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M E M O R I A D E S C R I P T I V A

para  una p a ten te  de Invención , por v e in te  años, por = P roced í -
m iento de c u ltiv o  in te n s iv o  de m icroorganism os ae ro b io s en medios 
l íq u id o s , a s f  como de fe rm en tac io nes in te n s iv a s  p a ra  l a  b io s in  - 
t e s i s  = a fa v o r  de lo s  S eñores; Don Fernando Goddin R ouleau ; y 
Don R afael Ibañez G onzález; re s id e n te  en Madrid - Manuel B ece rra , 
15 d u p licad o , y en M adrid, Monte squ inza , 44; re sp ec tiv am en te , c

E l p resen te  invento  se r e f i e r e  a un proced im ien to  de eu l - 
t iv o  In te n s iv o  de m icroorganism os aerob ios en  medios l íq u id o s  
con aporte  in ten s iv o  de a i r e  u o tro s  g ases y s in  fo rm ación  de 
e sp urna.

En lo s  d iv e rso s  p roced im ien tos ya e x i s te n te s  p a ra  c u l t i  ­
var m icroorganism os aerob ios se busca aumentar e l  rendim iento  
en nónero de gérmenes u t i l iz a n d o  medios de c u l t iv o  adecuados y 
d is p o s i t iv o s  de óptima a ir e a c ió n .

Por o t r a  p a r te  la  in te n s i f i c a c ió r  de l a s  fe rm en tac iones 
u ti l iz a n d o  d iv e rso s  m icroorgánism os para l a  o b tención  de b io  - 
s í n t e s i s  de variad as su s ta n c ia s  ( a n t ib ió t i c a s ,  d iv e rso s  <&&& -
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puestos quím icos, e t c ) . ,  se fundan  tam bién en la  a ire a c ió n  fo r  - 
zada que aumenta l a  producoión o reduce e l  tiem po necesario  pa - 
r a  la  s í n t e s i s .

En c ie r to s  casos in te r e s a  in t r o d u c i r ,  bien puros o bien 
mezclados en tre  s í  o con e l  a i r e ,  d iv e rso s  gases que mejoren 
e l  rendim iento  d e l c u l t iv o  o fav o rezcan  l a  b io s in te s i s  d e l pro - 
ducto que se  pretende o b ten er.

En e l  p rim er grupo se in c lu y en  l a  producción de m icroor - 
gánismos en medios l íq u id o s  para l a  o b ten c ió n  de vacunas bac - 
te r ia n a s  d es tin ad as  a la  espec ie  humana o a  lo s  anim ales (Vaca - 
na p e r tu s s i s ,  Vacuna d e l mal r o jo ,  e t c . ) ;  l a  p roducción de le  - 
vaduras d es tin ad as  a l a  aliñe n ta c ió n , e s to  e s , l a  transfo rm ac ió n  
b io ló g ic a  de h id ra to s  de carbono de b a ja  c a lid a d , no aprovecha - 
b le s ,  en p ro te ín a s  y v itam inas de gran v a lo r e n e rg ó tio o  y p lá s  - 
t i c o ,  e t e .  En e s te  grupo pueden tambión in c lu i r s e  l a  prodao - 
c ión  de in o cu les  p a ra  l a s  fe rm en tac io nes t a l e s  como l a  obten - 
ción  de a n t ib ió t ic o s  que tambión p a r t ic ip a n  de l segundo o b je t i  - 
vo in d ica d o .

En e 1 re fe  r i  d o grupo se * in e l  uyen t  oda s 1 as ferm en t  aoi ones 
d e s tin ad as  a l a  ob tención  por b io s in te s i s  de l a s  más v a riad as  
su s ta n c ia s  y que emplean e l lo  m iproorgánism os a e ro b io s .

T ratándose de m icroorgánism os ae ro b io s  es n a tu ra l  pensar 
que una m ejor a ir e a c ió n  d e l c u l t iv o  puede fa v o re c e r lo  y a s í  
ocurre  en e fe c to  como se ha comprobado en e l  la b o r a to r io ,  en 
p la n ta s  p i lo to  y en l a  p rá c t ic a  i n d u s t r i a l .

S in  embargo l a  a i r e a c ió n  fo rzad a  u ti l iz a n d o  lo s  p roced í - 
m ientos c lá s ic o s ,  e s ta  l im ita d a  p o r l a  form ación  de espuma. 
Estando basados todos e s to s  p roced im ien tos de a ir e a c ió n  en l a  
in s u f la c ió n  del a ire  en e l  medio de c u l t iv o , caben dos p o s ib i -
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l id a d e s  de i n t e n s i f i c a r  l a  a i r e a c ió n ;  aum entar e l  caudal de a i  - 
re  y m ejo rar l a  d isp e rs ió n  de e s te  en e l  c u l t iv o ,  po r ejem plo 
u t i l iz a n d o  en vez d e l  c lá s ic o  tubo de corona con p e rfo ra c io n e s , 
un ey e c to r neum ático o un d ifu s o r  de t i e r r a  porosa. Pero todos 
e s to s  métodos dan como re s u l ta d o  un fu e r te  aumento de l a  form a - 
c ión  de espuma de t a l  manera que l le g a n  a s e r  in s u f ic ie n te s  lo s  
p roductos an tiespum antes y lo s  d is p o s i t iv o s  mecánicos que t i e  - 
nen por o b je to  l im i ta r  e s te  fenómeno.

La consecuencia es que, por ejem plo en la  producción de 
p e n io i l in a ,  es p rec iso  l im i ta r s e  a l a  in y eco ió n  de un oaudal 

de a ir e  netam ente in f e r io r  a l  óptimo h a s ta  que e l medio e s tá  
su fic ien tem en te  agotado p a ra  ad m itir  más a i r e  s in  form ación ex - 
c e s iv a  de espuma.

A p arte  de e s t a  l im ita c ió n  es e v id e n te  que l a  necesidad 
de a ñ a d ir  agen tes an tiespum antes es engorrosa  y com plicada, es - 
peoialm ente por l a s  d i f ic u l ta d e s  de e s t e r i l i z a c ió n  de lo s  mis - 
mos, y tam bién por la  necesidad  de a g re g a rlo s  con tinua y auto ­
máticamente duran te e l  prooeso de fe rm en tac ión .

Por e l  p resea  te  invento  se consigue una a ire a c ió n  óptima 
del c u lt iv o  s in  form ación de espuma y p o r lo  ta n to  s in  neoesi - 
dad de r e c u r r i r  a agen tes an tiéspum antes o a  medios mecánicos 
para  l im i ta r  d ich a  form ación. Como consecuencia se lo g ra  en un 
mínimo de tiem po una co n cen trac ió n  máxima del cu ltiv o  e in c lu  - 
so l a  ob tención  de c u l t iv o s  co n tin u o s , po r ejem plo en l a  f a b r l  - 
cación  de la  p e n io i l in a  con el c o n s ig u ie n te  ahorro  en  la s  in s  - 
ta la c io n e s  y en e l p re c io  de co s to .

El p r in c ip io  b á s ico  d e l  invento  c o n s is te  en l a  s u s t i tu  - 
oión de la  in s u f la c ió n  d e l  a ire  en e l  c u l t iv o ,  por l a  d e l  o u l t i  - 
vo en e l a ir e  o sea que, en lu g a r  de in t ro d u c ir  e l  a ir e  (o gas) 
en e l  medio de cu ltiv o  o de fe rm en tac ió n  con l a  co n s ig u ien te
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form ación de bu rb u jas más o menos g ru e sa s , se p u lv e r iz a  e l  me - 
d io  de c u l t iv o  en e l  a ir e  o en e l  g as , en forma de. una i n f i n i  ­
dad de g o t i t a s  l íq u id a s ,  cuyas dim ensiones se pueden fác ilm en te  
re d u c ir  h a s ta  l l e g a r  a una n eb u liza c ió n  o in d u s o  a  un a e ro s o l .
Es ev id en te  que l a  di v is ió n  d e l medio liq u id o  en m illo n es de 
g o t i t a s  a seg u ra  una s u p e r f ic ie  de co n tac to  con e l  a i r e  incom para - 
blem ente su p e rio r  a l a  que r e p r e s é n t a l a  s u p e r f ic ie  de l a s  b u r - 
b u ja s  de a ire  en e l  s is tem a c lá s ic o .  Por o tra  p a rte  debe te n e r  - 
se tam bián en cuen ta  que llegando  a l  a e ro s o l , cuyas dim ensiones 
de p a r t íc u la s  pueden s e r  de l mismo orden  que la s  de lo s  gárme - 
n e s , e s to s  pueden r e c i b i r  c a s i  in d iv id u a lm en te  l a  a i r e a c ió n , 
a l mismo tiempo que e s te  p roceso  l i b e r a  su  s u p e r f ic ie  de su e tan  - 
o la s  de ex crec ió n  p e r ju d ic ia le s  a  su  v ita lid a d , y d e s a r ro l lo , 
como se ha demostrado p rác tie a m en te . Además t a l  s is te m a  de d is  - 
p e r s ió n  conduce a l a  ob tención  de em ulsiones b a c te r ia n a s  per ­
f e c t a s ,  lo  que t i e n e  su  im portancia  en la  p rep a rac ió n  de vacu - 
ñas.

Guando, segán n u e s tro  p roced im ien to , se p u lv e r iz a  e l  l i  - 
quido encima de la  s u p e r f ic ie  d e l  c u l t iv o  r e s u l t a  que p o r muy 
espumante que se a  e l medio ( l íq u id o s  album inosos, gomosos, e t c ) ,  
l a  espuma producida no pasa de una capa delgadísim a que no pre - 
sen ta  inconven ien te  a lguno . Por lo  ta n to ,  no e x is te  ya o t r a  l i  - 
m itac ió n  a l  caudal d e l a ir e  o d e l gas que se puede, in tro d u c ir  
en e l  c u l t iv o  que l a  im puesta p o r l a  p ro p ia  conven iencia  d e l  mi - 
ero organismo i . Además e l  a i r e  es aprovechado por e l  c u lt iv o  en 
una foana  absolutam ente com pleta y óptim a.

Las formas de a p lic a c ió n  d e l procedim iento pueden s e r  muy 
d iv e r s a s , es tan d o  s in  embargo to d as c a ra c te r iz a d a s  po r e l  hecho 
de que e l  l íq u id o  se p u lv e r iz a  en un re c in to  p a rc ia lm en te  l le n o  
p o r e l  c u l t iv o .3o
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Los medios de p u lv e r iz a c ió n  pueden s e r  m uy ,variados; en ­
t r e  o tro s  indicarem os lo s  p u lv e riz ad o re s  de l íq u id o  por p re s ió n  
de e s te  mismo o por a r r a s t r e  d e l l íq u id o  m ediante a ir e  u  o tro s  
gases a p re s ió n , con o s in  b o q ii l la s ^ p u lv e r iz a d o ra s  mecánicos 
operando por la  fu e rz a  c e n tr ífu g a  de una tu r b in a  o de un d is c o , 
lo s  innum erables s is tem as de generadores de a e ro s o le s , in c lu y en  - 
do lo s  e le c tró n ic o s  de a l t a  f re c u e n c ta , e t c .  Pueden co lo carse  
en el tanque de c u ltiv o  o fu e ra  y conectados con e l  por una t u  - 
b e r ia .  Pueden p u lv e r iz a r  e l  l íq u id o  en forma có n ica , l le n a  o 
hueca, o de cu a lq u ie r  o t r a  manera y tam bión en c u a lq u ie r  d ireo  -
c ió n , h a c ia  l a  s u p e r f ic ie  d e l medio de c u l t iv o  o h a c ia  l a s  pa  -h ac ia  l a  ta p aredes l a t e r a l e s  del tanque o /s in  a f e c ta r  a l  p r in c ip io  d e l pro - 
oe d im ien to .

También se puede p u lv e r iz a r  e l  c u lt iv o  m icrobiano mismo, 
en su to ta l id a d  o f i l t r a d o ,  o so lo  e l  medio de c u l t iv o  sobre e l  
in o c u lo . En e l prim er caso , se consigue l a  a ir e a c ió n  d i r e c ta  
de los górmenos en e l  c u lt iv o  cuya c i r c u la c ió n  se puede r e a l i  - 
zar en circu&o ce rra d o , en  un mismo tanque o en una combinación 
de dos o más tan q u es. En e l  segundo caso , e l  c u lt iv o  no c irc u  - 
l a  y no l le g a  por lo  ta n to  a pasar por e l  sis tem a de p u lv e r iz a  - 
c ió n ; por e l  c o n tra r io  se le  a d ic io n a  continuam ente nuevas can - 
t id a d e s  de medio previam ente sa tu ra d o  de a i r e  por p u lv e r iz a  - 
c ió n . Este ú ltim o  d is p o s i t iv o  p e rm ite  t r a b a ja r  desde e l  p r in q i - 
p ió  con una co n cen trac ió n  e lev ad a  de górmenes en e l  c u l t iv e ,  
lo  que co n s titu y e  una v e n ta ja  fundada en l a  ccm petenoia v i t a l ,  
f r e n te  al p e lig ro  de contam inación d e l mismo.

Tambión se pueden combinar e s t a s  dos form as de a ire a c ió n  
y l l e g a r  a l  c u lt iv o  con tinuo  con a d ic ió n  perm anente del medio 
y eq u iv a len te  sustBBeión del c u l t iv o .

P ara  el m ejor en tendim iento  d e l procedim iento  y s in  que3o



c o n s ti tu y a  en modo alguno u na  l im ita c ió n  d e l mismo daremos a 
co n tin u ac ió n  un ejemplo de a p l ic a c ió n .

En un tanque de c u l t iv o  herm ético  y e s te r i l i z a d o  se in t r o  - 
duce asép ticam en te  c ie r ta  can tidad  de un medio de c u l t iv o .  A 

* 5 co n tin u ac ió n  y con l a s  mismas p recau c io n es , se in tro d u ce  e l  inó -
culo y se abre l a  l la v e  de adm isión de a i r e  o gases comprimidos 
e s t é r i l e s  a uno o v a rio s  p u lv e r iz a d o re s  s itu a d o s  a  c i e r t a  d is  - 
ta n c ia  encima d e l n iv e l de l c u l t iv o ,  - f ig u r a  número 1 - .  El me - 
dio  liq u id o  sube por e l  tubo de a s p ira c ió n  d e l  p u lv e riz a d o r y 

10 a l  l l e g a r  a l  o r i f i c i o  de s a l id a  de l mismo queda p u lv e rizad o  en
forma de cono. Las innum erables g o t i t a s  cargadas de a i r e  o g ases 
se d ep o s ita n  en su mayor p a r te  sob ra  la  s u p e r f ic ie  d e l  l iq u id o , 
cerrándose a s i  e l  o i r  c u ito  d e l mismo lleg án d o se  rápidam ente a  
l a  sa tu ra c ió n  com pleta.

16 E l a ir e  o los g ases in tro d u c id o s  por e l  p u lv e riz ad o r es -
capan d e l tanque por un o r i f i c i o  y m ediante un r e g la je  adecuado 
de l a  p u lv e r iz a c ió n , se consigue fá c ilm e n te  e v i ta r  que a r r a s ­
t r e  una can tid ad  a p re o ia b le  d e l c u l t i v o ; s in  embargo y como e s  
n a tu ra l  se toman l a s  deb idas p recauc iones p ara  r e a ip e r a r ,  s i  in  - 

2o t e r e s a ,  e s t a  pequeña ca n tid ad  y e v i t a r  l a  contam inación d e l  am -
b ie n te  o recíprocam ente d e l  c u l t iv o ,  aunque e s ta  ú lt im a  sea po - 
co p ro b ab le , debido a la  l ig e r a  p re s ió n  p o s i t iv a  que se m antie - 
ne siempre en e l  tanque .

N aturalm ente se toman también medidas p a ra  r m antener e l  
25 c u l t iv o  a  l a  tem pera tu ra  más fa v o ra b le , in c lu so  ca len tando  e l

a i r e  o e l  gas que se in tro d u c e .
En caso de que el c u l t iv o , como consecuencia de su  e x t r a  - 

o rd in a r io  d e s a r r o l lo ,  lleg u e  a e sp e sa rse  h a s ta  e l  punto de no 
poder se r  p u lv e r iz a d o , se r e a l i z a r á  l a  a s p ira c ió n  d e l  l iq u id o  a 
tra v á s  de un dispositivo f i l t r a n t e .3o
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O tra p o s ib il id a d  c o n s is te  en a d m itir  en e l  tan q u e , a t r a  - 
ves de l mismo p u lv e riz a d o r o de o t r o ,  nuevas can tid ad es de medio 
de c u ltiv o  e s t é r i l  que a l  l l e g a r  sa tu rad o  de a i r e  sobre el oul - 
t iv o  en pleno d e s a r r o l lo ,  p e rm it i r á  una nueva y rap id ís im a  re  - 
p roducción de lo s germanos y tampoco e x is te  in co nven ien te  en  
s u s tr a e r  p a r te s  d e l  c u lt iv o  que ha lleg ad o  a su d e s a r ro l lo  má - 
ximo. Ambas o p e rac io n es , a d ic ió n  y s u s tra c ió n , pueden r e a l i z a r  - 
se sim ultáneam ente o nó y continuam ente o nó. También se puede 
e x tra e r  so lo  e l  l iq u id o  de c u l t iv o  que con tiene ya l a  máxima can­
tid a d  de l a  su s ta n c ia  s in te t iz a d a  p o r el m icroorganism o, repo - 
niendo p o r p u lv e r iz a c ió n  nuevo medio de o u l t iv o .

N 0 T A

La presen te  p a ten te  de Invención , consta  de l a s  s ig u ie n  - 
te s  r e iv in d ic a c io n e s :

1 . - P rocedim iento  de c u l t iv o  in te n s iv o  de m ic ro o rg an is  - 
mos ae ro b io s  en medios l íq u id o s  a s í  como a e  fe rm en tac iones i n  - 
te n s iv a s  para  l a  b i o s in t e s i s ,  c a ra c te r iz a d o  porque la  a p o r ta  - 
ción  de a ire  u o tro s  g ases a l  medio de c u l t iv o  o de ferm enta - 
ción  se r e a l i z a  por p u lv e r iz a c ió n , n e b u liz a c ió n  o form ación  de 
a e ro so l del medio de c u l t iv o  o de fe rm en tac ió n .

2. - P roced im ien to  segdn l a  re iv in d ic a c ió n  a n te r io r ,  c a ra c ­
te r iz a d o  además porque e l  medio de c u ltiv o  que s e  p u lv e r iz a , 
n eb u liza  o se oonv ierte  en a e ro s o l ,  puede s e r  e l mismo en e l  
cual se  ha re a l iz a d o  e l  inóoulo  d e l  gármen que se c u l t iv a .

3 . - P rocedim iento  segán l a  r e iv in d ic a c ió n  a n te r io r ,  carao  - 
te r iz a d o  además porque e l  medio de c u l t iv o  que se p u lv e riz a  o 
se co n v ie r te  en a e ro s o l , puede s e r  in d ep en d ien te  de aquál en



qu.e se  ha re a l iz a d o  e l  in á c u lo .
4 . - P rocedim iento  según la  r e iv in d ic a c ió n  a n t e r io r ,  carac - 

te r iz a d o  además porque el medio de c u l t iv o  inoculado  y e l  medio
 ̂ de c u l t iv o  s in  in o cu la r pueden s e r  n eb u lizad o s  o convertidos
5 en a e ro so l a lte rn a tiv a m e n te  o sim ultáneam ente.

5. - P roced im ien to  según l a  re iv in d ic a c ió n  a n te r io r  carao - 
te r iz a d o  además porque e s ta s  o p erac io n es se r e a l iz a n  en e l  ta n  - 
que de c u l t iv o  o en tanques in d ep en d ien te s  comunicados e n tre  s í .

6. -  P rocedim iento  de c u ltiv o  in te n s iv o  de m ic ro o ^ a n is  - 
10 mos ae ro b io s  en medios l íq u id o s  a s í  como de fe rm en tac iones in  -

te n s iv a s  p ara  la  b io s in te s i s .  -
Según se d esc rib e  y re iv in d ic a  en e s ta  memoria d e s c r ip t i  - 

v a , y p lan o s .
La cual consta  de ocho h o ja s ,  fo l ia d a s  y e s c r i t a s  a máqui - 

3-5 ^  por una so la  de sus c a ra s .
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