua est4 comprendido
entre las fracciones 950 y 1150.

Estas fracciones se reagrupan (es decir 11,6 1li-
tros), se concentran bajo presidn'reducida de 2 mm de mer-
curio hasta un voltdmen de 150 cm3, a contimugolén se lio-
filizan. |

Se obtienen de este modo 4,5 g de producto con
une rigueza de 6400 U.K./g y que contienen, segin el :
anélisis electroforético, aproximadamente 60 % de factor

activo.
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1,5 g de producto preparado en las condicio-
nes desoritas anteriormente y con una riqueza de 6400

U.K./g se disuelven en 15 cm3 de una solucién de cloruro
sédico 2.10-4 M refrigerada a +42C.

Esta solucidn se coloca en el vértice de una co-
lumna de Biogel-P.60 equilibrada a +4°C con el mismo disol-
vente. La columna tiené un didmetro de 7,5 cm ¥y contiene
gel hinchado sobre una altura dé 122 em (lo que correspon-
de s aproximadamente 280 g de gel seco). Se eluye con el
mismo disolvente con un caudal de 120 cm3/hora. El eluato
se recoge en fracciones de 35 cm3 aproximadamente y su
densidad 6ptica medida en continuo por medio de un anali-
zador "UVICORD L.K.B." a 280 nm. El diagrams obienido
presenta un pico simétrico en su parte prinecipal con un
escalon al comienzo de la eluveidén que revela la preéencié
de una.impurezanabsorbente.‘

Se reagrupan las fracciénes ebgorbenies elimi-
nando las que corresponden g la impureza eluidea antes del
producto principal, es decir las fracciones 65 a 80 (es
decir 580 cm3), se concentran bajo presién reducide ( 2 mm
de mefeurio) hasta un volimen de 100 cm3 y se liofilizan.

Se obtienen de este modo 387 mg de producto con
une riqueza de 11.000 U.K./g ¥y que no contienen, segin el
endlisgis eiectroforético, més que un solo constituyente
proteico (més del 95 % de factor activo).

Desorite suficientemente la naturaleza del in-
vento, asi como la meners de realizarse en la préctica,
debe hacerse constér que las disposiciones anteriormente

indiocedas soh susceptibles de modifiocaciones de detalle

S
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en cuanto no alteren su principio fundamental., También
ge hace constar que el invento corresponde & dos solici-
tudes de patente presentadss en Francia con los nos. y
fechas: 71 27449 de 27 de Julio de 1971 y

de 12 de junio de 1972, acogiéndose por lo tanto a los
beneficios que concedan los Conveniés Internacionales en
vigor, siendo lo que constituye la esencia del referido
invento por lo que se solicita Patente de Invencidén por
20 afios en Espafia, sobre: PROCEDIMIENTO PARA LA PREPARA-
CION DE UNA SUSTANCIA ENZIMATICA CON AGTIVIDAD TROMBOLI-
TICA; ocaracterizéndose por lo siguiente:

1.- Procedimiento para la preparacién de una
sustancia enzimédtica con actividad trombolitica designa~
da por el nimero.22.750 RP, que degreda la caseins, la
azocageina, la gelatina y los cuajos de fibrina y de
plasme, ocaracterizado porque se cultiva en'aerobiosis'

S+ venetus DS 24,288 (NRRL 3987) sobre un medio nutriti-
Vo y en condiciones gue convienen a los Streptomyces, a
continuacién se extree y se purifioa una sustancis enzi-
mdtica sélida por aplicacién de los métodos habituales de
aislamiento y fraccionemiento de las meterias proteices
controlando el enriquecimiento en produoto activo,

2.~ Procedimiento segin la reivindicacién 1,
wmﬂwﬂﬁommwéemﬁﬂwlamﬂmdaﬂﬁa@m-
ximademente 65 % de materia activa y se obtiens una enzi-
ma con dna riqpéza de 7000 U.K./g sobre caseina, cuyo es-
pectro ultra-violeta presenta un minim6 de absorpoidén a
250 nm y un mé;imo de absorpeién a 278 mm y cuyo espectro
infra-rojo estéd representado en la figure .3,

3.~ Procedimiento segin la reivindicmoién 1,
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carecterizado porgue ge purifg::;@ 1.5?5@1;@05 hagsta sl

menos 95 % de meterie activa y se obtiens una enzima ocon
una riqueza de 11.000 U.K./g sobre caseina, cuyo espec-
tro ultravioleta presenta un minimo de abmorpeidén & 250 nm
¥y un méximo de absorpeidén a 278 mm, ocuyo espectro infre-
rojo estd representado en la figure 1, que presenta un
poder rotatorio [f§7%0 = -14 ¥ 0,52 y ouya hidrélisis
dcida libera por cada 10 g de sustencis leg centidades
milimolares s:i:guiantes de aminodecidos: doido aspdrtico
(11,5), treonina (8,5), serina (7), é.cido glutémico ( 3,5),
prolina (2,5), glicina (13), alenina (7), valina (4,5),
metionina (1), isoleucina (2,5), leucina (4), tirosina (5),
fenilalenina (2), lisina (3), arginina (2,5) e histidine
(2).

- 4,- Procedimiento parﬁ la preparacién de una
sustenoia enzimétice con actividad trombolitice, tal ¥
como queda Vsusta.noialmente desorifo en la presente Memo~
ria 8 ilustrado en los diﬁujos adjuntos.

Este Memoria consta de 36 hojam escritas a mé-
quina por une sola cara,
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