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IBIDRIA  DESCRIZTIVA

Ie presente invencldén se refiere & un metodo conti-
nuo par> 1a splicacidn de procediuientos microbioldgicose

Dicho método se snlica & 12 produceidn ds entibib-
tigos 150:: rnedio ds los referiios procedimientos mierobio-
18gicos.

Y ol mismo Se uplica sobre touo = la proiuceidn da.
peniciling medisnte mohos c2paces de producirla.

88 proferible utilizoy un Ifquido nutricio pars la
propagacidén de "Penicillium notatum®, y producir la peni-

-

eilina en aicho 1fculdao nutricio. Se preiiere &simismo
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utilizar 12 téonica ds cultivo sumergido.

ES conoeldo el método que consliste en propagar ¥Pe~
nicixﬂxmanotatumﬁ ¥y producir penicilina en medios nutri-
cios 1fquidos, utilizanmdo la tdonica de cuitivo sumergi-~
d0s En dicha téenios, el moho Se sumerge en el lfquido
nutricio, el cual se somete & agitacidn y sirescidn.

Tales procedimientos microbioldgicos se han Llsvado
a la préotioco haste shora empleando el método por porti=
das, mediante el cual una pertids del 1{quido nutricio
es inoculads con el respectivo moho u otro microorganis~
mo, y la fermentacidn es llevads & término en aicha psr-
t1ds mientras se la agite y sirea, hasta que la méximg
produceidn de penicilina, por ejemplo, queds termingds
en la roferids partidss

Seme jante método por partidiss es lento y costeso,
¥ tiene otros muchos inconvenientes, especialmsnte cuan-
do se aplica a la produccidn de antibidticos, y mfés par~
ticularmente & lo produccién ds penicilina mediante la
aceidn del '"Penicillium notatum'e

En el método por partidas.ﬁel 1iquiao nutricio es~-
teril estéd expuesto em ctda inoculecidn & infeccidn que
Pusde emanaxr del producto inoculado o ds 1l atmésfbra‘
exterior, Gebido & errores tdonicos dursonte la etepa de
inoculacidn. |

En cada inoculacidn el mcho, que debe preparsrse
separadamente purs cada partida, estd expuesto & uns

mutacidn inconveniente, qQue disminuye su ctpacidsd pro-
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ductora ds penicilina. ©Por consiguiente, el rendimien~
to estd sujeto & combios indeseables en cods nusve partie-
o |

En la, produceidn de penicilina en uns partids de tai
medio, 1a sctividad de propagacidn del moho suments has-
ta lleger al méximo despuss ds oierto perfodo ds tiempo,
que dspende ds las condiciones de propegecidéne Dpichs so=-
tivided dismimuye luego. Cuando estd en su gredo méximp;
la fermantacidn prolongada”pﬁoduce substancias que tien-
den 2 destruir 1& penicilina en la partids de 1iquidos.
Taies substahci&s per judiciales comprendsn n exceso ads
clertos doidos orgdnicos, 0 amonieod que Se DYOAUGS DPOr
la deamingcidn de los dcidos smfnicos.

guendo se agregs producto ds inoculacidén & uns nue~
va partids de 1lfquido nutricio, hay un largo periode ini~
cial de incubacidn, el cusl aumsnte el tiempo ¥y el coste
ds la produccidne Cusndo la fermentscidén de 1= partide
he terminado, es necesario vacier y limpiar el fermente-
dor o depdsito, esterilizarlo despuds del vacisdo, luego
1lensrle con une nusve partida de liquido nutricio, y
después esterilizar dlcha nueva partide en el dspdsito..
Este procedimiento bastante largo awmenta adn més el
tiempo ¥ el coste de la produccidne

De scuerdo con el método de laz invencidn, se &segurs
une proawseidn continua y se eliminsn los inconvenientes
antes moncionzdose Se utilizan una pluralidad de reci=

plentes de fermentacién, dos o més, que se emplean en



e

serie.

Se propaga el moho u otro microorganismo en el me-
d10 nutricio del primer fermentador, y se mantiens en el
mismo 1a fermentecidn en un valor inferior &l que produ-

B cir{s substancias inconvenientes, 0 un exceso ds substan~
cias qus sOn perjudiciales en una concensracidn eleva&&Q
Se transfiere parte del 1{quide nutrioio y moho u otro
microorganismo parclalmente fermaﬁxados desds dicho prif
mey fermentador al sigulentes Se toman otras precaucio-
. : 10 nes y medidas que luego se expliocaréne

otras muches ceracteristicas y ventajas de 13 inven-

ol

cién se indican en la siguiente desoripcidén que se haré
oon auxilio gel dibujo esquemético sdjuntos
. Ta invencidn quedard aclarsds por medlo de un ejem-
15 plo, que se refiere a.la proiuccidn de penicilina por me~
dio ds ?Penicillium notatum®,

- )

EJEKEPLO.

ETAPA N@ L.
EL primer fermentadior o recipiente A esté cerrado,
salvo pars la admisidn de productos esterilizsdos, para lo
20 cusl se encuentra en comunicacidn con un reciplente ¢ que
contiens el producto ds inoculacidn, y con dos recipien~
tes de almscenado D y D! que contienen el liquidoe nﬁtri~
010 esterilizado. Xo o8pacidad de dicho primer fermenta=
dor A eS de 27.260 litros. EBste reciniente A, que consti-
85 tuye un2 primera zona de fermentacidn, se llens parcisl-
mente con un primsr suministro de 18.173 litros de ligui~

. do nutricio, qus se cOmpone de 17.263 litros de agua, 589
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kilogramos da licor corriente de meceracidn ds maiz y
294 kilogramos de azlcar de leches Puede utilizarse
cualquier 1{ouidoe nutricio apropiado.

El 1{quido nutriclo se esSteriliza calenténiaolo en
103 recipientes cerrados 4y D y DT & una presidn de
6179 kilogramos por 2154 cent{mstros cuadrados, que cO=
riespond.e a une ‘benqaez:atura de unos l2l@ C., durante mn
periocdo de tiempo de 45 minutose. )

Ins tuber{as de comunicacidn entre el recipiente &
¥ los recipientes B, G, D ¥ DY eatén cerrsdas durante di-
cho periodo ds caldeo. Esta aplicacidn ds calor esteri~
liza también el interior del recipiente A+ Dicho reci-
piente cerrado A y su contenido se enfrfan luego & uns
temperatura de 24Q (., perm8neciendo cerradas mientras
tonto alchas tuberf{88 de comunicacidn. Siendo el dibujo
adjunto puremente esquemético, las védlvulas necesaries

ds las referidss tuber{ess no estén indicadns en el mismoe.

Is alimontacidn ds 10s respectivos recipilentes pusde efec~

tuarse por 12 mccidn de la gravedad, o bien pueden utili~
zgrse hombas, siempre que todas las partes se mentengan
absolutemente estériles y estén protegldas contre tode
contaminscidnydebida & mioroorganismos desScarriados.
BTAPA NQ 2.

" DesSpuds de haberse enfriado el 1fquido nutricio es-
terilizado del recipiente A &8 242 (s, Se inocula lz par~-
tidm de 18.173 litros con 454 litros de producto de inoe
culacidn t{pico procedente del recipiente Cs EL moho se
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Propage en el 1iquido nutricio del referido recipients A
durante un perfodo de 48 horas, manteniéndose durante el
mismo la temperaturs a 246 Ce LOs 454 litros de producto
de inoculacién se mezclan inmediatamente de modo uniforme
oon los 184173 1litros de liquido nutricio. En este ejem~-

ple, se utiliza la tdonica de cultivo sumergido pars pro-

pager el mohoes E1 contenido dsl recipiente A =me agita vie

gorosamentes, y el desarrollo del moho sSe promusve hacien~-
do peser 76 metros cftbicos de &ire estéril por minuto a
través del contenido del recipiente A por medio del.apaf
rato agitader y distrdbuidor corriente, insufléndoée aie
cho zire en direccidn ascendsnte en la forma ususl, pers
asegurar una airescidn contfnus y uniforme de dicho cone
tenido. Ests so efoctia & razdn ds 0'018 metros ofbicos
de aire aproximodamente por minuto, por céda 4754 litros
de lfquido nutricio de 1l& contided intcisle

como queds aicho, el perfodo de propagecidén en el re-
cipiente A es de 48 horas. Al término ds aicho periodo,
el pH del contenido del dspdsito es de 7,0 a 742, Segtn
gsea la clase de moho utilizeado.

AL términod de dicho perfodo de 48 horas, el conteni-
4o de moho es de 0,5 & 0,6 gramo (base sec&) por cads 100
cent{metros cébicos de 1{quido nutricios |

81 el 1{quiao ss hiciera fermentar en el reciplen=
te A hasta el grado méximo por medlo ds "Peniciilium no=
tatumﬁ, la produccidén de moho seris dae 0;7 & 0,8 gremo

(baseaSeca) éproximademente por cads 100 centimetros ci~-
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bicos de 1fquido nutricio, y el pH ser{s de 7,3 aproxi-
maiamenteg

4l termino de este perfodo ds propageecidén de 48 ho-
ras en el recipiente A, 1l& sotividad de 12 propagacidn
Se encuentra en su gredo méximoy pero la fermentacidn no
he produoido todavia substancias per judiciales, ni un ex-
ceS0 de substencias qus 10 son a un2 ooncentracidn elevae-
de. RSta fose nociva de la fermentzcidn, que producirfs
amonioco 0 un exceso ds doidos orgdnicos, suceds & la de
la méxime proporoidn de propagacidn, despuds de un corto
per{odo de tismpoe.
ETAPA TQ 3. ’

El 1{quido fermentedo dsl recipiente Aj inmediata=
mente despugs de terminado dlcho perfodo de 48 horas, se
hace pasér en forms continua al segundo ferme ntador O Ye-
oipiente B, & razdn de 375 litros por horas Dicho reci~-
piente B es estéril y constituye uns segunds zona de fer-
mentacidne Bl 1{quido que se hace pasar &l mismo contie-
ne 14quido nutricio no consumido, bolitas de moho y peni-
oiling. EI contenido del recipiente A se mantiens en un
volumen consitante de 18.173 litros, hacilendo pasaer nuevo
1{qmido nutricio esterilizado desde el recipiente de &l
mécenado D o D! &l recipiente A, en la misme proparcidn
de 5’75‘1113::035& hor&ge Dicho nuevo liquido nutricio
tiens 1a misme composicidn gue el inicisl del recipiente A,
7 se suministra al mismo & uns temperatura de 249 Ce, qUe

-
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Ie renovecién del contenido del recipiente A medien-
te le samisidén de nuevo liquido nutricio totalmente ne: Zer=-
ment2do, tiens por efecto evitar que la fermentacidén en
dicho recipiente &lcance ol punto o valor perjudicial en
qus se producen substancias no convenientes 0 concentra~
ciones excesivas de materiss que s6lo son inocuas en con-
centracionss reducidas. Al mismo tiempo, se mantliens el
valor de la propagacién dsl moho en el referido recipien~
te en su grado mds violsnto y zctivoe i

El recipiente B tiens una cupacidsd de 9.086 litrose.
Bl materisl procedente dsl recipiente A se hace pasar al
mismo qurente un perfodo de rellenado de 12 & 16 hores,
ouidendo® de que el volumen del contenido de esSte recipien~
te B se mantenga inferior & unos 6.814 1itrose. El mate~
rial que se suministras al mismo procsdente del recipients
A tiene por 1o menos 150 & 250 unidades de actividsd por
cent{metro oibico, segin sea la clase asl moho productor
de penliciling.

Durante el per{odo das rellenado, l& mezcla ds 1{qui-
40 nutricio y moho y penicilina que se suministrs dssde
el recipiente 4 81 B se montiens en este & una temperatu~
ra da 240 0,;~que eSS lm que sSe conservd on todo tlempo en
dicho reciﬁiente Be

Bl valor de ls propagacidn del moho en el referido
roolpiente B se reduce por debajo de l& de propegseldn
én 8l recipiente A, eviténdose ds este modo la formecidn

de amonisce, exceso de fcidos orgénlcos y otras materias
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nocivase
BTAPA NQ 4.

Una vez que el contenido del reciplents B he alcanw
z8d0 el vhlumen Yequerido ds unos 6814 litros, Se man=
tiene éste constante extreyendo materisl del mismo en le
misme proporeidn en que se ha alimentado, es decir & ra-
zén de unos 375 litros por hora. EL proceso es, por con-
siguiente, conti{nuo despuss de dlcho perfodo inicial de
rellensdo ds 12 & 16 hdras. El material que se saca ds
este modo en forma continua dsl reciniente B es el o&ldo
0 producto finsl. Este tiene un contenido ds peniolline
por 1o menos de 250 a 350 unidedes por centimetro c@ibico.
Su pH es d¢ unos 7,3 Mlentras tiene lugsr el procedl~
miento continuo, el valor ds la propagacidn dsl moho en
ol dsp0sito B se mantiene 10 suficientemente inferior a
la de propagacién del moho en el recipisnte Ay & fin de
evitar Ia formocidn ds smonisco, exceso ds Loidos orgéni-
cos y otras su’bstandias noclvase

gontinuendo le fermentacién en el recipiente B, sin
airea&ién, pueds montensrse el valor del desarrolle de mo-v :
ho en el mismo en un grado inferior & aquél en qué Se¢ pro=-
ducen los materias perjudiciales. Ie mezcla oontenids en
dicho depdsito puede, Si ss dssea, agitarse mecénicamente,
sin sirescidn, durante el perfodo de rellenado y mientras
estd en curso el proceso continuoe

Pusds efoctucrse uha olerta airescién del material
del reciplente Be Por ejemplo si 18 segunds cantidsd ine
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troaucids en el mismo se mentiene en un volumen de G814
1iiros, puede utilizarse eire estéril pare elresy diche
cantidad por medio dekl aparato agltadar y distribuider
ususl, & razén ds 6 metros oidbicos por minuto; esto es,
a razén de 00039 metros clbicos aproximadamente, por mi-
nuto, por céds 4154 litros de lfquido nutricio as diche
Se gunds cantideds REL vire se insufla en direccidn escen-
dante & través de ésta, en la forma ususl, utilizand.d el
agitadior corrientee

Ho aqui algunas as las ventejas importontes de la
invenci bn:

Se extrae el m&terial dsl recipiente A cusndo ¢l mo-
ho gstéd en su fase més violents y activa, y entes de que
s produzeenen el 1iquido nutricio excesos ds Soldos orgé-
nicos o zmoniacoe.

Al extraeer ligquido del recipiente A ymemplazar el
volumen extrafde con nuevo 1fquido nutricio, se diluyen
1los productos de la Ffermentecidn en el con‘cenid.oi s ai~
cho recipiente. Hsto es conveniente, porque un2 concen-
trecién excesiva de tales productos d.e fermentacidn ime
pide que el moho permenezes tierno, fuerte y sano, con
1 sctividad snzimice deseads. '

El peligro des infeceidn queds evitado o reducido
a1l m{nimo.

Is cantidasd de proaucto de inoculegcidn queds muy
reducida, en comparacidn con el sistems por partidas.

Dicho producto, dsspuds de introducido en un recipien=



10

15

20

193056 M

N\

-1l -

te ds alimontacidn, no ﬁue&e ser esterilizado ds nusvo,

v debe utilizarse inmedistamente, une vez puesto en dis~
posicidn para el usos Por el contrario, el medio nutri-
010 estéril contenido en los recipientes D y D! puede Ser
esterilizado de nuevo sierpre que se deSee, ¥ iesPués ds
haber sidio esterilizado pusde quedayr &lmacensdo durente
df{as o semenas entes de ser eupleadoOs

El peligro de un cambio indebldo en la céliﬂad'que~
de reducido en graon monerad, si no eliminsado, dshldo & que
Se utiliza continuemente el mismo moho, propagéndolo sin
interrupcidn en idsnticas condiciones.

El envejecimiento excesivo del moho; gque es caracte~-
ristico de lo produccidn mediante el sistema por partidss,
qusda eliminndoe Sene jante exceso de enve Jeoimiento po=-
ne en peligro lu penicilina producid& previamente. Ie es-
tebilided de la peniciling conteniaa en el c&ldo final,
qus Se extrsa del reciniente B, queda sumentada en grén
maner e

El procedimiento conti{nuo es més econdmicoe y propor-
ciona une producoidn més elevada que el procedimento por
partideas. )

Pusden efectusrss numerosos cembios, adiciones y omi~
siones en la forms de rezlizacidn que Se ha indioesdo como
prefbrible}~sin apartarse del alcance de la 1nwanc16nﬁ

Pueden .utilizarse wés de dos fermentsdores. I& corriente

" de materisl a través del sistema no ha de Ser necesSsrise

mente conti{nua. Rl volumen de lfquido en los recipientes
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respectivos no ha de mentenorse Iforzosamente constontee
Ta invencidn comprende les respectivas etapas y subsidla-
ries combineciones ds todo el procedimlento.

De un modo general, pusds decirse que sdlo se fer-
menta porcislmente el 1iquido nutricio por medio de un
moho productor de veniciling en el recliniente A, que re=
presents una primera zona de fermentacidne Se extraedel
mismo uns parte de dicho 1£Quiao nutricio y moho parcial=-
mente farmentedos. Se reempleza dicho 1{quido por un nue=
vo 1iquiao nutricio esterile Se prosigue la Ffermsntacidn
dsl 1{quido nutricio extrafde y psrcislmente Formentsdo,
en un grado inferior al de 12 fermentacidn en la primers
z0na representada por el reolpiente Ae Es preferible man~
tener contidades de lfquidos de vollmenes constontes, tan-
t0 on dicha primera zona ds fermentacidn A, como en cadds
uns de las zonas sucesives de fermentacidne.

BEs preferible mentensr la pai‘tid.a, de 1fquido nutrie-
cilo y moho del recipiente A & un pH de 7,0 & 7,2, Yy prose~
gulr la fermentacidn parcislmente consmm fugre de dicho

recipiente, & un groio de fermentecién inferior al que tie~

ne lugar en la celda A, hasta que el pH finol del producto

finol sea ds 7,8 & 7,4

Reemplazando en el primser recipiente el 1{quido ex~
trafdo por nuevo f{guido nutricid en 1=a pro;porcién antedli~
cha, se mantiens en el mismo la propagsacidn en su grado

méximo, ¥ se ovita que el 1fquido nutricio queds completa-

-mente fermentado.
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NOTA

Por 1z potente de invencidén & que Se rofiere 1o pre=-
sente mermorie descrintiva se RULVINDICA 18 propiledsd ¥ la
explotagién exc lusiva de: ‘

le~ Un método continuo para 1o aplicsoién ds procedi-
mientos microbioldsicos, sobre todo para la producclidn de
peniciling mediante la fermemtacidn de una cantidsd ds me-
dio nutricio 1{quido con moho productor ds penicilina, que
consiste en airear dicha cantidad de medio contenida en un
reclpiente & la& vez que se propsgz dicho moho en el mismo
mediante cultivo sumergidao, montensr la propagacidn del
moho en el mismo précticamente en su grado méxime heciendo
fermentar s6lo parcialmente dicho medio en el recipiente ¥y
extrayendo de éSte una ciei'ta centidad de medio parcisl-
mente fermentedo pers reemplazarla por nuevo 1£quia.p nue-
tricio, y completar la fermentacidn de dicho medio thraid.o
¥y parciaelmente fermentado, fuere de dioho recipients & un
grado inferior de aireaciom y de fermentecidn, mentenidn~
dose el nivel de 1la peniciling en el antedlcho reciplente
por lo mesnos en 150 8 250 unidades de penicilina por cen=-
t{metro ctibico.

2+~ Un método continuo para la aplicacidn ds prooedi-
mlentos miocrobioldgicos, sobre todo para le produceidn dae
penicilina mediante la fermenteoidn de una contided de me~

dio nutricio 1liguido con moho productor de peniciling, que

-consiste en aireay dicha cantidsd de medio contenids en un
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recipiente & 1& vez qus 3e pPropaga dicho moho en el mismo.
mediante cultive sumergldo, mantener la propsgacidn dsl
moho en el mismo prdcticamente en su grado méxino hociendo
formentar s610 parcislmente dicho medlo en el recipiente ¥
extravendo de esSte une clerts cantidsd de msdio parcial~
mente fermentado pare reeuplazerls por nusvo liquido nu-
t:ricio, completar la fermentecidn ds dicho medio extrafde
¥ parcislmente fez;xnen‘sad.o, fuera del recipiente, en un gra=-
a0 inferior de aircacidn y ds fermentacidn, mentenidndiose
el nivel de la penlciling en el. antedicho recipiente por
lo menos en 150 & 250 unidddes do penicilina por conti{me~
tro cdbico, y haecer fermenter complementarismente el 1~
quido nutricio extraldo y parcialmente fermentaio, fuera
de dlcho recipiente, por lo menos hasta obtensr 350 uni~
d2des de penicilina por centimetro cibicos

3¢~ Un método continﬁo para la splicacidn de procedi-
mientos miocrobioldgicos, sobre todo para le produccidn de
penicilina medisnte la fermentacidn de une centidad de
medio nutricio 1{quido con moho productor de penieilina,“
que oonsiste en 8irear dicho medlo contenido en m re'ci-
Piente 2 18 vez gus Se propagé el moho en el mismo por me~
dio de cultivo sumergldo, mantener 18 propegacién del moho
en el mismo préoticamente en su grado méximo haclenio Ffer-
mentar sdlo parciaslmente dicho medio en el recipiente ¥
extrayendo ds este una clerta cantidsd de medio parcial-
mgnte fermentedo pars reemplazarla par nusvo 1{quido nu-

tricio, complstar la fermentacidn ds aicho medio extrafdo
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¥y parcislmente fermentado, Zfuer:s wel reciiente, en wun gra=-
do inferior de &ireacidn y de fermenttcién, mentenidndose
el nivel dc 1z renicllina en el antedicho reoipiente por
lo menos en 150 & 250 unidedes de peniciline por centf{-
metro clbico, ¥ hecer fermentar complemontariemente el 1{-
wuido nutricio extrofdo ¥ porcislmente fermentedo, fuers ds
dicho reciniente, poxr 10 tisnos hasta obtener 350 unidsdes
de penicilina por centimetro cdbico, llevanio & cabo esta
fernentzcion adicional précticamente sin oircocibne

4e~ Iz propiedsd y 1o explotacidn exclusive del obje-
to ds l& patente, seon cusles Fueren los circunstanciss que
coneurrsn con su esenclallgsg definide en las anteriores
reivindic=ciorngs, cusl objeto es: | ‘

"Un netodo continuo pars la aplicseidn de procedimien-
£0s microbioldgicoste

Gonste 1 Dresénts memorin de cuince hojas folltdes,
eScritas vor una soln cara.

Barcelont, 10 de l®yo as 1950.
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