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MEMORIA DESCRIPTIVA

para una vatente de Invensidn, por veinte afios, por = Procedi -
miento de cultivo intensive de microorgédnismos aerobios en medios
1fguidos, asf como de fermentasiones intensivas para la biosin -

t€sis = & favor de los Sefiores; Don Fernandc Goddin Rouleau; y

Don Rafael Ibefiez Gonzdlez; residente en Madrid - lanuel Becerra,

15 duplicado, y en Madrid, hiontesguinza, 44; respectivamre nte. =

El presente invento se refiere a un procedimiento de sul -
tivo intensivo de miocroorgénismos merobios en medios 1{gquidos
con aporte intensivo de airé u otros gases y sin formacidn de
espuiB.

En los diversos procedimientos ya éxistentes para culti -
var microeorginismos aerobios se busca aumentar el rendimiento
en nime ro de gérmenes utilizando medios de cultivo adecuados y
dispositivos de éptima aireacidn.

Por otra ﬁarte la intensificacidr de las fermentagiones
utilizando diversos microorgéﬁismos para la obtencidn de bio -

sintésis de variadas sustancias (antibidticas, diversos cof -
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puestos qufmicos, ete)., se fundan también en la aireacién for -

zada que asumenta la produceidn o reduce el tiempo necesario pa -

‘rea la sintésis.

En ciertos casos interesa introducir, bien puros o bien
mezclados entre sl o gon el aire, diversos gases que mejoren
el reniimiento del-cultivo o fevorezcan la biosintésis del pro -
ducto que se pretende obtener. | |

En el primer grupo se ihcluyen la moduccidén de microor -
génismos en medios lfquidos para la obtencidn de vacunas bac -
terianas destinedes a la especie humana o0 & los animales (Vdecu -
na pertussis, Vacuna del mal rojo, etec. ), la produccidn de le - -
vaduras destinadas a la alime ntacidn, esto es, le transformacidn
bioldéglca de hidratos de‘ carbono de baja c:élida.d, no aprovechs -
bles, en protefnas y vi'i-:amrinas de gran valor energético y plés -
tigo, ete. En este grupo pueden también incluirse la mrodus -
cidn de 1n6qulos pare las férmenjl:aciones tales como la obten -
¢ién de antibidtiocos que tambidn particiren del s egundo objeti -
vo indicado. |

En el referido grupb se‘éj.holuyen todas las famentact ones
destinedass a ia obtencidn por-.vb_iosinte'sis de las mds variadas
sustanclas y que emplean para ello mieroorgénimmos aercbios.

Traténdose‘ de microorgénismos aserobios es naturel pensar
que . una me jor aireacin del oultivo puede favoreaerlo y asf
ocurre en efecto como se ha comprobade en el laboratorio, en
plantas piloto y en la prdctice industridl.

8in embargo la aireascién forzads utilizando los procedi -

mientos oldsicos, esta limitada por la formaclén de espuma.
Estando basados todos estos prpce‘dimiento.s de aireacibn en la

insuflacidn del alre en el medio de cultivo, caben dos posibi -
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lidedes de intensificar la aireacidn; aumentar el caudal de ai -
re y mejorar le dispersidn de éste en el cultivo, por ejemplo
utilizando en vez del cldsico tubo de corona con perforaciones,
un eyector neumdtico o un difusor de tierrs porosa. Pero todos
estos métodos dan como resultado un fuerte aumento de la forma -
eidn de espuma de tal manera gue llegan a2 ser insuficientes los
productos antiespumantes y los dispositivos mecénicos ¢ue tie -
nen por objeto limitar este fendmeno.

Is consecuencia es que, por ejemplo en la produccidn de
ia penicilina, es preciso limitarse a la inyecoidn de un ée.udal
de éire netamente inferior al 6ptimf> hasta que el medio esté
suficientemente agotado parea admitir méds aire sin formacidén ex -
ce siva de espuma. '

A parte de esta limitacidn es evidente que la necesided
de afladir agentes antiespumantes es engorrose y compliceds, €8 -
pecialmente'por las dificultades de e'ster_ilizacidn de los mis -
mos, y también por la necesidad de agregarlos continua y auto -
médticemente durante el proceso de fermentacién.

Por el presente invento se consigue una aireacidn dptime
del cultivo sin formacién de espuma y por lo tanto sin negesi -
dad de recurrir a agentes antiespumantes o & medios mecdnicos
para limitar dicha formecidn. Gomo consecuencia se logre en un
minimo de tiémpo una goncentracidn médxima del cultivo e inclui-l-
so la obtencidn de oultives continuos, por &j emplo en la fabri -
cacidén de la penigilina con €l consiguiente ahorro en les ins -
talaciones y en el precio de costo. 7

Bl prineipio bédsico del invento consiste en la sustitu -
0ién de la insuflacién del aire en el cultivo, por la del eulti -
Vo en el aire o sea qQue, en lugar de introducir el aire (o gas)

en el medio de cultivo o de fermentacidn con la consigui ente

-y,
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formaecidn de burbujas mds o menos gruesas, se pulveriza el me -
dio de guitivo en el sire o en el gas, en foma c}e. una infini -
ded de gotitas lfguidss, cuyas dimensiones se pueden féollmente
reduecir hasta lleger a una nebulizacidén o incluso a un aerosol.
Es evidente que la divisidn del medio 1fquido en millones de
gotitas‘asegura una superficie de contaoto con el aire incompara -
blemente superior a la gue representa la s'uperficie de las bur -
bujas de aire en el sistema clédsico. Por otra parte debe tener -
se también en cuenta que J.legando gl serosol, cuyas dime nsiones
de partfoulas pueden ser del mismo dSrden que las de los gérme -
nes, estos pueden recibir cesi individuaslmente la aireacién,
al mismo tiempo gue este b‘roce 80 libera su superficie‘ de sustan -
clas de exorecidn perjudiciasles a su vitalidad y desarrollo,
gomo se ha demostrado préctisemente. Ademds tal sistema de dis -
persi&ri_oonduce a la obtencidn de emulsiones bacterianas per'-i
fectas,‘lo gue tiene su importancis en la preparscidn de vaocu -
nas,

Cuando, segdn nuestro proceiimiento, se pulveriza el 1{ -

quido encima  de la superficie del cultivo resulta que por muy

~ espumente que sea el medio (1{quidos albuminosos, gomosos, etas),

la espuna producida no pass de una capa delgedisime que no pre -
senta insonveniente alguno. Por lo tanto, no existe ya otrg, 1i -
mitecién al caudal del aire o del gas que se puede;;‘_ introdueir
en el cultivo gque la impuesta pbr la propia convenie ncia del mi -
sroorgénismo:. Ademds el aire es aprovechado por el cultivo eh
une formma absolutamente coémpleta y Sptima.

Las formas de aplicacién del procedimiento pueden ser muy

diversas, estando sin embargo todas caeracterizedas por el hecho

- de que el 1fquido se pulveriza en un recinto parcialmente lleno

por €l ocultivo.
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Los medios de pulverizacidén pueden ser muy,variad‘os; en -
tre otros indicaremos 1los i:ulverizédores de 1fquido por presidén
de este mismo o por arrastre del 1fquido mediante aire u otros
geses a presifn, con o sin bomillas pulverizadoras mecénieos
operando por la fuerze centrffuga, de una turbina o de un disco,
los innumerables sistemas de generaaorea de aerosoles, incluyen ~
do los electrdnicos de alta frecuencta, ete. Pueden 'colocarse
en 61 tanque de cultivo o fuera y coneetados con €1 por una tu -
berfa. Pueden pulverizar el liguido en forma cdnica, llena o
nueca, o de cualauier otra manera y tembidn en cuglquler direo -
cidn, hacia la superficie del medio de cultivo o hacia las pa -

hagia la tapsa - :
redes laterales del tangue o/sin afectar &l prinecipio del pro -
cedimiento. '

Pambidn se puede pulverizar el cultivo migrobiano mismo,
en su totalided o filtrado, o solo el medio de cultivo sobre el
indculo. ¥n €l primer caso, se consigue la aireé.oién directa
de los gérmenes en el cultivo cuya circulacidn se puede reali -
zar en dirculo cerrado, en un mismo tangue 0 en una combinacidn
de dos o nes tanqx:n_es. En el segundo caso, el cultivo no cirecu -
la y no llega por lo tanto a pasar por el sistema de pulveriza -
cidn: por el gontrario se le adiciona continuame-nﬁe- nuevas can -
tidades de medio previamente saturado de aire por pulverizas -
cidn. Este dltimo disposit ivo permite trabajar desde el princi -
pio con una concontracién: elovada de gérmenes en el cultive,
lo cue constituyo una ventaaé. fundada en la competencia vitel,
frente &l peligro de contaminacidén del mismo.

También se pusien gombinar estas dos formas de aireacidn

y llegar al cultivo contfnuc con adieidn permenente dsl medio

¥ equivalente sustesidn del cultivo.

Para el mejor entendimiento del procedimiento ¥ sin gue
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constituye en modo alguno una limitecién del mismo daremos &
continuecidn un ejemplo de aplicaaién. -
En un tunque de cultivo hermético y esterilizado se intro -
duce asépticamente clerta cantidad de un medio de cultivo. A
continuacién y con ]._a,s mismas precausiones, se v:i'.ntroduce el ind -
culo y se abre la llave de edmisidén de aire o gases comprimidos
estériles a uno o varios pulverizadores situados a oierte dis -
tancis eneima del nfvel del cultivo, -figure ndmero l-. El me -
dio 1fguido sube por el tubo de espirecién del‘pulverizador ¥y
al llegar 8l orifieio de salide del mismo queda pulverizado en
forme de cono. Las Innumergbles gotltes cargadas ds aire o geses
se depositan en su mayor parte sobre la superficie del 1fquido,
gerréndose asf el oircuito del mismo llegdndose rdpidamente a
la saturecidn completa. |

El aire o los gases introducidos por el pulverizddor es -
capan &el tangue por un orificio y mediente un reglaje adecwdo
de ia, pulverizacidn, se consigue fdcilmente evli,tar'que arraes -
tre una cantidad apreciable del cultivo; sin embargo y como es
netural se tomen las debidaes precauciones psra remperar, si in -
teresa, esta pequefia cantided y evitar la contaminacién del am -
biente o reciprocamente del gultivo, aungue este ¥ltimae sea po -
00 probable, debido a le l{gera presidn positiva que se mantie -
ne siempre en el tancue.

Naturalme nﬁe se tomen tembién medidas pars rmentener el
cul tivo e la temperatura més favorable, incluso calentando el
aire o el ges que se introduce. '

En caso de que el oultivo, como consecusncie de su extre -
ordirario desarrollo, llegue a espesarse hasta ol punto de ne
poder ser pulverizado, se realizard la aspiraoidn del lfquido &

travds de un dispositivo filtrante.
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Otra posibilidad consiste en admitir en el tanque, a tra -
v€s del mismo pulverizador .o de otro, nuevas cant idades de med io
de ocultivo estéril gue al llegar saturado de aire sobre el oul -
tivo en pleno desarrollo, permitirél'una nwve y raplifsima re -
ﬁroduccidn de los germenes y tampoco.existe inconveniente en
sustraer partes del cultivo qué ha llegado & su desarrocllo m€ -
ximo. Ambas operaciones, édicidn y sustra.cidn, pueden realigar -
se simultdneamente o né y continuamente o nd. Tambié’n se puede
extreer solo el 1fguido de cultivo gue éontiene ya la méxima can-
tidad de la sustancia sintetizada por el microorganismo, repo -

niendo por pulverizaeién nuevo med 1o de sultivo.

N 0 T A

La presente patente de Invencidén, consta de las siguien -

. tes reivindicaciones:

1. - Procedimiento de cultivo intensivo de mieroorganis -
mos aeroblos en medios liqﬁidos as{ como ae fermenteciones in -
tens ivas para la bios'intesis; caracterizado porque la aporta -
0idn de aire u otros gﬁses al medio de cultivo o de femenfa, -
eién se realiza por pulverizacidén, nebulizecién o formacidn de
aerosol del medio de cultivo o de fermentacidn. A

2. - Procedimiento segiin la reivindicaocidn snterior, cersc-
terizeado aaeme{s.porque el medio de oultiw aue se pulveriza,
nebuliza o se convierte en aerosol, puede ser el mismo en el
cuel se ha reslizado el indeulo del gérmen que se cultiva.

3. - Procedimiento segun la reivindicacién anterior, carac -
terizado ademds porgue el medio de cultive gue se pulverize o

Se convierte en aerosol, pusde ser independiente de aquél en
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quevse he realizado el iQchlo.

4. . Procedimiento segdn la réivindi&acidn enterior, carac -
terizado ademds porgue el medio de culﬁivo inoculado y el medio.
de cultivo sin inocular pueden ser.nebulizados o convertidos
en merosol elternativamente o simulténesamente.

5. - Procedimiento segin la reivindicasién enterior carac -
terizedo ademés porque estas Operaciones se reaslizan en el tan -
que de cultivo o en tanques independientes comunicados entre si.

6. - Progcedimiento de ocultivo intensivo de microorganis -
mos aerocbios en medios 1fguidos asf como de fermentaciones in -
tensivas para lg blosintesis. -

Segin se deseribe y reivindica en esta memoria deseripti -
fa. ¥ planos,

La cual consta de ooho hojes, foliadas y escritas 8 mdqul -

na por uns sola de sus caras,

Medrid, a 3 Mgyo de 1950. =




Fernando goddin Koulean,
y Rafael Ibadez Gonzélez

Hoja uUnica.
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