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N31DBIA DESCRIPTIVA

la  presente invención se re fie re  a un método con ti­

nuo para la  aplicación de procedimientos m icrobiológicos.

Dicho métalo se ap lica  a la  producción de an tib ió ­

ticos  por medio de los re fe r id os  procedimientos microbio- 

5 lóg icos .

Y e l  mismo se aplica sobre todo a la pr{flucción de 

pen ic ilin a  mediante mohos capaces de producirla.

Bs p re fe r ib le  u t i l iz a r  un líqu ido  n u tric io  para la  

propagación de "Pen icillium  notatum", y producir la  pend­

ió  c ilin a  en dicho líqu ido  n u tric io . Se p re fie re  asimismo
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utilizas* la  técnica de cultive sumergido*

ES conocido e l método que consiste en propagar "pe- 

nioiHSnmnotatum" y producir penicilina en medios nutri­

cios líquidos, utilizando la  técnica de cultivo sumergí-  

5 do* En dicha técnica, e l moho se sumerge en e l líquido 

nutricio, e l cual se somete a agitación y aireación*

Tales procedimientos microhiológicos se han llevado 

a la  práctica hasta ahora empleando e l método por parti­

das, mediante e l cual una partida del líquido nutrido  

10 es inoculada con e l respectivo moho u otro microorganis­

mo, y la fermentación es llevada a término en dicha par­

tida mientras se la  agita y airea, hasta que la  máxima 

producción da penicilina, por ejemplo, quede terminada 

en la referida partida*

15 Semejante mátodo por partidas es lento y costoso,

y tiene otros muchos inconvenientes, especialmente cuan­

do se aplica a la  producción de antibióticos, y más par­

ticularmente a la producción de penicilina mediante la  

acción del "Penicillium notatum"*

80 En e l método por partidas, e l líquido nutricio es­

té r il  esté expuesto en cada inoculación a infección que 

puede emanar del producto inoculado o de la atmósfera 

exterior, debido a errores técnicos durante la  etapa de 

inoculación*

35 En cada inoculación e l moho, que debe prepararse

separadamente para cada partida, esté expuesto a una 

mutación inconveniente, que disminuye su capacidad pro-
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dúot or a da penicilina* Por consiguiente, e l rendimien­

to está sujeto a cambios indeseables en cada nueva parti­

da*

En la, producción de penicilina en una partida de ta l 

5 medio, la  actividad da propagación úel moho aumenta has­

ta llegar a l máximo después de cierto periodo de tiempo, 

que depende de las condiciones de propagación* picha ac­

tividad disminuye luego, cuando está en su grado máximo, 

la  fermentación prolongada produce substancias que tien- 

10 den a destruir la  penicilina en la  partida de liquido* 

Tales substancias perjudiciales comprenden un exceso de 

ciertos ácidos orgánicos, o amoniaco que se produce por 

la  deaminaoión de los ácidos amínicos.

Cuando se agrega producto de inoculación a una nue- 

15 va partida de liquido nutricio, hay un largo periodo in i­

c ia l de incubación, e l cual aumenta e l tiempo y e l coste 

de la producción* Cuando la  fermentación de 3a partida 

ha terminado, es necesario vaciar y limpiar e l fermonta­

dor o depósito, esterilizarlo  después del vaciado, luego 

20 llenarle con una nueva partida de liquido nutricio, y 

después esterilizar dicha nueva partida en e l depósito* 

gste procedimiento bastante largo aumenta aán más e l 

tiempo y e l coste de la producción*

Be acuerdo con e l método de la invención, se asegura 

28 una producción continua y se eliminan los inconvenientes 

antes mencionados* Se utilizan una pluralidad de reci­

pientes de fermentación, dos o más, que se emplean en
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serie*
Se propaga e l moho o. otro microorganismo en e l me­

dio nutricio del primer formentadiar, y se mantiene en e l  

mismo la  fermentación en un valor in ferior al que produ- 

5 o iría  substancias inconvenientes, o un exceso de substan­

cias que son perjudiciales en una concentración elevada*

Se transfiere parte del líquido nutrioio y moho u otro 

microorganismo parcialmente fermentados desde dicho p r i­

mer fermontador a l siguiente* Se toman otras preoaucio—

10 nes y medidas que luego se explicarán*

Otras muchas características y ventajas de 3a inven­

ción se indican en la  siguiente descripción que se hará 

con auxilio del dibujo esquemático adjunto*

La invención quedará aclarada por medio de un ejem- 

15 pío, que se refiere a la producción de penicilina por me­

dio de "Penicillium notatum".

E J E M P L O .

ETAPA NQ 1*

El primer fermentador o recipiente A está cerrado^ 

salvo para la  admisión de productos esterilizados, para lo 

SO cual se encuentra en comunicación con un recipiente 0 que 

contiena e l producto de inoculación, y con dos recipien­

tes de almacenado D y D* que contienen e l líquido nutri­

cio esterilizado* la  capacidad de dicho primer fermenta­

d a  A es de 27*860 litros* gste recipiente A, que consti- 

25 tuyo una primara zona de fermentación, se llena parcial­

mente con un primer suministro de 18*173 litro s  da líqu i­

do nutrioio, que se compone de 17*263 litro s  de agua, 589
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kilogramos 4a licor corriente de macerad ón da maíz y 

294 kilogramos de azúcar de leche. Puede utilizarse  

cualquier líquido nutricio apropiado.

El líquido nutricio se esteriliza calentándolo en 

los recipientes cerrados A y D y D* a una presión de 

6*79 kilogramos por 2*54 centímetros cuadrados, que co­

rresponde a una temperatura de unos 1210 o ., durante un 

período de tiempo da 45 minutos.

las tuberías de comunicación entre a l recipiente A 

y los recipientes B, o, D y D* están cerradas durante di** 

oho período de caldeo^ Esta aplicación de calor esteri­

liz a  también e l interior del recipiente A. Dicho reci­

piente cerrado A y su contenido se enirían luego a una 

temperatura de 240 c . , permaneciendo cerradas mientras 

tanto dichas tuberías de comunicación. Siendo e l dibujo 

adjunto puramente esquemático, las válvulas necesarias 

da las referidas tuberías no están indicadas en el mismo.; 

la alimentación de los respectivos recipientes puede efec­

tuarse por la acción da la gravedad, o bien pueden u t i l i ­

zarse bombas, siempre que todas las partes se mantengan 

absolutamente estériles y estén protegidas contra toda 

contaminación$debida a microorganismos descarriados.

ETAPA NO 2.

Después de haberse enfriado e l líquido nutricio es­

terilizado del recipiente A a 240 c ., se inocula la  par­

tida de 18.173 litro s  con 454 litro s  de producto de ino­

culación típico procedente del recipiente C. El moho se
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propaga en e l liquido nutricio üal referido recipiente A 

durante un periodo de 46 horas, manteniéndose durante e l 

sdsmo la  temperatura a 240 o* Dos 454 litro s  de producto 

de inoculación se mezclan inmediatamente de modo uniforme 

oon los 18*173 litros  da liquido nutricio* En este ejem­

plo, se u tiliza  la técnica de cultivo sumergido para pro­

pagar e l moho* El contenido del recipiente A se agita v i­

gorosamente, y e l desarrollo del moho se promueve hacien­

de pasar 76 metros cúbicos da aire e sté r il por minuto a 

través del contenido del recipiente A por medio del apa­

rato agitador y distribuidor corriente, insuflándose di­

cho aire en dirección ascendente en la forma usual, para 

asegurar una aireación continua y uníforna de dicho con­

tenido* Esta se efectúa a razón de 0*018 nstros cúbicos 

de aire aproximadamente por minuto, por cada 4*54 litro s  

de líquido nutricio de la cantidad in ic ia l.

Como queda dicho, e l periodo de propagación en e l re­

cipiente A es de 48 horas* Al término de dicho período, 

e l pH del contenido del deposito es de 7,0 a 7,2, según 

sea la clase de moho utilizado*

Al término de dicho periodo de 48 horas, el conteni­

do de moho es de 0,5 a 0,6 gramo (base seca) por cada loo 

centímetros cúbicos de liquido nutricio*

Si e l liquido se hiciera fermentar en e l recipien­

te A hasta @1 grado máximo por medio de "Penicillium no- 

tatum", la  producción de moho seria de 0^7 a 0,8 gramo 

(base seca) aproximadamente por cada 100 centímetros cú-
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Líeos de líquido nutricio, y e l pH sería de 7,3 aproxi­

madamente*

Al término de este período de propagación da 48 ho­

ras en e l recipiente A, la  actividad, de la propagación 

5 se encuentra en su grado máximo?; pero la fermentación no 

ha produoido todavía substancias perjudiciales, ni un ex­

ceso da substancias que lo son a una concentración eleva­

da* Esta fase nociva d.e la  fermentación, que produciría 

amoniaco o un exceso da ácidos orgánicos, sucede a la  de 

10 la  máxima proporción de propagación, después de un corto 

período de tiempo.

ETAPA NO 3*

El líquido fermentado del recipiente A# inmediata­

mente después de terminado dicho período de 48 horas, se 

16 hace pasar en forma continua a l segundo fermentada o re­

cipiente B, a razón da 375 litro s  por hora* Dicho reci­

piente B es e sté ril y constituye una segunda zona de fe r ­

mentación* El liquido que se hace pasar a l mismo contie­

ne liquido nutricio no consumido, bolitas de moho y peni- 

80 oilina. E l contenido del recipiente A se mantiene en un 

volumen constante de 18*173 litro s , haciendo pasar nuevo 

liquido nutricio esterilizado desde e l recipiente de a l­

macenado D o D* a l recipiente A, en la  misma proporción, 

de 376 litro s  por hora* Dicho nuevo líquido nutricio 

85 tiene la misma composición que e l in ic ia l del recipiente A 
y se suministra a l  mismo a una temperatura de 24o c+, que 

es la que se mantiene en dicho recipiente A*

í  r&  CENTIMOS]
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La renovación del contenido del recipiente A median­

te la  admisión de nuevo liquido nutricio totalmente no fe r -  

mentado, tiene por efecto evitar que la  fermentación en 

dicho recipiente alcance e l punto o valor perjudicial en 

5 que se producen substancias no convenientes o concentra-* 

clones excesivas de materias que sólo son inocuas en con­

centraciones reducidas* Al mismo tiempo, se mantiene el* 

valor de la  propagación del moho en e l  referido recipien­

te en su grado más violento y activo#

10 B l recipiente B tiene una capacidad de 9*086 litros*

El material procedente del recipiente A se hace pasar a l  

mismo durante un período de rellenado de 12 a 16 horas, 

cuidando de que e l volumen del contenido de este recipien­

te B se mantenga inferior a unos 6.814 litros#. E l mate- 

16 r ia l  que se suministra a l mismo procedente del recipiente 

A tiene por lo menos 160 a 260 unidades de actividad por 

centímetro cúhioo, según sea la  clase del moho productor 

de penicilina#

Durante e l período de rellenado, la mezcla de líq u i-  

80 do nutricio y moho y penicilina que se suministra desde

e l recipiente A a l B se mantiene en éste a una temperatu­

ra de 240 o*, que es la  que se conserva en todo tiempo en 

dicho recipiente B*

E l valor de la propagación del moho en e l referido  

86 recipiente B se reduce por debajo de la  de propagación 

en e l recipiente A, evitándose de este modo la  formación 

de amoníaco, exceso da Acidos orgánicos y otras materias
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nocivas.

ETAPA NO 4.

Una vez que e l contenido del ¡recipiente B 

zado e l  v^luman reqt^rido de unos 6+814 litro s , se man­

tiene éste constante extrayendo material del mismo en la  

misma proporción en que se ha alimentado, es decir a ra­

zón de unos 375 litro s  por hora. E l proceso es, por con­

siguiente, continuo después de dicho periodo in ic ia l de 

rellenado de 13 a 16 horas. E l material que se saca de 

este modo en forma continua del recipiente B es e l caldo 

o producto fin a l. Este tiene un contenido de penicilina 

por lo menos de 250 a 350 unidades por centímetro cubico. 

Su pH es de unos 7,3. Mientras tiene lugar e l procedi­

miento continuo, e l valor de la  propagación del moho en 

e l depósito B se mantiene lo  suficientemente inferior a 

la  de propagación del moho en el recipiente A* a fin  de 

evitar la formación de amoniaco, exceso de ácidos orgáni­

cos y otras substancias nocivas#

Continuando la fermentación en e l recipiente B, sin  

aireación, puede mantenerse e l valor del desarrollo de mo­

ho en e l mismo en un grado inferior a aquél en que se pro­

ducen las materias perjudiciales. La mezcla contenida en 

dicho depósito puede, si se desea, agitarse mecánicamente, 

sin aireación, durante el período de rellenado y mientras 

está en curso e l proceso continuo.

Puede efectuarse uha cierta aireación del material 

del recipiente B. Por ejemplo s i la segunda cantidad in -
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troducida en e l mismo se mantiene en un volumen ¿La 6+814 

lit io s , puede utilizarse aire estéril para airear dicha 

cantidad, por medio gal aparato agitador y distribuidor 

usual, a razón da 6 metros cúbicos por minuto; esto es,

5 a razón de 0'0039 metros cúbicos aproximadamente# por mi­

nuto, por cada 4*54 litro s  de liquido nutricio de dicha 

segunda cantidad# El aire se insufla en dirección ascen­

dente a través de ésta, en la  forma usual, utilizando e l 

agitador corriente#

10 He aquí algunas de las ventajas importantes de la

invención:

Se extrae e l material del recipiente A cuando el mo­

ho está en su fase más violenta y activa, y antes de que 

se produzcan en e l liquido nutricio excesos de ácidos orgá- 

15 nicos o amoniaco#

Al extraer liquido del recipiente A y reemplazar e l 

volumen extraido con nuevo liquido nutricio, se diluyen 

los productos de la fermentación en e l contenido de di­

cho recipiente* Esto es conveniente, porque una concen- 

80 tracion excesiva de tales productos de fermentación im­

pide que el moho permanezca tierno, fuerte y sano, con 

la  actividad enzimica deseada*

El peligro da infección queda evitado o reducido 

al mínimo.

85 Ba cantidad de producto de inoculación queda muy

reducida, en comparación con e l sistema por partidas* 

Bicho producto, después de introducido en un recipien-
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te de alimentación, no puede ser esterilizado de nuevo, 

y debe utilizarse inmediatamente, una vez puesto en dis­

posición para e l uso* por e l contrario, e l medio nutri­

cio e sté ril contenido en los recipientes D y D* puede ser 

6 esterilizado de nuevo siempre que se desee, y después de 

haber sido esterilizado puede quedar almacenado durante 

días o semanas antes de ser empleado.

El peligro de un cambio indebido en la calidad que­

da reducido en gran manera, s i no eliminado, debido a que 

10 se u tiliza  continuamente e l mismo moho, propagándolo sin  

interrupción en idénticas condicionas.

El envejecimiento excesivo del moho¿ que es caracte­

rístico  de la producción mediante e l sistema por partidas, 

queda eliminado. Semejante exceso de envejecimiento po- 

15 ne en peligro la  penicilina producida previamente. Ba es­

tabilidad da la penicilina contenida en e l caldo fin a l, 

que se extrae del recipiente B, queda aumentada en gran 

manera.

El procedimiento continuo es más económico y propor- 

30 oiona una producción más elevada que e l procedimiento por 

partidas.

Pueden efectuarse numerosos cambios, adiciones y omi­

siones en la  forma de realización que se ha indicado cono 

preferible# sin  apartarse del alcance de la invención,;

85 Pueden u tiliza rse  más de dos ¡Sarmentadores. la  corriente

de material a través del sistema no ha de ser necesaria­

mente continua. El volumen de líquido en los recipientes
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respectivos no ha, de mantenerse forzosamente constante*

Da invención comprende las respectivas etapas y subsidia­

rlas combinadones ge todo e l procedimiento#

De un modo general, puede decirse que sólo se fer­

menta parcialmente e l líquido nutricio por medio de un 

moho productor de penicilina en e l recipiente A, que re­

presenta una primera zona do fermentación# Se extrae del 

mismo una parte de dicho líquido nutricio y moho parcial­

mente fermentados. Se reeaplaza dicho líquido por un nue­

vo líquido nutricio estéril# Se prosigue la fermentación 

del líquido nutricio extraído y parcialmente fermentado, 

en un grado inferior a l de la  fermentación en la  primera 

zona representada pea? el reoipiente A. ss preferible man­

tener cantidades de líquidos de volúmenes constantes, tan­

to en dicha primera zona de fermentación A, como en cada 

una da las zonas sucesivas de fermentación#

Es preferible mantener la partida de líquido nutri­

cio y moho del recipiente A a un pE de 7,0 a 7,2, y prose­

guir la fermentación parcialmente consumada fuera de dicho 

recipiente, a un grado de fermentación in ferior a l que tie ­

ne lugar en la  celda A, hasta que e l pE fina l del producto 

fina l sea de 7,2 a 7,4#

Reemplazando en e l primer recipiente e l líquido ex­

traído por nuevo liquido nutricio en la  proporción antedi­

cha, se mantiene en e l mismo la propagación en su grado 

máximo, y se evita que e l líquido nutricio quede completa­

mente fermentado#
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Por la patente de invención a que se refiere la pre- 

sente memoria descriptiva se REIVINDICA la  propiedad y la  

explotación exclusiva de:

1 .- Un método continuo paya la aplioaoión de procedí'" 

mientos microbiológieos, sobre todo para 3a producción de 

penicilina mediante la  fermentación de una cantidad de me­

dio nutricio líquido con moho productor de penicilina, que 

consiste en airear dicha cantidad de medio contenida en un 

recipiente a la vez que se propaga dicho moho en e l mismo 

mediante cultivo sumergido, mantener la propagación del 

moho en el mismo prácticamente en su grado másame haciendo 

fermentar sólo parcialmente dicho medio en e l recipiente y 

extrayendo de éste una cierta cantidad de medio parcial­

mente fermentado para reemplazarla por nuevo liquido nu­

tric io , y completar la  fermentación de dicho medio extraído 

y parcialmente fermentado, fuera de dioho recipiente a un 

grado in ferior de aireación y de fermentación, mantenién­

dose e l nivel de la penicilina en e l antedicho recipiente 

por lo menos en 150 a 250 unidades de penicilina por cen­

tímetro cubico#

2#- Un método continuo para la aplicación de prooedl** 

mientos microbiológieos, sobre todo para la producción de 

penicilina mediante la fermentación da una cantidad de me­

dio nutricio liquido con moho productor de penicilina, que 

consiste en airear dicha cantidad de medio contenida en un25
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recipiente a la vez que se propaga dicho moho en e l  mismo 

mediante cultivo sumergido, mantener la propagación del 

moho en e l mismo prácticamente en su grado máxino haciendo 

fermentar sólo parcialmente dicho medio en el recipiente y 

extrayendo de éste una cierta cantidad de medio parcial- 

mente fermentado para reemplazarla por nuevo líquido nu­

tric io , completar la fermentación de dicho medio extraído 

y parcialmente fermentado, fuera del recipiente, en un gra­

do in ferior de aireación y de fermentación, manteniéndose 

e l nivel de la penicilina en e l antedicho recipiente por 

lo menos en 150 a 250 unidá&e^ do penicilina por centíme­

tro cúbico, y hacer fermentar oomplemantariamente e l l í ­

quido nutricio extraído y parcialmente fermentado, fuera 

da dicho recipiente, por lo menos hasta obtener 350 uni­

dades de penicilina por centímetro cúbico#

3*- Uh método continuo para la  aplicación de procedi­

mientos miorobiológicos, sobre todo para la producción de 

penicilina mediante la  fermentación da una cantidad da 

medio nutricio liquido con moho productor de penicilina^ 

que consiste en airear dicho medio contenido en un reci­

piente a la vez que se propaga e l moho en e l mismo por me­

dio da cultivo sumergido, mantener la  propagación del moho 

en e l mismo prácticamente en su grado máximo haciendo fe r­

mentar sólo parcialmente dicho medio en e l recipiente y 

extrayendo da este una cierta cantidad de medio parcial­

mente fermentado para reemplazarla por nuevo liquido nu­

tric io , completar la  fermentación de dicho medio extraído
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y parcialmente fermentado, ruerat u.cl re cim iente, en un gra— 

do in fe r ió ?  de a ireación  y de fermentación, manteniéndose

5

e l  n ive l de la penicilina en e l antedicho reo ip ien te por 

lo  menos en 150 a 250 unidades de p en ic ilin a  por cen tí­

metro cúbico, y hacer fermentar complementariamente e l  l í ­

quido nu tric io  extra ído y parcialmente fermentado, fuera de 

dicho rec ip ien te , por lo  menos hasta obtener 350 unidades 

de pen ic ilin a  por centímetro cúbico, llevando a cabo esta 

fermentación ad icional prúcticanente sin aireación*

4*- la  propiedad y la  explotación exclusiva d e l obje­

to de la  patente, sean cuales fueren las circunstancias que 

concurran con su esenoiaiidad defin ida en las anteriores 

reiv ind icaciones, cual objeto es:

"Uh método continuo para la  aplicación de procedimien­

tos o ic rob io lóg icos ".

Consta 1c, presente memoria de eulnee hojas fo liadas , 

escritas  por una sola cara.

Barcelona, 15 de Mayo de 1950.

P. p. da: 30HENEEY INDUSTRIES, In c .,
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