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SEF: Case 183-17

BBSPi™ DE IA 1HVS?:CI0N

la creatinina-desimidasa es producida por fermenta­

ción de microorganismos pertenecientes a los géneros Brcvi-  

bactenum, Corynebaeteriutn, Pseudomeñas y Ar-throbact ore SI

enzima es recuperado de las células microbianas y del liquide
\ •

de cultivo. El enzima se utiliza, para la determinación cuan
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t ita tiva  de la  creatinina en una muestra»

ANTECEDELES DE IA IWSNCIOH 

Esta invención se re fiere  en gene m i a la creatinina-* 

desimidasa,a un método para su producción y a l uso de la mis 

ma para la, determinación cuantitativa de la, creatinina.

la creatinina es un producto de desecho netabólico 

formada por deshidratadón no enzimática de la  creatina que 

se produce a partir di ácido creatinfosfór-ico, mía de las 

fuentes de la energía cmirádíL. muscular. la creo, t i  nina :uo es 

utilizada in vivo y es excretada corno metabolito terminal 

por la  orina. la creatinina también existe en la sangre a 

una concentración normal de alrededor de 0,7-1?5 mg/100 mi 

de suero. la determinación de la cantidad de creatinina en Ir, 

sangre y en la orina? por lo tanto? es muy ú til para, fines 

de diagnóstico en la, determinación de enfermedades del riñón 

tales como n e fr it is  aguda y n e fr itis  crónica y de trastornos 

como uretrofraxis, mercuriaüsmo, nefrosis, etc.

Hasta ahora, la determinación cuantitativa de la 

creatinina se ha realizado mediante el método colorimétrieo 

utilizando la  reacción de ñafié que comprende una reacción 

coloreada con un pie rato alcalino. Aunque la determina, ción 

colorí métrica do la creatinina utilizando un picrato a lca li­

no resulta práctica porque la operación es sencilla y esta­

ble, este método implica ciertos defectos. Debido a su caca-
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sa sensibilidad, es necesario u tiliza r una gran cantidad 

de sueroj la reacción no es específica: y la reacción está 

sometida a la ingerencia, de sustancias de la  sangre tales 

como compuestos metíIónicos activos, proteínas, antibió­

ticos, etc. Para superar estos defectos, es necesario sepa­

rar las sustancias de la  muestra o extraer la creatinina* 

Sin embargo, estas operaciones complican el procedimiento 

y, por lo tanto, constituyen un inconveniente para la  ope­

ración automática.

Ahora se ha encontrado que la cantidad de creatinina 

en. una muestra puede ser determinada con mayor sencillez, 

más correctamente y más rápidamente en comparación con el 

método hasta ahora conocido, descomponiendo la creatinina 

mediante un enzima que cataliza una reacción donde la crea­

tinina, es hidrolizsada a N-raetil-hidantoína y amoniaco y 

después midiendo la. cantidad de K-iiretil-hidantoína o amonia­

co formados.

El enzima ca ta lít ico •empleado en el procedimiento de 

esta invención es la creatinina-desimidasa.

la  creatinina-desimidasa (EC 3*5.4.21) lia sido re­

gistrada por J. Szulmajster (J. Bacteriology 25, 633, 1958 

y Biochimica et Biophysica Acta 30, 151, 1958) en las célu­

las micrabiaras de Clostridium paraputrificum en 1958. El
• N

enzima participa en la descomposición de la creatinina y 

cataliza una reacción que hidroliza la creatinina para fo r­

mar H-metil-hidantoína y amoniaco.

Sin embargo, los microorganismos del género Clostri- 

diúm son anaerobios y cuando se u tiliza r para la producción 

del enzima se requiere un largo periodo de tiempo para la 

fermentación, el crecimiento microbiano es escaso y el ren­
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dimiento del enzima es bajo. Por lo tentó, no ha, sido po­

sible producir creatinina-desimidasa a escala, industrial»

Otros investigadores han registrado hallazgos de 

cepas de organismos aerobios pertenecientes a l género 

Pseudomonas que pueden descomponer a la creatinina. Sin em- 

bargOj ninguno de estos investigadores ha registrado un mi­

croorganismo que ‘produzca un enzima capas de catalizar una 

reacción de h idrólisis donde la creatinina sea descom­

puesta para formar N-nietil-hidantoína y amoniaco. Además, 

estos investigadores han sido incapaces, de acuerdo con los 

infornes publicados, de a islar un enzima-particular capaz 

de catalizar la reacción antes mencionada.

-Ahora se ha encontrado que cuando los microorganis­

mos de los géneros Brevihacterium, Gorynebact erium, Pseudo- 

monas y Arthrobact er, se cifltivaa gáuiraedb mireenfcp, producen can­

tidades notables de creatinina-desimidasa en el líquido 

de cultivo y/o dentro do las células microbianas.

La creatinina-desimidasa obtenida mediante esta in­

vención puede ser utilizada fácilmente para la  determina­

ción cuantitativa de la cantidad de creatinina en una mues­

tra en una operación automática hasta ahora no conseguida.. 

Más específicamente, la  (antidad de creatinina en una mues­

tra puede ser determinada sencilla y rápidamente midiendo 1¡ 

cantidad de N-metil-hidantoína o amoniáco formados mediante 

la  acción cata lítica  del enzima.

COMPENDIO BE LA IBYaTOION

De acuerdo con esta invención, se produce creatinina 

desimicasa cultivando un microorganismo perteneciente al gé­

nero Brevitaoterium, Corynobacterium, Pseudomonas o Arthro­

bact er y capaz de producir creatinina-desimidasa en un me-
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1 dio do cultivo nutriente, hasta que se forma crcatinina- 

d&simidasa. en el líquido de cultivo y/o dentro de las cé­

lulas microbianas y después recuperar la creafcinina-desinii- 

dasa.

s la cantidad de crcatinina se dete ranina haciendo 

reaccionar la  creatin:i.na~desimidasa así producida con una 

muestra q.u.e contiene creatinina para catalizar la reacción 

e hiárolisar la creatinina a R-mctil-hidantoína y anonia™

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

10 tos N-metil-hidantoína o amoniaco producidos y después cal- 

culando la cantidad de creatinina en la muestra.

DESCRIPCION DEL INVENTO

15

De acuerdo con esta invención, cuando se cultiva 

un microorganismo perteneciente al género Brevibacterium, 

Corynebacterium, Pseudomonas o Arth.robacter y con capacidad 

de produccién de creatinina-desimidasa en un medio nutritivo-

.. 20

que contiene una fuente de carbono, una fuente & nitrógeno 

materias inorgánicas y otros.nutrientes apropiados, so forma 

creatinina-desimidasa en el caldo de cultivo y/o dentro de 

las células microbianas, que después se recupera.-

En esta invención, puede u tilizarse cualquier mi­

croorganismo que pertenezca a los géneros Brevibacterium,

25

CorynBbaáterium, Pseudomonas o Arthrobacter que tenga la ca- 

pacidad de producir creatinina-desimidasa. Son ejemplos 

de las cepas actualmente preferidas los siguientes:

(1) Brevibacteri.um amroni&genes KY 3462

(2) Brevibacterium divaricatum KY 3010

(3) Coryne bact erium iilium KY 3509

SO
(4) Corynebacterium glutamicum KY 3801

(5) Pseudomonas ovalis KY 4651



1 (6) Pseudomonas cruciviae KY 3961

(7) Artíirohactcr ureafaciens E3i 3152

(8) Arth.robacter histidinol-ovorans KY 315°.

Las propiedades microbiológicas de las especies de 

los rnici^oorganismos (1 ), (6) y (7) están descritos en e l 

Manual o f Determinativo Bacterielqgy de Bergey, 7a edición, 

páginas 499, 114 y 610, respectivamente. Las propiedades

10

20

25

microbiológicas de las especies de los microorganismos (2) 

anteriores están descritas en la patente japonesa publicada 

n- 20.294/63 y las de las especies de microorganismos (3) 

están descritas en-la patente estadounidense nS 3.087*863. 

Además, las propiedades mierobiológicas de las especies de 

microorganismos (4) están descritas en J. Gen. Appl, 

Microbiol., j_3, 279-301, 1967; las de las especies (5) en 

e l Manual o f Determinativo Bacteriology de Bergey, 5- edi­

ción, página, 222 y las de las especies (8) en J. B iol, Chem, 

209, 829 (1954).

Las cepas antes citadas han sido depositadas en 

el Fermentation Research Institute, Agency of Industrial 

Science and Tecnology, Tokyo, Japón, bajo los números de 

accesión FBHI-P 3207, 3208, 3209, 3210, 3211, 3212, 3213 y 

3214, respectivamente.

Estas cepas también han sido depositadas en la 

American Type Culture Collection, Rockville, Maryland, 

Estados Unidos y han recibido los números de accesión 

AICC 31169, ATCC 14020, ATOO 15990, ATCC 31170, ATOO 31171, 

ATOO 31172, ATCC 7562 y ATOO 11.442, respectivamente.-

Puede u tilizarse un medio natural o sintético para 

cultivar los microorganismos de esta invención siempre que
30

contenga una fuente de carbono, una fuente de nitrógeno,
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matéalas inorgánicas y otros nutrientes que sean asimila- 

bles por la cepa particular utilizada.

Como fuente de carbono pueden u tilizarse diversos 

hidratos de carbono como glucosa, fructosa., sacarosa, malto 

sa, mañosa, almidón, líquido hidrolizado do almidón, mela­

sas, etc., diversos alcoholes azucarados como g licero l, sor- 

b ito l, manítol, etc., ácidos orgánicos como ácido acético, 

ácido láctico, ácido pirdvico, ácido fumárico, ácido c ít r i ­

co, etc., alcoholen como motonol, etanol, cfcc., gliooles co­

mo ctilen g lico l, propilenplieol, etc., aminoácidos e hidro­

carburos como n-hexadecano.

Como fue.ite de nitrógeno, puede u tilizarse arnonia 

co, sales amónicas orgánicas e inorgánicas como clorure amó­

nico, carbonato amónico, fosfato amónico, nitrato amónico, 

acetato ainónico, etc., urea, aminoácidos y otros compuestos 

nitrogenados así como materiales orgánicos nitrogenador> como 

peptona, KZ-amina, extracto de carne, caldo de infusión de 

maíz, hidrolizado de caseína,, hidrolizado de crisálida, Ha­

rina de pescado, su producto digerido, soja desengrasada,, 

su producto digerido, etc.

Como materias inorgánicas son apropiadas el dihi­

drógeno-fosfato potásico, hidrógeno-fosfato dipotásico, clo­

ruro potásico, sulfato magnésico, sulfa.to de manganeso, sul­

fato ferroso, cloruro sódico, carbonato cálcico, etc.

Se ha encontrado que la  creatinina-desimidaea es 

un enzima adaptativo. ÍPor consiguiente, en el procedimiento 

de esta invención, puede aumentarse considerablemente el ren 

dimiento de creatinina-desimidasa agregando croatinina o una 

sustancia natural que " l a  .. contenga,tal como extracto de 

carne de pescado y extracto de buey, a l medio como inductor
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ensimátieo.

Se obtiene! resultados especialmente buenos agre 

gando creatinina en. una proporción de 0,05 a 2 $ en peso/ 

volumen a l medio.

Generalmente el cultivo se realiza a una, tempera- 

tura de 15 a 40°0, preferiblemeiite/28-33° C. Durante el cul­

tivo, el pll se mantiene a 6,0-8,5, preferiblemente a 6,5“  

8,5. 21 cultivo se prosigue basta que se forma el enzima 

y es detectado en el caldo de cultivo, generalmente a l ca­

bo de 20-30 horas. Bajo estas condiciones, se forma una 

cantidad considerable de creatinina-desimidasa en el caldo 

de cultivo y/o dentro de las células microbianas.

Para recuperar el enzima, las células microbianas 

se rompen por cualquiera de los métodos convencionales ta­

les  como desintegración ultrasónica,.molienda, presión ip- 

cániea, autolisis, etc., para obtener un extracto celular, 

la  extracción de 3a creatinina-desimidasa del caldo de- cul­

tivo y del extracto celular se realiza de la siguiente forma* 

Primero se obtiene un precipitado utilizando sales como sul­

fato amónico, sulfato sódico, etc. o diso3.ventes como aceto­

na, metanol,.etanol, etc. Cuando se u tiliza  sulfato amónico, 

se recupera la  fracción que so disuelve en sulfato amónico 

a una concentración del 40 $ de la  saturación y que precipi­

ta en sulfato amónico a una concentración del 70 / de la 

saturación. Cuando se emplea acetona, se recupera la frac­

ción que precipita en acetona a una concentración del 60

El precipitado así obtenido se somete después a 

d iá lis is  o fi3.tración de gel para separar la sal o e l cliso 3.- 

vente contenidos en el precipitado. Para la  d iá lis is  son 

apropiadas las membranas d ia líticas, como celofán, membrana
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de vejiga, membrana de colodión, etc. El disolvente d ia l í t i ­

co preferido es solución reguladora de fosfato 0,01 K 

(pH 7,0). Para la filtrac ión  de gel, se prefiere u tiliza r  

Sephadex 0-25 o 0-50 junto con solución reguladora de fos­

fato 0,01 Id (pH 7,0).

Para separar el deido nucleico de la membrana, 

se agrega gota a gota y agitando una solución acuosa de pro-* 

tamina (conteniendo una cantidad de protamina correspondien­

te a un décimo del contenido en proteina del líquido dentro 

de la membrana) y la mezcla resultante se deja en reposo 

a 0-4° C durante unos 30 minutos para formar un precipi­

tado. El precipitado formado se separa por centrifugación 

(10.000 x G-, 20 minutos) y se recupera el líquido que sobre­

nada.

Este último se pasa por una columna de DEAE-celu 

losa previamente tratada con solución reguladora de fosfato 

0,01 I  (pH 7,0). Después se pasa solución reguladora de -fos­

fató 0,01 M a través de la  columna para eluir la proteina 

impura. Después se realiza la elución por el método de 

elución con gradiente, empezando con solución reguladora de 

fosfato 0,01 M (pH 7,0) y terminando con solución regulado­

ra de fosfato 0,1 M conteniendo NaCl 0,3 M (pH 7,0). El

eluato sé recupera en fracciones. la actividad de creati- -\
nina-desimidasa contenida en cada una de las fracciones se 

mide por el método descrito más adelante, se ©mbinan las

30

fracciones activas y a las mismas se agregan dos volúmenes 

de acetona para formar un precipitado» El precipitado se re­

coge por centrifugación y se somete a d iá lis is . El líquido 

dentro de la  membrana se l io f i l is a  después para obtener 

crcatinina-desimidasa purificada en forma de polvo.
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1 la  actividad enzimática de la creatinina-desirni— 

dasa se calcula determinando la cantidad de amoniaco forma­

da cuando se u tiliza  creatinina como substrato de acuerdo 

con el método del indofenol. Kás específicamente, se mez-
s clan 0,5 mi de • solución acuosa al 1 f¡ de hiel roe loruro &

• \ f *
creatinina, 0,5 mi de solución reguladora, de fosfato 0,1 M 

(pH 7,5), 0,4 mi de agua y 0,1 mi de una solución de en­

zima y se incuba a 37°C durante 10 minutos. A la mezcla se 

agrega 1 mi de solución fenólica (preparada disolviendo
10 5,0 g de fenol y 25 mg de nitroprusiato sódico en agua su­

fic ien te para llegar a un volumen de 500 mi) y se agita la  

mezcla resultante» A esta mezcla se agrega 1 mi de solu­

ción alcalina de hipoclorito sódico ^preparada disolviendo

' 15
2,5 g de nidróxido sódico en unos 300 mi de agua, aña­

diendo 1,25 mi de hipoclorito sódico (conteniendo 10 /s de 

cloro efectivo) y después diluyendo la  mezcla con agua pa­

ra llegar a un volumen de 500 mi) y la-.mezcla se agita y se 

deja en reposo a la temperatura ambiente durante 20 minutos.

20
Se mide la  absorbancia a 630 mp mediante un colorímetro fo­

toeléctrico. Para controlar, se repite la  misma operación- 

empleando una solución de enzima previamente calentada a 

1C0°C durante 5 minutos. La absorbancia a 630 mp. de la so­

lución de control se resta de la de la solución de ensayo

25
a 630 mp. Independientemente se obtiene la curva de calibra­

ción de la concentración de amoniaco y de la absorbancia, 

a 630 mp» A partir del valor obtenido por la subtracción 

de las absorbencias, se obtiene la cantidad de amoniaco fo r­

mado» Basándose ai este valor, se calcula la actividad en-

30
zimática contenida en la muestra.

La actividad enzimática es expresada en unidades,
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sj.endo definida una unidad como la cantidad de enzima que des­

compone a un mieromol de creatinina a 37°C y a pH 7»5 en 

1 minuto.

la ere ati nina- d e si in i  das a obtenida mediante el 

procedimiento anterior actúa característicamente sobre la 

creatinina y cataliza la reacción de descomposición de la crea 

tinina en R-metil-h.i.dantoína y amoniaco. El enzima no actúa 

sobre la creatina, ni sobre el ácido crcatin ilfoo fórico, 

urea, arginina, ácido glutámico, canavaaiua, glutamina, ci~ 

tosina, guanina, etc.

Determinado por el método de filtrac ión  de gel 

descrito en BioChemical Journal 96, 595, 1965, empleando 

Sepliadex 0-200, el peso molecular dé la creatinina-dcsimioa.- 

sa es alrededor de 200.000.

El pH óptimo del enzima cuando se trata á yj°G 

durante 10 minutos es próximo a 8 y -el intervalo del plí de 

estabilidad cuando se trata a 30°C durante 30 minutos es de 

4,0 a 9,0. la temperatura óptima del enzima en la reacción a 

pH 8,0 durante 10 minutos es .próxima ■ á 50°0. Cuando se 

trata a pH 7,0 durante 30 minutos, el enzima es estalle bas­

ta 50°C y pierde alrededor del 20 fo de su actividad a 55°C.

la  acción de este enzima es inhibida por 1 MM de
■. " 2+ ?+ + iones de-metales pesados, tales como Cu , Hg" , Ag , etc. y

%
el ácido P-cloromercuribenzoico. Por lo tanto, se cree que 

en la acción del enzima participa un grupo SH.

la creatininá-desimidasa obtenida en la forma, des­

crita  es especialmente adecuada para, e l otro aspecto de es­

ta invención, a saber, la determinación cuantitativa de la. 

cantidad de creatinina en una muestra. Por ejemplo, esta se 

realiza fácilmente haciendo reaccionar una muestra que con-
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tiene crea, t i nina con. una solución reguladora de fosfato que 

contiene de 0,1 a 1,0 mg/ml de creatinina-desimidasa a una 

temperatura de 30-50°0 durante unos 10-30 minutos para h i» 

drolízar la  creatinina a N-nietil-hidantoína y amoniaco y 

después midiendo la  cantidad de I\T-iaetil~h.idantoxina formada

o la  de amoniaco formado. \ /'
{

El método de esta invención es aplicable a la  

determinación de la cantidad de creatinina en cualquier mues­

tra  que contenga creatinina y el método puede ser aplicado 

preferiblemente en particular a la  determinación de la can­

tidad de creatinina en la  sangre y en la orina. Al realizar 

la  determinación de la  cantidad de creatinina en la san­

gre, una muestra de sangre se somete a centrifugación a 

2500-3000 rpm durante unos 5 minutos y el suero obtenido se 

u tiliza  para la  reacción. En el caso de la orina la muestra 

puede ser una muestra de orina ta l como está o diluida a 

una concentración apropiada generalmente de 2 a 5 veces, con 

agua. ;

La determinación de la cantidad de lf-metil-hidan­

to ina forma,fia en la reacción puede efectuarse de acuerde 

con el método de Kirby y Berry descrito en Paper and Papere- 

lectrophoresis, Academic Press, ílew York, pág. 34-8, 1958. En 

pocas palabras, el método consiste en añadir un reactivo de 

ferricianuro-ñitroprusiato alcalino (preparado mezclando can­

tidades iguales de hidróxido sódico al 10 nitroprusiato 

sádico a l 10 fj y ferricianuro potásico al 10 % y diluyendo 

la  mezcla hasta tres veces con agua) a una muestra que con­

tiene E-metil-hidantoína. la mezcla se deja en reposo a la 

temperatura ambiente durante un cierto periodo de tiempo, ge­

neralmente durante 15 a 30 minutos, para permitir la forma­
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ción del color y después se calculo, la cantidad de If-metil- 

hidantoína midiendo la densidad óptica a 500 mu.

la üetemanación de la  cantidad de amoniaco íor

mada en la reacción puede llevarse a cabo por cualquiera de 

lo  métodos fisicoquímicos o enzimáticos conocidos, los méto­

dos fisicoquímicos adecua-dos son el método de valoración, e.l 

ensayo de Nesoler, el ensayo con ninhidrina, la reacción de 

Berthclot y la reacción con fenosafranina.

mediante el méludu de va.lwaw.uu, ¿c determina 

la  cantidad de amoniaco en la  muestra por neutralización de

la  solución de la muestra con una solución patrón de un ácido 

o por retrovaloración de la  muestra en la que el amoniaco 

formado ha sido absorbido por una cierba cantidad de ácido

(Biochem. Z. 152, 1, 1924).

Be acuerdo con el método de fíessler, la  muosbra 

que contiene amoniaco se trata con el reactivo de ííessler 

para formar un color y la cantidad de amoniaco se deter­

mina colorimétricamente (Standard Methods of Clinical Chemis- 

try, Vol. 2, pág. 186, Academic Press, K .Y,, 1958).

El ensayo con ninhidrina es un método según el 

cual el amoniaco formado se hace reaccionar con ninhidrina 

y la cantidad de producto de reacción se determina co lori­

rá ¿trican ent'e (J. lab. Clin. Med., 19, 779, 1957).* / > •
Segúh el método de reacción de Berthelot, el am£ 

niaco de la muestra se hace reaccionar con un reactivo fe - 

nólico y un reactivo alcalino de hipoclorito sódico para 

formar el color y la cantidad ele amoniaco en la muestra se

determina colorinétricamente (Clin. Chimica Acta, _8, 5,

1963).

En la reacción con fenosafranina se u tiliza  el
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fenómeno de que la fenosafranina (de color rojo ) os deco- 

lo  rada en proporción con 3.a cantidad de hipoclorrko. De 

acuerdo con este método, la mezcla que contiene amoniaco se 

hace reaccionar con hipoclorito; después se agrega a 3.a mez 

cía una solución de safranina para, que se decolore en pro- 

porción con la  concentración de hipoclorito residual y se

calcula la cantidad de amoniaco después de medir la  ab­

sorbencia de la solución de safranina residual (Proc. Soc.

Expil. Biol. Hed., 93, 589, 1956).

Un método enzimático adecuado para la determina­

ción de la. cantidad de amoniaco u tiliza  3la L-glut amato-des- 

hidrogenasa (EC 1.4,1.2, denominada ai lo que sigue C1DH) 

que es una óx id o ~redu c tas a NAD (nicotinamido-adenin -dinú- 

cleótido). la G-1DH es un1 enzima que cataliza la  reacción 

para formar ácido L-glutáraico a partir de 2-oxoglutarato y 

amoniaco. En el espectro de absorción del SfAB que actúa 

como un co—enzima en esta reacción, e3. NAD del tipo oxidado 

o del tipo reducido presenta un máximo de absorción a. 260mj.

El NAD del tipo reducido presenta otro máximo de absorción

a 340 mp pero el tipo oxidado de NAD no lo presenta. Pol­

lo tanto, puede utilizarse la absorbancia a 340 mp. para 

la  determinación cuantitativa de3. tipo reducido de NAD 

(NADIig) • Aplicando esta medida, puede determinarse la  can­

tidad de amoniaco efectuando una reacción enzimática del 

amoniaco de la muestra con 2-oxoglutarato, utilizando GLDH 

como enzima y NAD como co-enzima y midiendo la  reducción 

de la  absorbancia de la mezc3.a de reacción a 340 rup­

ia  cantidad de creatinina en el suero do san­

gre humana se mide por el métod.o de esta invención y tam­

bién por el método convencional. los resultados se encuen­



tran en la  siguiente Tabla I .

En. l a Tabla I ,  el método convencional está ba­

sado en e l método descrito por Eitamura? Genshij Jissen 

Hinsho I'Iagaku (Practice o f Therapeutic Cliemistry), Isliiyaku 

Sliuppan Ifabusliiki Káisha, págs. 243-2155? 1974.

Asimismo en la Tabla I? para la determinación 

del amoniaco formado? el método de esta invención u tiliza  

como método fisicocjuímico típico el método modificado de 

Okuda y Fujii (Saiohin Igaku, 21, 622? 1966), empleando la 

reacción de Berthelot y? como método enzimático que u tiliza  

GIDH, el método de A. lev itzk i (Anal. Biochem. 33? 335? 

1970). Para la  determinación de la cantidad de K-metil- 

hidantoína formada utilizando el método de esta inven',ion, 

se emplea el método de Kirby y Berry (Paper and Paperolec- 

trophoresis, pág. 34-8).

-  1 5 -
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TABLA I

Determinación comparativa de ?La cantidad d'

Valor medio fie la I 
cantidad determi­
nada de creatini- -i
na en el mismo sus <

Método _ _ ____  ________ISE*_____ I  .

Método conven- Método descrito en Jissen Hinsho 4,82
cional Eagaku, pág» 243-255» 1S74

A. 65

Método de es­
ta invención

Método que mide 
la  cantidad de 
amoniaco forma­
do

Método modifi­
cado de Okuda 
y Fujii

Método u t i l i -  
sa’ado e l enzi 
ma G1I3H

60

Método que mide la  cantidad de 3 4^
N-metil-hidantoina formada 7 '~

^ Preparación del reactivo! Se prepara mezclando cantiaades iguales 

sódico al 10 io y ferricianuro potásico al 10 f  y diluyendo la  mezo

valor medio cuando la' cantidad de creatinina en suero se determina
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TABLA X

Valor medio de la 
cantidad determi-

Reproducibilid ad 
simultánea

nada de creatini­
na en el mismo sue 

ro**

Desvia, 
c.i ón t i  
P i. c s»

CoeíicLsn 
te de va 
rlaciáx

Nombre del aparato 
utilizado

pi ssen Kinslio 
i , 1S74

4, 32 0,13 2, 66 Reactivo de créatinina 
kyokuto (producto de Kyo­
kuto Shiyaku líabushiki 
Eaisha)

A.íW• r '

9

0.16 3.83 Ensayo de creatinina de 
Wako- (producto de Wako 
Junyaku ICabushiki Sai sha)

étoüo modifi­
ado de Okuda 
Pujii

í * * a§

»»s53, 60
i

3 » 5 '

o ,r ¡ . 1,20
Ensayo del amoniaco Wako 
(producto de 'Wako Junya­
ku ICabushiki Eaisha)

étodo u t i l i ­
zado el enzi 
a C-LBH

fr * * 'a * •
3 > « *
*.3*71 o. iq ; 1,05 El enzima GIX'H es un 

producto de Oriental Che 
micals Co»

cantidad de 
formada

« ̂  ?

3,43. ' p, 28 » 3,60 Preparación del reactivo'-

i repara mezclando cantidades iguales de hidróxido sádico al 10 nitroprusiato 

potásico al 10 ?£ y diluyendo la  mezcla tres veces con agua»

de creatinina en suero se determina veinte veces.
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1 De los resultados ilustrados en la Tabla I  anterior, 

los expertos en la técnica deducirán rápidamente que el mé­

todo de determinación de la creatinina de acuerdo con esta 

invención proporciona resultados superiores con. una mayor

reproduoibilidad simultánea.

Ciertas realizaciones específicas de esba invención 

son ilustradas mediante los siguientes ejemplos representa­

tivos.

10

1S

20

25

jjjBtrLú i

En este ejemplo, se inocula un cultivo de Brevi- 

bact erium ammoniagen,es IIY 3462, EEBM-P n- 3207, ATCC 31169 

en 10 litros  de un medio de cultivo que contiene 2 g/ol de 

glucosa, 0,5 g/dl de hidrocloruro de creatinina , 0,1 g/d'l 

de E2HP04, 0,05 g/dl de MgS04.7H20, 0,05 g/dl de EC1 Y 

0,1 g/dl de extracto de levadura (pH 7,5) en un fermentado:’ 

vibratorio de 30 litro s  y se cultiva con aireación y agita­

ción a 30°C durante 24 horas. Después se tratan 10 litros 

del caldo de cultivo eñ una centrífuga continua y se recogen) 

alrededor de 100 g de las células microbianas. Las células 

se lavan con 5 litros  de solución reguladora de fosfato 

0,01 M (pH 7,0) y se suspenden en 2 litros  de solución regu­

ladora de fosfato 0,01 M (pH 7,0). La suspensión se somete 

a tratamiento empleando DYNOMILL (producto de W illy A. 

Bachofen, Suiza)' para moler las células. Después de la mo­

lienda, e l producto se somete a centrifugación (20.000 x O,

20 minutos) empleando úna centrífuga refrigerada y se recu­

pera el liquido que sobrenada. Se obtienen alrededor de 

30 g de un precipitado tratando el líquido que sobrenada 

con sulfato amónico a l 40-70 $ de saturación. El rendimien­

to en forma de actividad de creatinina-desimidasa conteníaa
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1 en el precipitado es del 80 i» y la actividad específica 

s"e eleva a l- tr ip le . Después se disuelve el precipitado en 

500 mi de solución reguladora de fosfato 0,01 M (pH 7,0) 

y la solución se d ia lisa  durante 4& horas ai un dialisador

s de tubo de celofán frente a 20 litro s  de solución regulado--\ •
ra de fosfato 0,01 M (pH 7,0),  'miélitras se cambia el di­

solvente cada.12 horas. A continuación, para separar e l áci­

do nucleico, se agregan gradualmente 100 mi de • una soluciói 

acuosa de protamina al 3 $> (producto de Hakarai Kagaku

10 Yakuhin Kabushiki Kaisha) a 1 l it ro  de dializado, con agí- 

taaión y la mésela resultante se de,ja en reposo a 0-/1 °i: du­

rante unos 30 minutos para formar un precipitado. El preci­

pitado asi formado se separa por centrifugación ( 10.000 x 

G, 20 minutos). El rendimiento en forma de actividad da. creí
15

tinina-desimiüasa contenida en el líquido que sobrenada es 

del 90 ^ y la actividad específica se eleva a l tr ip le . El 

líquido que sobrenada se pasa por una columna de 1 lcg efe 

DEAE-celulosa (producto de Pharmacia Fine Chemicals,, Sue-

20
cia) previamente tratada con solución, reguladora de fosfa­

to 0,01 M (pH 7,0) para efectuar la  adsorción de la creati- 

nina-desimidasa. Después la columna se lava con solución 

reguladora de fosfato 0,01. M (pH 7,0) para separar las pro­

teínas impuras. A continuación se prepara un gradiente de

25
concentración desde solución reguladora de fosfato 0,01 M 

(pH 7,0) hasta solución reguladora de f  osfato 0,1 M 

(pH 7,0) conteniendo ríaCl 0,3 Sí y se pasa, por la columna.

Se eluyen las fracciones activas de creatirdna-desimidasa 

formando un solo pico. Se combinan, las fracciones activas y

30 se añaden dos volúmenes de acetona para obtener un precipi­

tado, El precipitado se recoge por centrifugación (10.000x G,
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15

20

25

30

io _

20 minutos) y se disuelve en 100 mi de agua que ha sido des— 

mino ral i z acia por tratamiento de intercambio de ión. la  so 

lución es dializada en un dializador de tubo de celofán 

frente a solución reguladora de fosfato 0,01 M (pH 7>0) Y 

el dializado es lio filiza d o  con lo que se obtiene alrede­

dor de 1 g de crcatinina-desimidasa purificada que presen­

ta una actividad específica de 2,5 unidades/mg» El rendi­

miento tota l en forma de actividad de croatinina-oesimidasa 

es del 56 JÍ y la  actividad específica es alrededor de 60

veces.

EJEMPLO 2

Bn este ejemplo, se u tiliza  Corynebacteriuff. 

lilium EY 3509, FEEM-P nS 3209, ATOO 15990 como cepa de oul 

tivo  y un medio constituido por 3 ml/dl de extracto de 

carne de bonito (conteniendo alrededor de 3,3 g/dl de 

creatinina; 0,5 g/dl de peptona y 0,5 g/dl de glucosa (pH 

7,5 ). El cultivo se realiza en la forma descrita en el 

Ejemplo 1. Se obtienen alrededor de 150 g de las células 

microbianas. Xas células se someten a l procedimiento de ex­

tracción y purificación descrito en el Ejemplo 1 para ob­

tener alrededor de 1,5 g de creatinina-desimidasa pu rifi­

cada que .presenta una actividad específica de 1,5 unida­

des/mg.' -El^rendimiento es del 55 $>.

' EJEMPLO 3

En este ejemplo, se cultiva Pseud omonas o valla KY 

4651, FEEM-P nS 3211, ASCO 31171 en un medio constituido 

por 3 g/dl de extracto de buey,' 0,5 g/dl de peptona y 

0,3 g/dl da áacosa (pH 7,5). El cultivo se rea liza  de la 

forma descrita en el Ejemplo 1 para obtener alrededor de 

180 g de células microbianas. las células so someten al
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procedimiento de extracción y purificación descrito en el 

Ejemplo 1 para obtener alrededor de 2 g de crea t i  nina- d e s i- 

midasa purificada qu.e presenta una actividad específica de 

1,0 unidades/mg. El rendimiento es del 57 %

EJMPIO 4

En este ejemplo, se eultijíá. Arthrobacter ureafa- 

ciens EY 3152, FEHK-P nS 3213, ATCC 7562 en la forma descrita 

en e l Ejemplo 1, Se obtienen alrededor de 150 g ó-e células 

microbianas, las células se someten a l procedimiento de ex­

tracción y purificación descrito en el Ejemplo 1 para., .obtener 

alrededor de 0,5 g de creatinina-desimidasa purificada 

que presenta una actividad específica de 2,0 unidades/mg.

El rendimiento es del 57 Í~‘ •

EJ ESPIO 5

En este ejemplo se someten a centrifugación con­

tinua 10 litro s  de un caldo de cultivo obtenido cultivando 

de la  forma descrita en el Ejemplo 1 para obtener 3,5 litros 

de un líquido que sobrenada. Este último se trata con sulfa­

to amónico a l 40-70 i -  de la  saturación para obtener 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 i<¡ y la  actividad específica se eleva a l trip le . El 

precipitado se d isuelve en 100 mi de solución reguladora 

de fosfato 0,01 1 (plí 7,0) y la  solución se d ia liza  durante 

48 horas en un dializador de tubo de celofán frente a 20 l i ­

tros de solución reguladora de fosfato 0,01 M (pE 7,0) mien­

tras se cambia el disolvente cada 12 horas. Después se some­

ten 200 ral del dializado a separación del ácido nucleico, 

cromatografía en columna de DEAE-celulosa, precipitación con 

acetona y lio filiza c ión  en la  forma descrita ea el Ejemplo 1.



Se obtienen alrededor de 120 mg de creatinina-deeimidasa 

purificada que presenta una actividad específica de 2,0 uní- 

dades/mg, El rendimiento es del 52

SJE’vIPDO 6

En este ejemplo, unos cultivos de las cepas id en tifi­

cadas en la siguiente Tabla I I  se inoculan en 50 ral de un 

medio con la  misma composición que en el Ejemplo 1 conteni­

do en matraces Sakaguchi de 500 mi, respectivamente y se 

cultivan a 30°C durante 24 horas con sacudidas. Eos caldos 

de cultivo se tratan en una centrífuga refrigerada (IG.vGO :x G2, 

20 minutos) y se recogen las células microbianas. Después se 

lavan 0,5 g de las células con 50 mi de solución reguladora 

de fosfato 0,G1 M (plí 7,0) y se suspenden en 10 mi de so­

lución regaladora de fosfato 0,01 M (pH 7,0) .  Das suspensio­

nes se someten a tratamiento ultrasónico durante 20 minu­

tos utilizando un desintegrador ultrasónico (producto de 

Kaijo Denlo. Kabushiki Kaisha) y después a centrifugación 

refrigerada (20.000 x G, 20 minutos). Se recuperan los l í ­

quidos que sobrenadan así obtenidos y se miden la a c tiv i­

dad de c r e a t i  n i  n a- d e s i  i Y>. i  d a s a y las concentraciones de pro­

teína. Dos resultados se encuentran en la  siguiente Ta­

bla I I .  ;
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10

1S

20

25

30

I  AH. A XI

Actividad de creatinina-desi 
midasa

Cenas
Unidades/mg 
de proteina

Unidades/mg de _ 
masa cultivada*

Brevifcacterium ammoniagenes v’ 
KI 3462

0,042
• r  é

0,185

Brevibact erium di varicaturn 0,012 0,093
EY 3810

üoryne bact erium Ixlium 0,04-0 0» ¡75
EY 3509

Co ryne ba c t erium gluta-.nicura 
EY 3801

0,010 ° ,073

Pseudo¡nonas ovaüs 
EY 4651

0,016 0,112

'Pseudomonas cruciviae 
EY 3961

0,011 0,062

Arthrobacter ureafaciens 
EY 3152

0,025 0,120

Arthrobacter b is ti dinolovo rans 
EY 3158

0,020 0,060

*  En términos de act'ividad/ml de rnasa cultivada (caldo 
de cultivo y las células)

EJEHPLO 7

En este ejemplo, se añaden respectivamente 20 micro- 

litro s  de suero (producto de American Hospital Supply Cor­

poration, Da.de División, Estados Unidos, vendido bajo e l nom­

bre comercial d e ; .• ÍJoni-trol I ,  conteniendo 1,1 mg/dl de 

ereatinina) y 20 microlitros de una solución patrón de crea- 

tinina (solución a.cuosa que contiene 400 ug/dl de ereatinina) 

respectivamente a una solución constituida por 1,0 mi de una 

solución de enzima (solución reguladora de fosfato 0,01 M a
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pH 7,5 conteniendo 0,1 mg de creatinina-desimidasa con una 

actividad específica de 0,1 unidadeo/mg) y 1,0 mi de solución 

reguladora, de fosfato 0,1 M (pH 7,5) y las mezclas resultantes 

se incuban respectivamente a 37°C durante 10 minutos.

Transcurrido e l periodo de reacción, se añade a las 

mezclas 1 mi de reactivo fenólico (preparado disolviendo 

5,0 g de fenol y 25 mg de nitroprusiato sódico ei agua has­

ta un volumen total de 500 mi) y 1 mi de reactivo alcalino 

hipoclorito sódico (preparado disolviendo 2,5 g de hidróxi­

do sódico en unos 300 mi de agua, agregando 1,25 mi de hip< 

cío rito sódico a la solución y súpleme atando la mezcla con 

agua hasta un volumen de 500 mi) y después se dejan en re­

poso a 37°C durante 20 minutos para formar el color y su 

utilizan como soluciones de ensayo.

Independientemente, se añaden 20 microlitros de suero 

y 20 microlitros de la solución patrón de crearinina res­

pectivamente a una solución constituida por 1,0 mi de la  so­

lución de enzima y 1,0 mi de' solución reguladora de fosfate 

0,1 M (pH 7,5). Al mismo tiempo se añade 1 mi de reactivo 

fenólico y 1 mi de reactivo alcalino de hipoclorito sódico 

y las mezclas resultantes se utilizan como soluciones compa­

rativas. ■
*> /  v . .

Se mide .̂ a densidad óptica de las soluciones de en­

sayo a 640 mp frente a las soluciones comparativas. A partii 

de la medida de la  sol.ución patrón de creatinina se obtiens 

la  curva de calibración do la densidad óptica a 640 mp. 

y la  concentración de creatinina. Basándose en estos datos, 

se calcula la cpncentración de creatinina en el suero a par­

t i r  de la medida de la densidad óptica del suero a 640 mp.



Los resultados se en.euen.tran en las siguientes ta­

blas I I I  y IV. La labia I I I  contiene los valores cuando la 

cantidad de creatinina en el suero patrón se determina su­

cesivamente durante 10 veces y lo, desviación típica y.eleoe-- 

fic ien te de variación son calculados a partir de estos valo--
v /  -

res*

La Sabia IV contiene los resultados obtenidos cuan­

do la cantidad, de creatinina se determina en 20 muestras de 

suero por el método de esta invención y por el método cono­

cido.

TABLA I I I

Cantidad determinada de crea-
Ensayo número _______ t~i nina (mta/

1 1,00
2 1,07

3 1,01
4 1,09

5 i 1,00

6 0,98

7 . 1,02

8 1,00

9 • 1,05

10 . •  1,02

valor medio 1,02

desviación típ ica 0,03

coeficiente de variación 2,94
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TARTA IV

Canticiad deteratinada de creatinina (mg/dl)

Muestra
Método de esta inven 

ci ón Método de Jaffé

( l i ) (30.)

suero 1 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

7 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

17 0,58 0,79

18 v ■■ 1, 60 2,01

19 • \  - 1,55 2,03

20 1,46 1,85

valor medio Y' = 0,93 X = 1,26

coeficiente de co s(Zi - í )  (Yi -
••• - ^ = 0 . 2 0

rrelaci ón (Si -  S j 2*" {Y l~ U * ’

Regresión Y = 0,81 X -• 0,09
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EJEMPLO 8

Ea este ejemplo se anao.cn 20 raicrolitros de suero 

(Moni-trol I )  y 20 raic-tolitro s  de una salación patrón de crea- 

tinina (solución acuosa que contiene 400 p.g/cll de creatinini 

a 1,0 mi de una solución de creatinina-desimidasa (solu­

ción reguladora de fosfato 0,01 Ifl .a/pH 7,5 conteniendo 

0,1 mg de creatinina-desimidasa con una actividad especí­

fica  de 0,1 urxidades/mg)y 1,0 mi de solución reguladora de 

fosfato 0,1 M (pH 7,5) y las mezclan resultantes se incuban 

a 37°C durante 10 minutos.

A las mezclas de reacción se añade 1 mi de IsAnli 4m¡-,. 

(producto de Merck and Co.), 40 mil de 2—oxoglutarato y ; mi­

de una solución de I-glutamato-desliidrogenasa [conteniendo 

0,1 mg de L-glut amato-deshidrogenasa (producto de Oriental 

Yeast Kabushilci Kaisha) con una actividad específica de 

90 unidades/mg o másj, respectivamente, y las mezclas resul­

tantes se incuban a 37°0 durante 10 minutos. Se mide la 

reducción de absorción de las mezclas de reacción a 340 mp..

los resultados se encuentran en las labias V y VI.

; ; -Xa Tabla V muestra los valores obtenidos cuando se

determina la cantidad de creatinina en el suero patrón suce­

sivamente durante 10 veces y se calculan la  desviación t í ­

pica y el coeficiente efe variación a partir de los valores 

obtenidos.

La Tabla VI contiene los resultados obtenidos cuan­

do se determina la  cantidad de creatinina en 20 muestras de 

suero por e l método de esta invención y el método conocido.
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TABLA V

Ensayo n2
Canti dad d e t errn inad a 

na (my/cil)
de creatini-

1 1,07

2 1,04

3 1,15

4 1,05

5 1,08

b 1,11

7 1,16

8 1,09

I 9 1,12

10 1,03

valor medio 1,09

desviación típ ica . 0,04

coeficiente de variación 3,67

TABLA VI

Cantidad determinada de 
(mg/di)

creatinina

Método de esta
Muestra invención Método de Jaffé

(T i) (Xi)
suero 1 1,12 1,50

2 ■ . 0,89 1,30
' / v •3 1,32 1,76

4 0,59
\

0,73

5 1,55 1,91

6 0,62 0,93

7 1,15 1,43

8 1,21 1,63

O 1,13 1,42
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TABLA VI (continuación)

Cantidad determinada de creatinina 
________________ (mg/dl)_____________
Método de esta

Muestra invención Método de Jaffé
(Y i) (Y i)

10 0,88' /- 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 ' 0,60 0,79

18 1,62 ■2,01

19 1,60 2,03

20 1,48 1,85

valor medio

coeficiente de co­
rrelación

Y = 0,97 X = 1,26

30

Tf. = 0,99 

regresión Y = 0,83 X -  0,08

EJEMPLO 9

En este ejemplo, se añaden 20 microlitros de suero 

(Moni-trol I )  y 20 microlitros de una solución patrón de 

creatinina (solución acuosa conteniendo 400 p.g/dl de creati­

nina) a una solución formada por 1,0 mi de una solución de 

enzima (solución reguladora de fosfato 0,01 M a pH 7?5 con­

teniendo 0,1 mg de creatinina-desinidasa con una actividad 

específica de 0,1 unidades/mg) y 1,0 mi de solución regula­

dora de fosfato 0,1 I  (pH 7,5) respectivamente y las mezcla 

resultantes se incuban a 37°C durante 10 minutos.



- 2 9  ~

A latí méselas de reacción se añade después 1 mi 

de reactivo de f  e rr i ci aauro-ni t ro p rus i  ai o alcalino (prepa­

rado mezclando cantidades iguales de hidróxido sódico al 10?; 

nitroprusiato sódico al 10 ?» y ferrieianuro potásico al 10 

y diluyendo la mezcla tres veces con agua) y las mezclas re­

sultantes se dejan en reposo a la temperatura ambiente duran­

te 20 minutos para formar el color y se utilizan como solu­

ciones de ensayo.

Independientemente, se agregan 20 microlitros de 

suero y 20 microlitros de la solución patrón de creal!nina 

a una solución constituida por 1,0 mi de la solución de enzima, 

y 1,0 mi de solución reguladora de fosfato 0,1 M (pH 7,0) 

a la que se añade, al mismo tiempo, 1 mi ds reactivo de fe r r i-  

cianuro-nitroprusiato alcalino. Las mezclas resultantes se 

utilizan como soluciones de comparación.

Se mide la  densidad óptica de las soluciones de 

ensayo a 500 mp frente a las soluciones de comparación, a 

partir de la medida de la solución patrón de creatinina, g3- 

obtiene la curva de calibración de la densidad óptica a 

500 mp y la  concentración d e creatinina. Basándose en cute 

dato, se calcula la  concentración de creatinina en e l suero 

a partir de; ■ la medida de la densidad, óptica del suero a 

500 mp.. "  '  ̂■

Los resultados se encuentran en las Tablas VII y

V III.

la Tabla VII muestra los valores obtenidos cuando 

se determina la cantidad de creatinina en el suero patrón su­

cesivamente durante 10 veces y la desviación típ ica  y el coe­

fic ien te de variación se calculan a partir de los valores

obtenidos.
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¡PABIA V III

O m itidad  determ in ada 
(siifí/cíl)

de c r e a t in in a

M uestra,
Método de e s t a

in v e n c ió n  Método de J a f f é

(Y i) (Y i)

su e ro  1 1 ,20 1 ,50

2 1 ,0 0 1 ,3 0

3 1 ,3 9 1 , 7 6

4 0,61 0 , 7 3

5 1 ,62 1,91

6 0 ,6 5 0 , 9 3

7 1,21 ' 1 ,43

8 1,31 1 ,63

9 1 ,1 8 '1 ,4 2

10 0 , 9 0 1 ,12

11 1,00 1,25

12 0 , 4 8 0 , 6 3

13 0,71 0 ,9 2

14 o', 57 0,71

15 0 , 2 7 0 , 3 3

16 0 ,5 9 0 , 8 8

17 0 , 6 3 0 ,7 9

\  18 ,/;■ • 1 , 6 8 2,01
" / N •

19 1 ,6 2 2 , 0 3

20 1,51 1 ,85

v a lo r  medio Y = 1 ,0 7  X =  1 ,2 6

c o e f i c i e n t e  de 
c o r r e la c ió n Y = 0 , 9 9

r e g r e s ió n  Y = 0 , 8 4  X •-  0 ,05
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En resumen, la Patente ele Invención ctue se so lic i­

ta deberá re.caer sobre las siguientes:

RKIVraDICAGIOrfgS

1, Un procedimiento para la producción de crcaii- 

nina--u e simi das a que consiste en cultivar un microorganismo 

productor de creatinira-desiinidasa /perteneciente al género 

Brevihact erium, 0oryrebnct erium., P’seudomonas o Arthrobaeter

en un medio nutritivo hasta que se detecta c r eatinina-de si 

mi daca en el cultivo y después aislar dicha creatinina-dcci- 

midasa.

2. Un procedimiento según la Reivindicación, 1, 

donde se agrega creatinina a dicho medio nutritivo.

- 3. Un procedimiento según la Reivindicación 1, 

donde la etapa de cultivo se lleva  a calco a una temperatura 

comprendida entre 28°C y 33°C y a un pH de 6,5 a 8,5 duran­

te 20 a 30 horas.

4. Un procedimiento según la Reivindicación 1, 

donde dicho microorganismo está seleccionado entre e l grupo 

formado por Brevibacterium ammoniagenes, Brevibacterium 

divarioatura, Corynefaacterium liliara, Corynobact erium gluta-

micum, Pseud ornonas o v a l ia , P sendo monas cru c iv iae , Arthrobac- 

te r  ureafaciens y Arthrobact er h istid ino lovorans.

5¿ Un procedimiento según la  Reivindicación 4, 

donde dicho microorganismo está seleccionado entre e l  grupo 

formado por Brevibacteriua aram.onig.gon.es APCC 31169, Brevi­

bact erium d ivari catum ASCO 14020, C o ryne bu ote r i  um 1.1.1 i  um 

A ICC 15990, Coxroiebacterium glutamlcum APIPO 31170, Pseud orno-  

ñas ova l i s  ATCÍC 31171, Pcsudoaiongs cru c iv iae ATOO 31172, 

Arthrobact or ureafaci cus AI’CC 7562 y Arthrobact er hir:: :.i.no- 

lovorans Aí'CC 11442.
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6. Un procedimiento según I b reivindicación 1, 

donde la ere ati ni na-d e simio s sa es aislada rompiendo las 

células microbianas jjara formar un extracto celular y so­

metiendo diclio extracto celular a precipitación y adsor­

ción y desorción para obtener un enzima purificado.

7. Un procedimiento según la reivindicación 1, 

donde la croatinina-desimidaoa es aislada del caldo de 

cultivo , del cual se separan las células microbianas, por 

precipitación y adsorción y desorción para obtener un enzi­

ma purificado

8. Se reivindica por último como objeto sobre

e l que ha de recaer la Patente de Invención que se so lic ita  : 

ÜÍJ PROCEDIMIENTO PASA LA PRODUCCION DE CREATlMIM-DESiniPA- 

SA*

Todo conforme queda descrito y reivindicado en 

la  presente memoria descriptiva que consta de treinta y 

tres páginas mecanografiadas.

5 Madrid, 19 agosto 1.97G ‘ ,
BERNARDO ÜNGRIA

' / > •
'\
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