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RESUIFR DE TA ITHVIICION
i La cregtininu-—desimidasa es producida por fementa-

cidn de microorsanis

Cor

el

mebacterium, Psecu

bact ery

enzima es recuperade de las células microbianas y del liguidc
[\
de cultivo. El enzima sc utilL“h prra la determminacidn cuand

titativa de la creatining
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Este invencidn se reficre en general a ls creatinir
desimidasa,a un método para su produceidn y al uso de
ma para la determinscidn cuantita

Ia creatinina

formada por de

se produce a partir & dcido

fuentes de la cnergl

utilizada in vivo ¥y

por la orina. la creatinina tomlbién exi

shidrat
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Ia cregtinine o es

como nebgbolito terminnl

gste en la o

sanare 3

una cncentracién normel de alrededor de 0,7~1,5 mg/100 ]
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de suero. Ia determinzcidn de la cantidad de ereatinine en 1d

sangre y en la orina, por lo tanto, es muy Gtil paras fines

de diagndstico en la determinacidn de enfermedades

tales como nefritis aguda y nefritis

como uretrofraxis,

un picrato zlecalino.

, d¢ la

no resullba prdctica porg

.

bhle, este uALodo implics ol ertos

a reaccidn de Jaffé que comprende
Adungue
creativning vtlliz
ue la operacidn es

defectos,

del rifidn

crémica ¥y de trastornos

mercurialisso, nefrosis, etc.
ahora, la determinacidn cuantitativa de la

ha reglizado mediante el método coloriméirico

una reaccidn
la determinscién
ando un oicrato alcali-~
sencilla y estow

Debido a su esco-~
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sa sengililidad, es necesario utilizar uvna gran cantidad

de suero; la reaccién no es especifica; y da rcaccidn eoté
sometida a la ingerencia de sustancias de la sangre tales
como  compuestos weltilénicos activos, yrobeinss, antibid-
ticos, ete. Para supcrar estos defeclos, oo necesario sepo-
o las susthanciang de la muestra o oxtiacer la creatinina.
Sin embarso, eslas operaciones complican el procedimiento
¥, por lo tanto, constituyen un inconveniente para la ope-~
racidn auvtomdtica. '

Ahora se ha oncontradq que la cantidad de creatininal
en Ung muestra puvede ser determinads con mayor sencilles,
més correctomente y mas rdpidamente en comparacidn con el
método hasta ahora conocido, deccomponiendo la crestinuna
mediante vn engima que @btaliza una reaccidn donde la crea-
tinine es hidrolizzada o N-metil-hidanfoina y amoniazo ¥
después midiendo la cantidad de N-metil-hidantoina o amonia-~
co formados.

El enzima catalitico.empleado en el procedimientc de
esta invencidn es la creatinina-desimidasa.

Ia creatinina-desimidasa (EC 3.5.4.21) ha sido re~-
gistrada por J. Szulmajster (J. Bacteriology 75, 63j, 1958
v Blochimica et Biophysica Acta 30, 154, 1958) en las célu-
las micr&ﬁiamas de Clostridivm parapubtrificum en 1958. El

X
enzima participa en la descomposicidn de la creatinina y

cataliza wna reaccidn gue hidroliza la c¢reatinina paxa for-
mar N~meﬁilwhidantoina‘y'wnoniaco.
. Sin embargo, los microorpanismes del género Clostri:
divm son anacrebios y cuando se utilizan paia la producceidn
del enzima se reguiere un largo perilode de tieﬁpo pare la

fementacidn, el crecimiento microbizno es esceso y el ren-

[
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" cepas de orgzanismos aerobios pertenecientes al género

dimiento del enzima es bajo. Por lo tento, no ha sido po-
gible producir creatinina--desimidasa a escala industrial,

-

Otros investigadores han registrado hallazgos de

Pseudomonas gue pueden degcompener z la creatinina., Sin en-
bargo, ninsunc de estos iﬁ&éstiga@&res ha registrado un mi-
croorganisme gue produzca un enzaha capa?z de catglizar una
reaccidén de hidrélisis donde la creatininag sea descom-
puestz para formar HN-metil-hidantoina y amoniaco. Ademds,
estos'investigadores hzn sido incapaces, de acuerdo cen 108
infomes publicados, de aislar un ensimg particular capaz
de catalizar la reaccidn antes mencionada., n

Ahors ge ha encontrado que cuando log microcrimis-

mos de los géneros Brevibacterium, Corynchacterium, Pscudo-~

monas y Arthrobacter, se culiiven ewnneddp rriabe, prodvewn con-

tidades notables de creatinina-desimidasa en el liquido
de cultivo y/o dentro de las células microbianas. PR

Ia creatininawdesimigasa obtenida mediante esta tn-
vencidn puede ser utilizada Ficilmente para la determina-
cidn cuantitativa de la cantidad de c;eatinina en ung Muss-
tra en una operacidn auwtomdtica hasta ahora no conseguida,
Més especificamente, la antidad de creatining en vng mues-~
tra puede ser determinada sencilla y rdpidamente midiendo 1
cantidad de N-metil-hidantoina o amoniaco formados mediante
la  accidn catalitica del enzima.

COMPENDIO DE Ls IHVIMCION

De acuerdo con esta inveacidn, se produce crsatining
dezimicaso culiivondo un microorganiemo perbeneciente al géd

nere Brevitacterium, Coryachacterium, Psendomonas o Arbhro-

bacter y capaz de producir crestinina-desimidasa en un me-
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dio de cultive nutriente, hasta que sc femma creatining-
desimidasa en el 1fguido de cultive y/o dentro de las cé-
lulas microbianas ¥ después recuperar la creziininz-desimi-
dasas -

Ia cantidad de creatinina sc dctermina haciendo
reaccionsr la creatinina~desimidass asi producida con una
muestra que contiome creatinina pura catalivar la reaccidn
e hidrolizar la creatinina a N-metil-hiduntoina y amonio-~

co, midiendo la cantidad de  por lo menos uno de los compues

tog N-metil-hidantoina o amoniaco producidos y despuds cal-

culando lg cantidad de creabinina en la muestrz.

DESCRIPCION DEL TNVINTO

De acuerdo con esta jinvencidn, cuando se culilva
un microorganismo oertenec:cnbe al género Drevibacterium,

Corynebacterivm, Pseudomonas o Arthrobhacter y con canacidad

de produccidn de creatining-desimidasa en un medio nvtrﬂnyo{

que contiene una fuente de carbono, una fuente @& nitrdgeno
materias inorgdnicas y otros nutrlcnteu apropistos , 50 forma
creatinina~desimidasa en el caldo de culbivo y/o dentrn de
las células microbianas, que despuds se recupera. ‘
En esta invencidn, puede ubtilizarse cualquier mi-

croorganismo que pertenezca a los géneros Brevibacterium,

Gorynebagtérium, Pseudomonas o Arthrobacter que tensa la ca-

. '\'7. . . . . m .
pacidad de producir creatinina-desimidasa. Son cjemplos

de las ccpas actualments preferidas log siguimtes:

-

(1) Blcv1:ﬁcteraumanrbhiaﬂenes KY 3462

(2) Brevibacterium divaricatum KY 3840

(3) Corvaehocterivm lilium KXY 3509

(4) Corynebacterium glutamicum KY 3801

(5) Paevdomonas ovalis XY 4651

I
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(6) Pseudomonzs crucivige KY 3961

(7) Arthrobacter ureafaciens KY 3152

C
.

(8) Arthrobacher histidinolovorans XY 3158

-

Las pxopiédades microbioldgicas de las especies de

[o23

ré

los microorganismos (1), (6) y (7) estdn descritos en el
T

¥anval of Determinative Bdcteriolqgr de Bergey, T2 edicién,
paginas 499, 114 y 610, respectivemente, Las propiedades
microbioldsices de las ccpecies de los microorganismos (2)
anteriores cstdn descritas en la patente japonesa publicads
n? 20.294/63 y las de las especies de microorganismos (3)
estdn descritas en.la pafente estadounidense n? 3.087.863.
Ademds, las propiedades microbioldgicas de las espszcies de
microorganismos (4) estdn descritas en J. Gen, AppT;
Ficrobiol., 13, 279-301, 1967; las de las especies (3) en
el Faanual of Determinative Bacteriology de Bergey, 08 edi~
cién, pdgins 222 y las de las especies (8) en J. Biol. Chem
209, 829 (1954). .

ILas cepas antes citadas han sido depositadas en
el Fermentation Research institute, Agency of Industrial ~
Science and Teonoiogy, Tokyo, Japon, bajo los nimeros de
accesién FERM-P 3207, 3208, 3209, 3210, 3211, 3212, 3213 ¥y
3214, respectivamente.

Estas cepas tanbién bhan sido depositadas en la
Imerican Type Culture Collection, Rockville, Maryland,
Estados Unidos y han recibido los nvmeros de accesidn
ATCC 31169, ATCC 14020, ATCC 15990, ATCC 31170, ATCC 21171,
ATCC 31172, ATCC 7562 y APCC 1i.442, respechtivamente. .

Pucde ubtilizarse wn medic nabtural o sintético para
cultivar los microorganismos de esta invencidn siempre que

contensa wng fuentc de carbono, una fuente de nitrdzeno,
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zas, ete., diversos alcoholes azucarados como glicerol, sor-

mberias inorgdnicas y otros nutrientes gne sean ssimila~
bles por la cepa particular ubtilizada.
arse diversos

hidratos de carbono como glucosa, fructosa, szcarosa, malto-

13
23

Como fuente de carbono pueden uvtili
sa, manosa, almiddn, liguide hidrolizado de almiddn, mela-~

bitol, manitol, etc., dcidos orgdnicos como dcido acbiico,
deido ldetico, deido pimivico, dcido Fumdrico, deido elbri-
co, ebe., alcoholes como metancl, etanol, QLC., glicoles co-~
mo etilenglicol, propilenzlicol, ete., aminodcidos e hidro-
carburos-como n-hexadecano,

Como fueate de nitrdédgeno, puede utilizarce umonia
co, sales amdnicas orgdnicas e inorgdnicas como clorarc amd-—

nico, carbongto ambnico, fosfato andnico, nitrato amduico,
acetato aménico, ectc., urea, aminodcidos y obtros compucstos
nitrogenades asi como materiales orgdnicos nitrogenadns como
péptona, NZ-amina, extraclo de carne, caldo de infusidn Ge
maiz, hidrolizado de caseina, hidrolizado de crisdlida, -na-
rina de pescado, su producto digerido, scja desengraseda,
su producto digerido, etc. 7

Como materias inorgdnicas son apropiadas el dihi;
drégeno-fosfato potésiéo, hidrégeno~fosfato dipotdsico, clo~
ruro potéﬂi&o, sulfato magnésico, sulfato de menganeso, sul-
fato ferroso, cloruro sédico, qérbonato calcico, etc.

Se  ha encontrado que la creatinina-desimidacsa es
uwn enzima adaptativo., Por consiguiente, en el procedimiento
de esta invencidn, puede aumentarse considerablemente el ren
dimiento de cregtinina-~desimidasa agregando craabining o wna
sustancia natural gque " la . contenga,tal como exbracto de

carne de pescado y extracto de buey, al medio como inductor

3
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gando creatinina en. una proporcidn de 0,05 g 2 % en peso/

bivo y del extracto celular se realiza de la signientc Fforme

enzimdtico.

~

Se obtiener resultados especialmente buenos agre
volumen al medio.

Generalmente el cgltivo se recaliza a wna tempera-
tura de 15 a 40°C, preferi;bleméﬁ‘ge{28~33oc° Durante el cul-
tivo, el pH se mantiene a 6,0~8;§, preferiblemente a 6,5~
§,5. Bl culiivo se prdsigue hasta gue se forma el enzima
¥ es detectado en el caldo de culbivo, generalmente al ca—
bo de 20~30 horas. Bajo estas cohdiciones, se forma una

“

cantidad considerable de creatinina~desimidasa en el caldo
de cuvifivo y/o dentro de las células microbianas.
Pars recuperar el enzimaz, las cé&lulas micyo bianes
se rompen por cvalquiera de los métodos COnvencionaléé ta-
les como desintegracidn ullrasdénica, molienda, presi&ﬁ?m-
cdnica, avbtolisis, etc,; para obbener un extracto celular.

Ta extraccidn de la creatininag-desimidasa del caldo de cll~

Primero se obtiene un precipitade utilizando sales como sul-
Tato amdénico, sulfato sédico, eftc. o disolventes como aseto-
na, metanol, .etanol, etc., Cuvando se utiliza sulfato awdnico
se recupera la fraccidn que se disuelve on sulfato amdénico
a una concentracidn del 40 % de la saturacidén y que precipi-
ta en sulfato aménico a  ung éoncentracién del 70 ¢ de 1le
saturacidn. Cuando se emplea acetona, se recupera 1a frac-
cidn quc precipita en acebona s una concentracidn del 60 %.
El precipitado asf obtenido se somete despuds a
didlisis o filtrecidn de gl para separar la sal o el disol-
vente contenidos en el precipitade., Para la didlisis son

apropiadas las momdranas diagliticas, como celoeldn, membrana
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de vejiga, membrana dc colodidn, cte, ELl disolveante dialitis

[N

co preferido e solucidn reguladora de fosfato 0,07 N
(pH 7,0). Para la filtracidn de gel, se prefiere utlilizar
Sephadex =25 o (~50 junto con solucidn reguladora de fos-
fato 0,01 I (pH 7,0).

Pars separar ¢l deido nucleico de la membrana,

a0 acrera sota a gota y asitanrdo wa solucidn acuown de pro-

toming (conteniendo una contidad de probaming correspondien

te a un déeimo del contenido er proteina del liquido dentro
de 1o membrang) y la me4cla resulbante se deja en reposo
5 0-4°C durante unos 30 minutos para L ormar un precipi-

tado. El precipitado formado se sgepara por cenbrifugacidn

(10.000 x G, 20 minutos) y se recupera el liguido que sohret

nada.
Este Wltimo se pasa por una columna de DEAR.colu

-

losa prevismente tratada con solucidn rezuladora de fosfato

0,01 ¥ (pH 7,0). Despuds se pasa solucidn reguladora de Tos+

fato 0,01 M a través de la columea para cluir la proteiﬁa
impura. Después sc realiza la elucidn por el método de '
elucidn con gradiente, empezands con solucidn reguladoya e
fosfato 0,01 ¥ (pH 7,0) y terminando con solucidn regulado-
ra de fosfato 0,1 I conteniendo NaCl 0,3 K (pH 7,0). E1
eluato éé fécupgra en fracciones. Ia actividad de creatd-
nins-desimidasa contenida en cada una de las fraccionmes sc
mide por el método descrito mds adelante, se ombinan las
fracciones activas y a ias misras se agregan dos voliumenes
de seetona para formar un precil'ai'badoa El precipitsde se re-
coge pof centrifugacidn y se somehe a didlisis. Bl 1iguido
dentro de la membrens se Jiofiliza despuds para obtwmer

creatinina-desinidasa purificada en forma dc polvo.

v
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mezcla resultante. A esta mezcla se agrege 1 ml de solu~

-0 -~

Ta actividad enzimdtica de la creatininz-desimi-
gosa se caleule determinando la cantidad de aﬁoniaoo.f0rma~
de. cuando se utiliza creatinina como substrato de acuerdto
con el método del indofenql. ds especificamente, se men-
clan 0,5 ml de - solucidn acuosa &l 1 % de hidroclorure de
cregtinina, 0,5 ml de soluoidﬁ iqéﬁ]adara,de fosfato 0,1 ¥
(pH 7,5), 0,4 ml de aswa y 0,1 ml de wna solucidn de en~
zima y se incuba a 37°C durante 10 minuvtes. A lg mezsla se
agrega 1 ml de solucidn fendlica (preparada disolviendo
5,0 g de fenol y 25 mg de nitroprusiato sbédico en agus su~

ficiente para llegar a un volumen de 500 ml) y se agita la

cidn aléalina de hipoclorito sdédico {preparada disolviendo
2,5 g de hidrdéxido s6dico en unos 300 ml de aguz, afia-
diendo 1,é5 ml de hipoclorito sddico (contenienéo 10 % de
cloro efectivo) ¥y -después diluyendo la mezcla con agra pa-
ra llegar a un volumen de 500 ml} vla-mezcla se agite y se
deja en reposo a la temperatura ambiente durante 20 minutos.
Se mide la absorbancia a 630 mp nmediante wn colorimetro Fo-
toeléctrico. Pars controlar, se repite la misma operacidiv
empleando wng solucidn de enzims previamente calentada a
HCQOC durante 5 minvios. Ia absorbtgncia a 630 mp de la so-
lucidn de conbrol se resba de la de ls solucidn de ensayo
a 630 mpe Independientemente se obtiene la curva de calibras
¢idn de la concentracidn de amoniamco y de la shsorbancis
a 630 e A partir del valor obtenido por la subtraccién
de las absorbancias, se obtiene la cantidsd de amoniaco for+
madc, Basdndeze en este valor, e calculs la actividad en-
zimética conienida en la muestra.

Ia actividad enszimdiica es expresada en uwnidades,
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giendo definida una unidaed como la contidad de enzima que des
colipone s un micromol de creatinina a 379C y a pH 7,5 en
1 minvio.

Ia creatinins—~desimidasna 5btenida medisnte el

procedimiento anterior actva caracterlsticamente sobre la

ercatinina y cataliza la reaccidn de descomposicidn de la cref

tinina en W-metil-hidantoina y amoniaco. El cnzimg no actia

sobre la creabtina, ni sobre el Acido creatinilfesldrico,

.

urea, arsinina, dcido glutdmico, canavanina, glubtamina, ci-
tosina, susnina, ebce.

Determinado por el método de filtracidn de gel
descrito en Biochemical Journal 96, 595, 1965, cmplosado
Sephadex G-200, el peso molecular dé Ja creatinina~ics.arida=
g8 es alrededor de 200,000,

El pH éptimo del enzima cvande se trata & 5700
durante 10 minutos es prdéximo a 8 y.el intervalo del pK de
estabilidad cuendo se ltrata a 3000 durante 30 minutos ez de
4,0 a 9,0, la temperaturs dépbtima del enzima en la reaccion a
pH 8,0 durante 10 minutos es .prdxima:d 5006. Cuando sé
trata a pH 7,0 durante 3C minubos, elrenzinn es estable hag-
ta 50°C y pierde alrededor del 20 % de su aclhividad a 55°C.

‘;La accidén de este enzima es inhibids por 1 W) de

X o 2+ Dt
iones de mctales pesados, tales como Cu™ , Hg?

y Ag+, ebe. ¥
el dceido PAclorom;rcuribénzoicd, For lo tanto, se ecree gue,
enjla accidn del enzima participa un grupe SH.

Ila creatiniﬁa?desimidasa obtenida en la forma des
crita es especialmente adecuada para el olro aspecio de -
ta invencidn, a saber, la detemminacidn cvantitativa de la

cantidad de creabtinina en wna muestra. Por ejemplo, &sta se

realiza Tdcilmente haciendo reacclonur ung mucslbra que con-

tad
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ferricianuro~ditroprusiato alcaline (preparado mezclando can-

- 12

tiene creatining con una solucidn reguladora de fosfato gue
contiene de 0,1 a 1,0 mg/ml Ge creatinina-desimidasa a wna
temperatura de 3O~500Q durante unos 10-20 minutos nara hi-
drolizar la creatinina e N-metil-hidantoina yramoniaco‘y

despuls midiendo la cantidag_de H-metil~hidantoing formada

o la de amoniaco formado. I

El método de esta invencidn eg aplicable a la

determingcidn de la cantidad de creatining en cualguier mucs:

P

ro gue contenga creatinina y el método pucde ser aplicado

tidad de creatinina en la sangre y en la orina. ALl realizar
la determinacidn de la cantidad de creatinina en ia san-
gre, una muestra de sangre se somete a centrifugacidn s
2500--30C0 rpm duranie unos 5 minvitos y el suero obitenico se
vbiliza para la reaccidn. En el caso de la orina la mucgsra
puede ser wa muestra de orina tal como estd o diluida a
una concentracidn apropiada generalmente de 2 2 5 veces, con
agva., :

| Ia debemminacidn de la cantidad de N-metll-nidan
toina formada en la reaccidn puede efectuarse de acuerdc
con el método de Kirby y Derry descrito en Paper and Papere-
lectrophoresis, Academic Press, New York, pdg. 348, 1958. In
pocas palabras, el método consiste en afladir un reactivo de
tidades iguales de hidrdxido sbédico al 10 %, nitroprusiato
sédico al 10 % y ferricianuro potdsico al 10 % y diluyendo
la mezcla hasts trcs veces con agua) a una muestra que con-
tiene Ne-metil-hidantoina. Ia mezcls sc deja en reposc a la
temperatura ambiente durante un clerto periodo de tiempo, ge-

nerglmente durante 15 a 30 minvtos, vara yemitir la forma-
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- 13 -

cidn del color y Gespués se calculs la cantidad de N-metil-
hidantofna midiendo la densidad dSptica a 500 .

Ta deberminacién de la cantidad de amoniaco for
mada en la reacciln puede llevarse a cobo por cualguicra de
‘oo métodos Ffimicogulmicos o enzimdticos conocidos. Tog néto-
dos fisicogquirices adecuados son el método de valoracidn, el
ensayo de Nessler, el cnsayo con ninhidrina, la reaceidn de
erthclot y la reaccidn con fenosafraning,

fiediante el méiudu de  valuracidu, oé Geteviing
1o cantidad de amonimco en la muestra por neubralizacidn de
la solucidn de la muestrs con una solucidén patrdn de un deidd
o por retrovaloracidn de la muesztra en la gue el amoniaco
forusdo ha sido absorbido por wna clerts caniidad de dcido
(Biochem, Z. 152, 1, 1924); 7

De ncuerdo con el método de Nessler, la mulstra
gque contiene amonisco se ‘trata con el resetivo de Necsler

para formar un color y la cantidad de amoniaco se deter-

mina colorimébricemente (Standard Methods of Clinical Chemisy

try, Vol. 2, pdg. 186, Academic Press, N.Ye, 1958).
El ensayo con ninhidrins es un método segln el
cual el amoniaco formado se hace reacéionar con ninhidriné
y la cantidad de producto de reaccidn se debtermina colori-
nétricanente (J. Iab. Clin. Med., 49, 779, 1957).
Segth el método de reaccién de Berthelot, el amo
niaco de la muesfra se hace reaccionar con un reactivo fe-
nélico y un reactivo glcalino de hipoclorito sédico para
formar ¢l color y la cantidad de amoniaco en la muestra se
dotormina colorinétricemente (Clin. Chimica Acta, 8, 5,
1963).

n la reaccidn con Ffenosafranina se wubiliza cl
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fendmeno de que la fenosafraning (de color rbjo) cs deco—
Llorada en proporcién con la cantidad de hipoclorito. De
scuerdo con este método, la mezcla gue oontiene smoniaco se
hace reaccionar con hipoclorito; después se agreza a la mez
cla una solucidn de safranina para que se decolore en pro-

) N
norcidn con la concentracién de hippclorito residual y se
caleulsg la cantidad de amoniaco déspués .de medir 1la ab-
sorhancia de la solucién de safrsnina residual (Proc. Soc.
Bzptl. Biol. Med., 93, 589, 1956).

Un método enzimdtico adecuado para la determina-
c1én de la cantidad de amoniaco utiliza la I~glutamato-des-
hidrogenasa (EC 1.4.1.2, denominada en lo que sigue Colm)
que es ung oxido-reductasa NAD (nicotinamido-gdenin ~Zini~-
ciledtido). Ia GIDH es un enzims que cataliza la reaccidn
para formar dcido I-glutdmico a partir de 2-oxoglutaralic ¥
amoniaco. Ex el espectro de sgbsorcidn del NAD que act@a
como un co~-enzims en esta reaccidn, el NAD del tipo oxid:zdo
o del tipo reducido presenta un mdximo de absorcidn a EGOH}
Bl NAD del tipo reducido presenta otro méximo de absoreidn
a 340 mp pero el tipo oxidado de NAD no.lo presenta. Por '
lo tanto, puele ubilizarse la absorbancia a 340 ma. pare
la determihacién cuantitativa del tipo reducido de NAD
(NADHZ). Aplicando esta medida, puede determinarse la can-
tidad de amonisco efectuando una reaccidn enzimdtica del
amoniaco de ls muestra con 2-oxpglutarato, utilizando GLDH
como enzims ¥ NAD como co-enzima y midiendo la reduccidn
de la absorbancia de la mezcla de resceidn a 340 mp..

Ia cantidad de creatinina en el suero de san—~
gre humana se mide por el método de esta invencidn y tam~-

bién por el método convencional. Tos resulludos se encuen-—
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tran en la siguieate Tabla I.

- In la Tabla I, el métode convencional estd ba-
sado en el método descrito por Kitamura, Genshiy Jissen
Ringho Kagaku (Practice of Therapeutic Chemistry), Ishiyaku
Shuppan Kabushiki Kaisha, pigs. 243-255, 1974.

Asimismo en 1o Tabla I, para Jlo determinacidn
del amoniaco formado, el.método de esta ilnvencidn utiliza
como mébodo fisicoquimico tipico el método modificado de
Okuda, y Fujii (Saishin Igaku, 21, 622, 19656), empleapdo la
reaccidn de Berthelot y, como método enzimdlico que utiliza
GLDH, el método de A. Levitzki (Anal. Biochem. 33, 335,
1970). Pars la deterﬁinacidn de la cantidad de H-matrl-—
hidantoina formada vtilizando el método de esta inveniidn,
se emplea el método. de Kirby y Berxy (Paper and Pgperilec—

trophoresis, pig. 348).
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Método conven-
cional

Método de esw—
ta invencidn

X

Preparacidn del reactivo: Se

-16 —

TABLA T

Determinacidn comparativa de la cantidad

i

Valor medio de la
cantidad debermi—

nzda de creat

.

ni-

ng e el misno sug
Mételo rolik
étodo descrito e Jissen Rinsho 4,82
Kagaku, pag. 243~255, 1 ST4
4,65
' Método modifi- .
cado de Okuda 21223, 60
y Fujii s
Kétodo gue mide 0y’
lg, cantidad de ) arat®
m i 0 Tma-— - " sy 1 ; ,:
360h1aco LOTmE étodo utili- .
' zondo el enzl 3,71
mz GLDH »
Método que mide Ja cantidad de 3,43
N-metil-hidantoina formada AR

prepara mezclando cantidades iguales

sbdico al 10 % v ferricianwro potdsico al 10 % y dlluyendo la mezc

e Valor medioc cuando lg cantidad de creatining en suero se determina

'

oo

~ et
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TAELA T

.cibn comparative de la cantidad de creatining

Valor medio de la  Reprcducibilidad
ca_ltlaad determi- simulténea
neda de creatini- TesTia Coellcen
a3 en el mismosue cidnil te de va Nombre del aparato
roll pioe rigcidy vbilizado
3 y Y . 2 < - Loyt 3 o
Tissen Rinsho 4,82 G, 13 2,66 Rezctivo de créatining
3y 1974 hyokuto (producto de Kyo-
kuto Shiyaku Kebushiki
1.,;3\,15“}"‘.)
L 0,16 3.83 Ensavo de creatinina de
A Wako (producto de \a.xo
. : . Junyaku EKsbushiki Zaisha)
44080 medifi- Easayo del amonlc.co Walko
80 de Okuda »29%3, 60 0,171 . 1,20 (nroducto de VWako Junya-
Pujii s . . ku Kabushiki Kaisha)
3 ? i
‘Q - . Y — 3_,: ak .. _: ) .
azzgioeliitj 13;1 3,71 o ‘(C- 1,05 Fl enzimz GITH es un
CLIH - i A ' productc de Oriental Che
= . - ' micals Co.
- N a .
ntid . . A
%i;‘ﬁ";g:d de 3,43 C,2§ 3,60 Preparacidn del reactivo’

B
.
T4y . F
>
[

Sama, L3 4

renara mezclando cantidades iguales de hidré: rido sddico al 10 & %, nitrcprusiato
P g

>ota’.sico gl 10 4 y diluyendo la mezcla tres veces con agia.

de creatinina en suero se determina veinte veces.
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De los resulbados ilustrados en la Tabla I anberior,
los expertos en la téenica deducirdn rdpidamente que el mé-
todo de determinacidn de la creabinina de acuerdo con esta
invencidn proporciona resultados superiores con ung mayor
reproducibilidad simultdnea.

Ciertas realizaciones cspecificas de esta invencidn
son ilustradas mediantc los siguientes ejemplos representa~
tivosg. .

Bn este ejemplo, se inocula un cultivo de Brevi-

bacterium ammoniazencs KY 3462, TERM-P n¢ 3207, ATCC 31169

en 10 litros de un medio de cultivo que contiene 2 g/dl de
glucosa, 0,5 g/al de hidrocloruro de creatinina , 0,1 g/8l
de K,HPC,, 0,05 &/dl de HgS0,.THy0, 0505 g/al de KOL ¥

0,1 g/dl de extracto de levadura (pH 7,5) en un Femmentado:
vibratprio de 30 litros y se cultiva con aireacidén ¥ agi$a~
cidn a 30°C durante 24 horas. Después se traban 10 litwos
del caldo de cultivo en una qeﬁtrifuga continua y se recogen
alrededor de 100 g de las éélulas microbianas. las células|
ge lavan con 5 litros de soluéidn reguladora de fosfato
0,01 M (pH 7,0) y se suspenden en 2 litros de solucidn regu-
ladora de fosfato 0,01 M (pH 7,0). Ia suspensidén se somete
& tratam:i,éﬁi;q empleando DYNOWILL (producto de Willy A.
Bachofen, Suiza)yﬁara moler las células. Después de la mo—
lienda, el producto se somete a centrifugzacidén (20.000 x G,
20 minutos) em@leando una centrifuge refrigerada y se recu-
pera el liquido gque sobrenada. Se obtienen alrededor de

30 g de un precipitedo tratando el liguide gque sobrenada
con sulfato aménico al 40-70 ¢ de saturacidén. El rendimien-~

to en Torma de sctividad de ereatinina~desimidass contenida

PR B dm sm e o - S U O L e
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en el precipitado es del 80 $ y la actividad especifica
se eleva al triple. Después se disuelve el precipitado on
500 ml1 &e solucidn reguladora de fosfato 0,01 M (pH 7,0)
vy la solucidn se dialiua durante 48 horas en un diglizador
de tubo de celofdn frente é,ZO litros de solucidn regulado-
ra de fosfato 0,01 K (pH 7,0),‘@iéhtras se cambia el di~

solvente cada .12 horas, A continvacidn, para separar el dci-

do nucleico, se agregan gradualmente 100 ml de . wa solucidy

acuose de vrotamina al 3 % (producto ¢ Nakarai Kasalku

ekuhin Kgbushiki Kaisha) a 1 litro de diaglizado, cor agi-
tacidn y la meszcla resultante se deja en repuso a 0~4% du~
rante unos 30 minutos para formar un precipitado. El nrocie
pitado asi formado se separa por centrifugacién (1C.000 x

G, 20 minutos), El rendimiento en forma de actividad de. 2res

-t

tining-desimidasa contenida en el 1liguido que sobrenada es
del 90 % y la actividad epecifica sé eleva al triple., E1
liguido gue sobrenada se pasa por una columa de 1 kg &
DEAE-celulosa (producto de Phammacia Fine Chemicalsg, Sue-
cia) previamente tratada con solucidn reguladora de fosfa-
to 0,01 ¥ (pH 7,0) para efectuar la adsorcidén de la creati-
nina—deéimidasa. Después la columna se lava con solucidn
reguladora de fosfate 0,01 M (pH 7,0) para separar las pro-
teinas impuras. A continuacidén se prepars un gradiente de
concentracibn desde solucidn reguiadora de fosfato 0,01 M
(pH 7,0) hasta solueidn reguladora de f osfate 0,1 M

(pH 7,0) conteniendo NaCl 0,3 M y se pasa por 1a'columnaa
Se eluyen las fracciones getivas de creatinina-desimidasa
formando un solo pico. Se ombinan las fracciones activas y
se afladen dos voldmenes de aceltona pars obtener un precipi~

tado. El precipitado ae recoge por centrifugacidn (1000 x G,
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20 minutos) y se disuelve ea 100 ml de agua que ha gide des«
mincralizada por tratamiento de intercamblo de idn, Ja so
lucidn es dializads en un dializador de tubo de celofdn
frente a solucidn resuladora de fosfato 0,01 M (pH 7,0) ¥
el dializado eg liofilizado con lo que se obhtiene alrede~
dor de 1 g de crcatinina~-desimidasa purificada gue preson-
ta una actividad especifica de 2,5 unidades/mg. El rendi-
miento total en forma de actividad de crealtinina-desimidasy
es dcl 56 % y la actividad especifica es alrededor de 60
VECES.,

LIEMPIO 2

Hn este ejemplo, se utiliza Corynebacterium
lilium EY 3509, FERM-P n? 3209, ATCC 15990 como cepz de oul
$ivo y un medio constituido por 3 ml/dl de extracto de
carne de Dbonito (conténiendo alrededor de 3,3 g/dl de
creatinina; 0,5 g/al de peptona y 0,5 g/dl de glucosa (pk
7,5). Bl cultivo se realiza en la forma deserita en el
Ejemplo 1. Se obbtienen alrededor de 150 g de las células
microbianas. Jos células se someben al procedimiento de ex-
traceidn ¥y purificaciéﬁ descrito en ¢l Ejemplo 1 para cb-
tener alrededor de 1,5 g de creatinina-desimidasa purifi-
‘cada que;gresenta una actividad especifica de 1,5 unida-
dés/ﬁg.Jﬁl‘renq%miento es del 55 %.

En este ejemplo, se culbive Pseudomonss ovalis KY

4651, FERM-P n? 3211, AéCC 31171 en un medio constituido
por 3 g/dl de exbracto de buey, 0,5 g/dl de peptona ¥
0,3 g/8l de fucosa (pH 7,5). El cultivo ge realiza de la
forma descritz ca el Ejemplo 1 para obtener alrededor de

180 g de célulos micmobianas. Tes células sc someben al
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procedimiento de extraccidn ¥y purificacidn descrito en el
Ejemplo 1 para obtener alrededor de 2 g de creatinina-deci-
midasa purificada que presenta uua actividad empecifica de
1,0 unidades/mg. El rendimiento es del 57 R

BITAPTO 4

S X

¥n este ejemplo, se cultiv¥a Arthrokacter vreafe-

cieng KY 3152, FERN-P n® 3213, ATC@ 7562 en la forma descrits
en el BEjemplo 1. Se obtienen alrededor de 150 g de células
microbianas. Ias células se someten al procedimiento de ex-
traccién y purificacidn descrito en el Ejemplo 1 para ohteneq
alrededor de 0,5 g de creatinina-desimidasa purificada
gue presenta vuvna actividad espzcifica de 2,0 unidadeaﬂngo
El rendimiento es del 57 %.
EJBiPTO 5

En este ejemplo sé someten a centrifugacidn con-
tinua 10 litros de un Caldo de cultivo obtenido cultivande
de la forma @&scrita en el EBjemplo 1 para obtener 9,5 1itrod
de un liquido que sobrenzda. Este Wltimo se trata con sulfa-
to aménico al 40-70 % de 1la saturacién para obbener alrede-
dor de 5 g de un precipitado. El rendimiento en forma de ac-
tividad de creatinina~desimidasa contenida en el precipitado
es del 80 % y la actividad especifica se eleva al triple, Ll

precipitado se & isuelve en 100 ml de solucidn reguladora

e

de fosfato 0,01 M (pH 7,0) y la solucidén se dializa durasnte
48 horas en un dializador de tqbo de celofdn frente a 20 li-
tros de solucidn resuladora de fosfato 0,01 M (pH 7,0) mien-
tras se cambia el disolvente cada 12 horas, Desﬁués Se Some-—
ten 200 nl del dislizado a separacidén del dcido nucleico,

croratografia en columna de DEAE~celulosa, precipitacién con

zcetona y liofilizacidn on la fommg descrita e el Ejemplo 1.
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do en matraces Sakaguchi de 500 nl, respectivamente y se

-2 T —

Se obtienen alrededor de 120 mg de creabinina-desimidasa
pirifica a que presenta unn activiéad especifica de 2,0 uni~
dades/mg. EL rendimiento es del 52 %,

In este ejemplo, unos cultivos de las cepas identifi-
cadas ea la giguiente 'Tabla IT se inoculan en 50 ml de un

medio con la misma composicidn que en el Ljemyplo 1 conteéni-

s 0 e :
cultivan a 30°C dvrante 24 hores con sacudidas. Tos celdos

de cultivo se bratan en uns centrifusn refrigerada [50.000x: G

20 minuvtos) y se recogen las clulas microkianas. Desiuds se
lavan 0,5 g de las células con 50 ml de solucidn reguindora
de fosfato 0,01 M (pd 7,0) y se suspenden en 10 ml de so-
lucidn reguladora de fosfato 0,01 M (pH 7,0). Las suspumsio-
nes se someten a tratamiento ulirasdnico durante 20 miru:-
tos ubilizando un desintegrador ultirssdnico (producto de
Kaijo Denki Xabushiki {aisha) y después a cenbrifuracidn .
refrigerada (20.000 x &, 20 minutos). Se recuperan log 1i-
quidog que sobrenadan asi obienidos ¥ se miden la activi-
dad de creatinina-desimidasa y las concentraciones de pro-
$elna. Tos resultados se encuentran en la siguiente Ta~
bla IT. |

It

.
vy N
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Cepas ‘ . Ge proteina mass culbivada¥
Brevibacterium ammonisgenes O 042 0,185
KY 3462
Brevibacterium divsricatum 0,012 0,093
XYy 3810
Corynebscterium iilium 0,040 U, i7D
KY 3509
Corynebacterivm glutamicum 0,010 0,073 ]
KY 3801

sevdoitonas ovalis 0,016 0,112
KY 4651 .
‘Pseudemonas crucivize 0,011 0,062
EY 3961
Arthrobacter urealaciens 0,025 0,120
KY 3152
Arthrobacter histidinolovorans 0,020 : 0,060
KY 3158 _ '

-2 -

Ta8LA TT

Actividad de creatinina~desi
midass

Unidades/mg Unidades/mg de

¥ By términos de actividad/ml de masa cul tivada (caldo
de cultivo y las células)
BJEFPLO 7

I este ejemplo, se afiaéen respectivamente 20 micro-
litrog de suero (producto de Americen Hospital Supply Cor-
poration, Dade Division, Estados Unidos, vendido bajo el nom-
bre comercial de- : Honi~trol I, conteniendo 1,71 mg/dl de
ereatining) y 20 microliiros de una sclucidn patrén de cree—
tinina (solueidn scuosa gue contbiene 400 yg/ﬂl de creatinina)

respectivamente a una solucidén constituida por 71,0 ml de wna

solucidn de enzima (solueidn reguladora de fosfato 0,01 K a
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PH 7,5 conteniendo 0,1 mg de creatinina~desimidasa con unay
actividad especifica de 0,1 wmidades/mg) ¥ 1,0 ml de solucidy
reguladors de fosfato 0,1 M (pH 7,5) y lesmezclas resulbantes
ge incubsn respecbivanentie a 3700 durante 10 minutos,

Transcur:-ido el periodo de reaccidn, se afiade a las
mezelts 1 ml de reactivo fenvlico (preparado disolviendo
5,0 g de Tenol y 25 mg de nitroprusiato gddico @ agua has-
ta vn volumen total de 500 ml) y 1 ml de reactivo aleolino
hipoclorito sédico (preparado disoiviendo 2,5 g de hidrdxi-
do sédico en unos 300 ml de agua, agregando 1,25 mi de hip
clorito sddico a la solucidn y suplementando la mezcla éon
agué hasta un volumen de 500 ml) y despuls se dejan e re-
POSO a 3700 durante 20 minvios pars formar el color j su
wtilizen como soluciones de ensayo.

" Independientemente, se afladen 20 microlitros de suero
y 20 microlitros de la solucidn pairén de creatinina ros-
pectivamente a una solucién constituida por 1,0 ml de la svul
lucidn de enzima y 1,0 ml ddr solucidn reguladora de fosfatg
0,1 ¥ (pH 7,5). ALl mismo tiempo se aflade 1 ml de reaetivo 7
fendlico y 1 ml de reactivo alcalino de hipoclorito sédico
y las mezclas resultantes se utiiizan como soluciones compar
r&tivas..;"

Séim{dé la densidad dptica de las soluciones de en=

sayo a 640 mp frente a las scluclones comparativas. A partil

de la medida de la solucidn patrdn de creatinina se obtieng

la curva de calibrocién de la densidad dptica a 6401@1
y la conceatracidn de creatinina. Bzsdndose en estos datos,
sc calcula lao cpnceatracidn de crealinina en el suero a var-

tir de la medids de la densided Cpiica del suero a 640 mp.
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Ios resuliados se eircuentran en los giguientes ta-
bias IIT y fV. Ta Tabla III contiene los valores cuando la
cantidad de creatinima e el suero patrdén se determina su~
cesivamente durante 10 veces y lo desviacidn tipice y.elcoe-
ficiente de variacién son celculados a partir de estos valo-
res, 7 }_f'

Ia Tabla IV conticne los resultados obtenidos cuan~
do la cantidad de creatining se determina en 20 muestras dg
suero por el método de esta invencidn y por el método cono-
ciﬁoa

TABLA TII

Cantidad determinada de crea-

Ensayo nimero tinina (mg/dl)}

1 1400

2 : 1,07

3 1,01

4 1,09

5 ; 1,00

6 0,98

7 1,02

8 1,00
9 1,05
10 . 1,02

valor medio : 1,02
desvigeidn tipica 0,03
coeficiente de variacidn 2,9

——————
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PABIA IV

Cantidad determinada de creatinina (me/0l)

Kétodo de esta inven

_ Muestra cidn Fétodo de Jaflé
(i) (%)
suero 7 1,09 1,50
2 0,85 1,30
3 1,21 1,76
4 0,51 0,73
5 1,52 1,91
6 0,59 0,93
v 1,10 1,43
8 1,17 1,63
9 1,09 ) 1,42
10 0,85 1,12
11 1,03 1,25
12 0,41 | 0,63
13 0,66 0,92
14 0,51 0,71
15 0,21 | 0,33
16 0,57 : . 0,88
1T 0,58 0,79
T S 1, 60 2,01
19 N 1,58 2,03
20 1,46 1,85
valor medio ¥ = 0,93 ¥ =1,26
coeficiente de oo w S0 =E) (B =) o9

rreiacidn

Regresidn
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EJENPIC 8

o
'3

™ este ejemplo se afaden 20 microlitros de suero

(Moni-trol I) ¥y 20 microlitros de una olucidn patrén de crea
tinina (solucidn acuosz que contiene 400 Fg/&l de creatining
s 1,0 ml de vna so]ucién-deﬂcreatinina—desimidasa (solu~
cién reguladora de foszfato 0,01 M.a'pH 7,5 conteniendo

0,1 mg de creatinins-dcsimidess con una actividad especi-
fica de 0,1 unidades/mg)y 1,0 ml de solucién reguladora de
fosfato 0,1 W (¢H 7,5) y las nozelas resultantes se incuban
a 3700 durante 10 minutos.

A lac mezclas de reaccion se afinde 1 ml de NADH 4nk
(producto de Herck and Co.), 40 mli de 2-oxoglutarato y * ml
de una SOiuoién de I-glutamato--deshidrogenasa {cont eniendo
0,1 mg de I-glutamato~deshidro;enasé (producto de Oriensal

Yenst Kabushiki Kaisha) con una actividad especifica de

g0 unidades/mg o mds }, respectivamente, y las mezclas rooud
tantes se incuban a 3700-durante 10 minvtos. Se mide la
reduccibn de absorqidn de las mezclas de reaccidn a 340 mp.
Los resultados se encuentran en las Tablas V y Vi
-Tg Tabla V muestra los valores obtenidos cuando se
determing 1z cantidad de crestinina en el suero patrén suce-
sivamente durante 10 veces y se calculan la desviacidn ti~
picé y el coeficiente & variacidn a partir de los valores

obtenidos. :

1

Ta Tabls VI contiene los resultados obtenides cuan
do se determina 1la cantidad de creatinina en 20 muestras de

suero por el método de esta invencidn y el método conocido.
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volor medio
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TADLA V

fantidod determinada de creabini-
na, (ma/dl)

desviacidn tipica

coeficiente de

M¥uestra

variacidn

TABLA VI

Cantigad determinnda de creatinine
(mg/a1)

1,07
1,04
1,15
1,05
1,08
1, 117
1,16
1,09
1,12
1,03
1,0
0,04
3,67

Hétodo de csta
invencidn

Nétodo de Jailé

suero 1
‘ 2
3

4

5

6

T

8

9

v

(Yi)
1,12

0,89

(x1)
1,50
1,30
1,76
0,73
1,91
0,93
1,43
1,63
1,42
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TABLA VI (combinuacidn)

Cantidad deberminada de creatinina

. creatinina (soluecidn acuosa conteniendo 400 Fg/dl de creati~

. (mg/al)
. Método de esta
Mueatra invenéiln HMétodo de Jafié
(Yi) (xi)
10 "5,88\}5‘ | 1,12
11 1,18 1,25
12 0,43 : 0;63
13 0,63 0,92
14 0,53 0,71 .
15 - -0,22 0,33
16 | 0,61 0,88
17 - t 0,60 0,79
18 ' 1,62 '~2,o1
19 1,60 2,03
20 : 1,48 ' 1,85
valor medio Y = 0,97 X = 1,26

coeficiente de co~ v
s 7
rrelacidn Y= 0,99

regresién Y = 0,83 ¥ - 0,08
EJEIPIO 9
En este ejemplo, se afinden 20 nicrolitros de svere

(Mbni-trol I) ¥y 20 microlitros de una soluciébn patrdn de

nina) a una soluecidn formada por 1,0 ml de una solucidn de
enzima (solucidn reguladors de fosfato 0,01 ¥ a pH 7,5 con~

teniendo 0,1 mg de creatinina-desimidasa con una activida

bl

eonecifica de 0,1 widades/mg) ¥ 1,0 1 de solucidn regula-
dora de fosfato 0,1 M (pH 7,5) respectivamente y las mezclas

resultentes se incublan a 3700 durente 10 minvtos.
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"utilizan como soluciones de comparaciodn.

A las mezclas de reaccidn se afade después 1 ml
de reactive de Terricianuro-nitroprusiaio zlealino (prepa-
rado meselando cantidades igrales de hidrdxidoe addico al 10 %

nitroprusiato sddico al 10 % y ferricianuro potdsico al 10 %
y diluyendo la mezcla tres veces con agua) y las mesclag re-
sulbtantes se dejan en reposo a la femperatura amblomie dwran-
te 20 minuvtog para formur el color y se utilizan como solu-
ciones de ensaye,

Independientenente, se agregan 20 microlitros de
suero ¥y 20 microlitros de la solucidn patrdén de creatining
a wa solucidn coﬁsﬁituida por 1,0 ml de la solucidn de enzinp
y 1,0 ml de solucidn reguladora de fosfato 0,1 M (pH 7,C)

a la que se aflade, al mismo tiempo, 1 ml de reacvivo de Lferrie

cianuro-nitroprusizto alcalino. Ias mezclas resultantes ce

Se mide la densidad 6ptica de las soluciones de

ensayo a 500 mp frente a las soluciones de comparacidn. a

[l
<

parbir de la medida de la solucidn patrén de creatinina,
obtiene la curva de calibracidén de la densidad Sptica a
500 mp ¥y la concentracién de ereatinina. Basdndose en mte

dato, se calcula la concentracidn de creatinina en el suecro
a parbir de: la medida de la densidad dpbica del suero a

,

500 mp. T 7 N |

Los resultados se acueniran en las Tablas VII y
VIIi.

Ta Tabla VII muéstra los valores oblenidos cuando
se determina la cantidad de creabtinina en el sucro patrén sv~
cesivamente durante 10 veces y la desviacidn tipica y el coe-

ficiente de variacidn se calculan g pariir de los valores

obtenidos.
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Ta Tabls VITI muestra los resulbados obtenidos
cuando se determina la Cdntlﬁad de creatinine en 20 muestras

de guero por el método de esta invencidn y per el nétodo co-

nocido,
TABLA VIT
'- Cantidad determinada de creas
Ensayo n? , tining (mg/dl)
1 1,10
2 1,09
3 1,16
4 1,13
5 1,17
6 1,15
7 1,09
8 1,11
9 1,13
10 1,12
valor medio : i 1,12
desviacidén tipica 0,02
coeficiente de variacidn : 1,78
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Muestre

sueroc 1

2

KN

(te] [o BN [N

10
11
12

14

15

16

17

18 L
19

valor medio

coeficiente de
correlacidn

TABTA VITT

Cantidad determinada de creatinina

(mg/d1)
Método de esta
invencidn NMétodo de Jafré

(i) (%i)
1,20 1,50
1,00 1,30
1,39 1,76

0, A1 0,72
1,62 1,91
0,65 0,93
1,21 T 1,43
1,31 1,63
1,18 1,42
0,90 1,12
1,00 1,25
0,48 0,63
0,71 0,92
0,57 0,71
0,27 : 0,33
0,59 ~ 0,86
0,63 0,79
1,68 ' 2,01
1,62 2,03
1,51 1,85
Y= 1,07 X = 1,26

Y = 0,99

regresién Y = 0,84 X - 0,05
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formado por Brevibacterium ammoniagcnes Brevibacterium
$

- formzco por Brevibacterium ammonissenes ATCC 31169, Brevi-

=

En resumen, la Fatente de Invencidn que se solici-
ta delerd recaer sobre las sigoienteu:

EIVINDICACTONES

1. Un procedimiento pars la produccidn de creatbi-
ning-desimidasa que consiste en cultivor un microcrganism
e

proaucter de creati -iua—deéimidasa“@ertenacienve 1 género

)

.

Brevihacterivm, Corynebacterium, Pssudcomonas o Arthrobacters

en un medio nubtritive hasia que ge deteeta creatining—desi--
midase en el culfivo y decpués gislar dicha creatinina-desi-
midasa. ‘

2. Un procedimiento seztnn la Reivindicacidn. i,

donde se ggrega creatinina a dicho medio nutritivo.

-3« Un procedimiento segin la Reivindicecidn i

(XY

donde la etapa de cultivo se llevs a cabo g unz btewperaivirs
. 0 0 : 5
comprendida entre 28°C y 33°C y & un pH de 6,5 a 8,5 dqurso-

te 20 a 30 horas.

rd

4. TUn procedimicnto segin la Reivindicscidn 1.

b4

donde dicho microorganismo euu¢ seleccionado entre cl grupo

divaricgtum, Coryaebapcteriuvm liliwm, Coryebacterium gluta—

micum, Pseudomonas ovalis, Pseudomonzs crucivise, Arthrobsc—

ter ureafaciens y Arthrobacter histidinolovorans.

5: Un proccdimiento segdn'la Reivindicacidn 4,

B n

donde dicho microorzanismo estd seleceionado entre el grupo

bacterivm divaricatvm ATCC 14020, Corymebncterium 1ilium

LTCC 15990, Corvnohucterium gintamicum ARCC 31170, Pseudonc-

nag ovalis ATCC 31171, Pseudomonne cruciviase ATCC 31172,

[

Arthroloctor ureafacions APCC 7562 v arthrobaober hicr:is tinge

lovorans ATCC 11442.
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6. Un procedimiento seglin la weivindicacidn 1,
donde la creatininawdesimiéasa eg aisladz rompiendo las
celulas microbianas para formar un extracto celular y so-
metiendo dicho extrachto celular a precipibocién y adsor-
cidn y desorcidn para obtener un enzima purificado.

7. Un procedimiento segfn la reivindicacibn 1,
donde la creatinina-~desimidasa es aislada del calde de
cultivo , del cual se separan las células microbianas, por
precipitacién y adsorcidén y desorcidén para cobbener un enzl-
mz purificado

8. Se reivindica por 0ltimo como objete sobie
¢l que ha de recaer la Patente de Invencidn que se sols.cital
UN PROCEDIMIENTO PARA LA PRODUCCIOH DE CREATINEINA-DESIIIIDA-
Sha

Todo conforme queda deécrito ¥y reivindicado eu
la presente memoria descriptiva que consta de treinta ¥
tres piginas mecanografiadas. e

' Madrid, 19 agosto 1.976
BERNARDO UNGRIA

P
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