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a  nombre de THE DISTILIBRS COMPANY LIMITED, en tid ad  b r i tá n ic a ,  
e s ta b le c id a  en 12, Torphicben S t r e e t ,  Edimburgo, E sco c ia , po r!
"MEJORAS INTRODUCIDAS EN EL OBJETO DE LA PATENTE PRINCIPAL" 
Num. 242.240, s o l i c i t a d a  e l  3 de Ju n io  de 1 .958 , p o r: "Un pro­
cedim iento  p a ra  l a  producción  de cobalam inas".

La p re se n te  invención  se r e f i e r e  a  un procedim iento  p er­
fecc ionado  p a ra  l a  p roducción  de coba lam inas.

Por l a  denominación "cobalam inas" se  a lude a l  compuesto 
cianocobalam ina (v itam in a  B ^ ) y  compuestos análogos que se

por ejem plo, h idroxocobalam ina (v itam in a  B^^b) .
Es sab ido  que t a l e s  compuestos pueden o b ten erse  por l a

mos, por ejem plo e sp e c ie s  de lo s  generös Streptom yoes y  P ro p io -
n ib ac te riu m .
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3 617 "rncrígsREn n u e s tra  s o l ic i tu d  número 242.240, s e  d e sc r ib e  y r e i ­
v in d ic a  un proced im ien to  d isc o n tin u o  m ejorado p a ra  l a  produc­
c ió n  de cobalam inas, según e l  c u a l se  fe rm en ta  un medio n u t r ie n ­
te  adecuado con una capa p ro d u c to ra  de oobalam ina de P ro p io n ibac- 

$ terium  bajo cond iciones su s tan c ia lm en te  an aero b leas du ran te  l a  
p rim era  p a r te  d e l perio d o  de fe rm en tac ió n  y ,  p o s te rio rm e n te , e l  
medio de fe rm en tac ió n  se pone en co n ta c to  con oxígeno duran te  
e l  r e s to  d e l perio d o  de fe rm en tac ió n . Por e s te  procedim iento  se 
o b tienen  rend im ien tos e levados de cobalam inas. 

lo  Es un o b je to  de l a  p re se n te  invención  p ro p orc io n ar un pro­
cedim iento  co n tinuo  p a ra  l a  p roducción  de cobalam inas que es una 
m odificac ión  de l a  invención  re iv in d ic a d a  y d e s c r i t a  en l a  s o l i ­
c i tu d  mencionada a n te rio rm e n te .

De acuerdo oon e s to ,  l a  p re se n te  invención  es un procedá­
i s  m iento con tinuo  p a ra  l a  p roducción  de cobalam inas que comprende

ferm en tar un volumen de un medio n u tr ie n te  l iq u id o  adecuado ba­
jo  co n d ic io n es su s tan c ia lm en te  an aero b ias  con una esp ec ie  pro­
d u c to ra  de oobalam ina d e l  género P ro p io n ibac te riu m  en  p r i ­
mera zona y m ien tra s  se ag regan  n u t r ie n te s  a  e s ta  zona h ace r p a -  

2o s a r  medio que co n tie n e  c é lu la s  desde l a  p rim era  zona a  ana segun­
da zona, a  una v e lo c id ad  t a l  que se mantenga l a  con cen trac ió n  
de c é lu la s  y e l  volumen de medio en l a  p rim era  zona p ráctieam en  
te  c o n s ta n te ;  poner en co n tac to  e l  medio que co n tien e  c é lu la s  
en  l a  segunda zona con oxígeno m ien tra s  se r e t i r a  medio que con 

25 t ie n e  cobalam inas, de l a  segunda zona, a  una v e lo c id ad  t a l  que
se  mantenga l a  co n cen trac ió n  de c é lu la s  y e l  volumen de medio 
en l a  segunda zona p rác ticam en te  c o n s ta n te , y p o s te rio rm e n te , 
co n c en tra r  o re c u p e ra r  l a s  cobalam inas co n ten id as  en e l  medio 
que co n tien e  c é lu la s  r e t i r a d o  de l a  segunda zona.

3o por l a  e x p re s ió n  "un medio n u t r ie n te  l íq u id o  adecuado" se
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^ 4 3 6 i 7
en tien de  un medio n u tr ie n te  l iq u id o  que so p o r ta rá  e l  d esarro ­
l l o  de l a  esp ec ie  p ro d u c to ra  de cobalam ina, de P ro p io n ib a c te -  
ríum  y l a  p roducción  de oobalam inas por e l  organism o. Un medio 
de e s ta  índo le  t ie n e  que c o n te n e r , además de n itró g en o  y carbo­
no a s im ila b le s ,  una fu e n te  de co b a lto  a s im ila b le , puesto  que 
l a s  cobaiam inas co n tien en  e s te  e lem ento . Una fu en te  de co b a l­
to  a s im ila b le  debe a ñ a d irs e , p o r ta n to ,  a i  medio de fermentac­
c ió n , s i  l a  can tid ad  co n ten id a  en lo s  o tro s  c o n s ti tu y e n te s  d e l  
medio es in s u f ic ie n te .  Son fu e n te s  adecuadas de co b a lto  l a s  
s a le s  in o rg án ica s  acu o so lu b les  de c o b a lto , por ejem plo, e l  
c lo ru ro  o e l  n i t r a t o .  Pueden a ñ a d irse  a l  medio n u tr ie n te  p a ra  
p ro p o rc io n ar una co n cen trac ió n  de co b a lto  en e l  medio, por e -  
jemplo e n tre  lo s  l im i te s  de 2 ,5  a  5 p a r te s ,  aproximadamente, 
por m illó n  de p a r te s  d e l  m edio.

Se ha encontrado que son medios p a r tic u la rm e n te  adecua­
dos p a ra  e l  p rocedim iento  de l a  p re sen te  invención  lo s  que con- 
t ie n e n  l iq u id o  de m aceración d e l  maíz como fu e n te  de n itró g e ­
no en una co n cen trac ió n  mayor de 140 m g., aproximadamente, de 
n itró g e n o , por 100 m i l i l i t r o s  de medio, y g lu co sa  o la c to s a  en 
una co n cen trac ió n  su p e rio r  a  5 % en  p eso , aproximadamente, por 
volumen, como fu e n te  de carbono.

Bs p r e f e r ib le  que l a  co n cen trac ió n  de l íq u id o  de macera­
c ió n  d e i  maiz en e l  medio sea  t a l  que p roporcione tma concen­
t r a c ió n  comprendida e n tre  lo s  l ím i te s  de 200 a  400 m iligram os, 
aproximadamente, de n itró g e n o , por 100 m i l i l i t r o s  de medio, y 
que l a  co n cen trac ió n  de g lu co sa  o la c to s a  e s tá  e n tre  lo s  l ím i­
t e s  de 8 a  12 gram os, aproxim adamente, por 100 m i l i l i t r o s  d e l 
medio.

Además d e l n itro g en o  añadido como l íq u id o  de m aceración 
d e l m aiz, puede haber p re se n te s  o t r a s  fu e n te s  de n itro g e n o . Por
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2436*7pjem plo, se ha  encontrado conven ien te  c o n tro la r  e l  v a lo r d e l  pH 
d e l  medio d u ran te  e l  p ro ceso , por medio de ad ic io n e s  de amonia­
co , p re fe rib lem en te  en form a de una so lu c ió n  acuosa .

Cuando se  u t i l i z a  g lu co sa  como fu e n te  carbonada, se añade 
e s ta  p re fe rib lem e n te  a l  medio de ferm en tac ión  como t a l ,  p e ro , s i  
sq@esea, puede añ a d irse  en o t r a  forma c u a iq u ie ra ;  por ejem plo, 
como sa c a ro sa . P ero , s i  e s te  m a te r ia l  se  u t i l i z a ,  puede s e r  ne­
c e sa r io  i n v e r t i r l o  a ju s tan d o  e l  pH d e l medio y ca len tan do , o b ien  
por acc ió n  enzím ica an te s  de que l a  g lu co sa  con ten id a  en l a  saca ­
ro s a  e s te  d isp o n ib le  p a ra  e l  organism o. Hay que añ a d ir  s u f ic ie n ­
t e  can tid ad  d e l  m a te r ia l  p a ra  p ro p o rc io n ar g lu co sa  en una concen­
tr a c ió n  de, por lo  menos, 5 gramos por 100 m i l i l i t r o s  d e l  medio, 
y p re fe rib lem e n te  en una co n cen trac ió n  de 8 a  12 gramos por 100 
m i l i l i t r o s  de medio.

Puede a ñ a d irse  tam bién la c to s a  en c u a lq u ie r  form a, con 
t a i  que e l  c a rb o h id ra to  se a  a s im ila b le  por e l  organismo*

Es conven ien te  que l a  fu e n te  de carbono se e s t e r i l i c e  por 
separado , p u esto  que e l  ca len tam ien to  de c a rb o h id ra to s  en p resen ­
c i a  de lo s  o tro s  c o n s ti tu y e n te s  d e l  medio tie n d e  a  o r ig in a r  un 
medio que da  menores rend im ien to s que o tro  en e l  c u a l e l  carbo­
h id ra to  se  e s t e r i l i c e  p o r separado y se añada luego asép ticam en te 
a  lo s  o tro s  c o n s ti tu y e n te s  e s te r i l i z a d o s  d e l  m edio.

E l proced im ien to  de l a  p re se n te  invención  se  r e a l i z a  p re ­
fe rib lem en te  a  unos 30* C. en cada zona, aunque, s i  se  desea , 
pueden u sa rse  tem p era tu ras  menores o m ayores, t a l e s  como l a s  
com prendidas e n tre  lo s  l ím i te s  aproxim ados de 25 a  35* C.

E l pH d e l  medio d u ran te  e l  proceso  se  m antiene p r e f e r ib le ­
mente a lre d e d o r de 7 en  ambas zo n as. Se ha  encontrado que e l  mo­
do más adecuado de lo g ra r  e s to  es a ñ a d ir  a i  medio amoniaco acuo­
so según se  n e c e s i ta .  Egto puede h ac e rse  m ediante ad ic io n es  con-
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. 243647t in g a s  o in te rm ite n te s ,  según se d esee .
Por l a  ex p res ió n  "una e sp ec ie  p ro d u c to ra  de cobalam ina 

d e l género P rop ion ibao terium " se  en tie n d e  una e sp ec ie  o cepa 
d e l  organismo que puede p ro d u c ir  p o r lo  menos dos microgramos,

5 aproximadamente, de cobalam inas (según se determ ina por Ochro-
monas m alham ensis) por m i l i l i t r o  de medio cuando se  d e s a r r o l la  
bajo  co nd ic iones de fe rm en tac ió n  fa v o ra b le s , por ejem plo una 
fe rm en tac ión  d isc o n tin u a  en e l  medio d e s c r i to  a r r ib a  y bajo 
co nd ic iones m io roaerob ias d u ran te  to d a  l a  fe rm en tac ió n , 

lo  Son esp ec ie s  de p ro p io n ib ao te riu m  que se  han encontrado
p a rtic u la rm e n te  co n v en ien tes p a ra  uso en e l  p re se n te  procedim ien 
t o ,  P ro p ion ibao terium  f r e u d e n r e ic h i i , P . sherm anii y P<, te c h n i-  
cum. p u esto  que producen rend im ien to s elevados de cobalam inas. 
También se ha encontrado que es adecuado P rop ion ibao terium  ín te r  - 

15 médium, aunque e s te  organismo puede dar rend im ien tos algo meno­
r e s .

La p rim era  zona d e l p roced im ien to  e s ta  c o n s t i tu id a  conve­
nien tem ente por una v a s i j a  de fe rm en tac ión  en l a  c u a l , cuando 
se comienza e l  p ro ceso , e l  organismo p ro d uc to r de cobalam ina 

2o se lecc io n ad o  d e l género P ro p io n ibae te riu m  se d e ja  d e s a r r o l la r
en  un volumen de medio n u t r ie n te  bajo  co n d ic io n es an a e ro b ias , 
con l a  a d ic ió n  de n u tr ie n te s  y  l íq u id o  co n tro la d o r  d e l  pH, has­
t a  que se  consigue e l  volumen de medio deseado en l a  v a s i j a .  
Luego se  t r a n s f ie r e n  continuam ente e l  medio que co n tien e  c é lu -  

25 l a s  desde l a  v a s i j a  a  l a  zona segunda, m ien tra s  se co n tin u a  l a
ad ic ió n  de n u t r ie n te s  a  l a  v a s i j a .

Pueden co n seg u irse  co n d ic io n es an aero b ias  en e l  medio 
de ferm entación  en l a  p rim era  zona d e i  p ro ceso , b ien  se a  hac ien  
do p asa r un gas no o x id a n te , p o r ejem pio , n itró g en o  o d ióxido  

3o de carbono, a  t r a v é s  d e l medio y /o  m anteniendo una a tm o sfera
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-de uno de e s to s  g ases encima d e l m edio. En e s ta s  co n d ic io n es, 
puede a g i ta r s e  e l  medio s in  p e l ig ro  de in tro d u c c ió n  de oxigeno 
en e l  mismo. A lte rn a tiv am en te , puede m antenerse e l  medio bajo  
una a tm osfera  que contenga oxígeno, s in  a g i t a r ,  o con a g ita c ió n  
mínima, únicamente p a ra  m inim izar e l  a r r a s t r e  de oxígeno a l  me­
d io . E ste  ú ltim o método puede s e r  p a rtic u la rm e n te  adecuado, una 
vez que ha  comenzado l a  fe rm en tac ió n , puesto  que generalm ente 
se  produce d ióxido  de carbono por e l  organismo y con tribuye  a  
m antener co n d ic io n es an aero b ias  en e l  medio.

E l método p re fe r id o  c o n s is te  en hacer p asa r un gás no 
o x id an te , t a l  como n itró g en o  o d ióxido  de carbono, a  tra v é s  d e l 
medio, y m antener una a tm osfera  d e l  mismo gas por encima d e l 
medio d u ran te  todo e l  p ro ceso .

M ien tras l a  ferm an tee ión  en l a  p rim era zona e s t á  c o n ti­
nuando b ajo  cond iciones p rác ticam en te  a n a e ro b ia s , se añaden nu­
t r i e n t e s  asép ticam en te , y p re fe rib lem e n te  de modo con tinuo  a l  
medio en e s ta  zona, p a ra  m antener l a  co n cen trac ió n  de n u tr ie n ­
t e s .

Los n u t r ie n te s  añ ad id o s , que comprenden fu e n te s  de n i t r o -  
geno, carbono y c o b a lto , pueden a ñ a d irse  por separado , s i  se  de­
se a ; p e ro , es p r e f e r ib le ,  p a ra  mayor f a c i l id a d  o p e ra to r ia ,  aña­
d i r  e s ta s  fu e n te s  en form a de una m ezcla que ten g a  l a  com posición 
d e l  medio n u t r ie n te  an te s  de l a  fe rm en tac ió n ; por ejem plo, en 
forma de una m ezcla que contenga l íq u id o  de m aoeración d e l maíz 
en una co n cen trac ió n  comprendida e n tre  200 y 400 m iligram os de 
n itró g en o  por 100 m i l i l i t r o s ;  g lu co sa  o la c to s a  en una co n cen tra ­
c ió n  com prendida e n tre  8 y 12 gramos de ce rb o h id ra to  por 100 mi­
l i l i t r o s ;  y c o b a lto  en una co n cen trac ió n  com prendida e n tre  lo s  
l ím i te s  aproximados de 2,75 a  5 p a r te s  por m illó n  de p a r te s  de 
l a  m ezcla.
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La velo c idad  con que se hacen p a sa r  lo s  n u tr ie n te s  a  l a  
p rim era  zona d e l p roceso se re g u la  en p a r te  p o r e l  volumen desean­
do de p roducción  de c é lu la s  y medio a  p a r t i r  d e l  p roceso  y , por 
e l  con ten ido  de cobalam ina deseado de l a s  c é lu la s  y medio a s i  
p roducido . Pero n a tu ra lm en te , es fundam ental que l a  ve loc idad  
de in tro d u cc ió n  de n u t r ie n te s  l íq u id o s  en e l  proceso no pase 
de l a  "ve loc idad  de lavado" d e l  organism o; es  d e c i r ,  l a  c a n t i ­
dad de l íq u id o  a p lic a d a  no debe m antenerse en una, ve loc idad  t a l  
que l a  co n cen trac ió n  de c é lu la s  en e l  p roceso co n tin u é  disminu­
yendo, aunque l a  v e lo c id ad  de a d ic ió n  de n u tr ie n te s  puede v a r ia r ­
se tem poralm ente d u ran te  l a  fe rm en tac ió n  de t a l  manera que o r i ­
g ine un increm ento o d ism inución tem porales en l a  co n cen trac ión  
de c é lu la s  en l a s  v a s i j a s .

La v e lo c id ad  con que se in tro d ucen  lo s  n u tr ie n te s  en l a  
zona se  r e g u la  tam bién en p a r te  por l a s  cond iciones de l a  f e r ­
m entación: po r ejem plo, tem p era tu ra , pH, t ip o  de medio, cepa o 
e sp ec ie s  de organism o; p u esto  que e s ta s  co nd ic iones co n tro la n  
l a  velo c idad  de d e s a r ro l lo  d e l organism o. Puede se le c c io n a rse  
una veloc idad  conven ien te  de ca rg a  de n u tr ie n te  por una, perso ­
na e x p e r ta  en e s t a  té c n ic a , que m antendrá una producción  de cé­
lu la s  y ca ldo  ferm entado que contenga l a  c a n tid a d  de cobalam i— 
ñas deseadas den tro  de l a  producción  de cobalaaiinas po r
e l  organismo que se use en cada caso  p a r t i c u l a r ,  bajo  l a s  con­
d ic io n es  p a r t i c u la r e s  de fe rm en tac ió n .

La v e loc idad  de t r a n s fe r e n c ia  d e l medio que co n tien e  cé­
lu la s ,  desde l a  p rim era  zona a  l a  segunda, depende de l a  v e lo ­
c idad  de a d ic ió n  de n u t r ie n te s  a  l a  p rim era  zona, y se a ju s ta  
de t a l  manera que e l  volumen de medio y l a  co n cen trac ió n  de cé­
lu la s  en l a  p rim era  zona se mantenga en un n iv e l  p rác ticam en te  
co n s ta n te  cuando e i  p roceso  e s tá  en un estad o  de e q u i l ib r io ,  es

-  7 -



243617
d e c i r ,  l a  velo c idad  de t r a n s fe r e n c ia  se ig u a la  con l a  velocidad  
de a d ic ió n  de n u t r ie n te s  y a d ic io n e s  co n tro la d o ra s  de pH a  l a  
p rim era zona.

La segunda zona d e i p roceso  e s t á  c o n s t i tu id a  co n v en ien te- 
5 mente por una v a s i j a  de ferm entación  en l a  c u a l ,  cuando se in i ­

c i a  e i  p ro ceso , se t r a n s f i e r e  medio que co n tien e  c é lu la s  proce­
den te  de l a  p rim era  zona, B asta  que hay p re se n te  e l  volumen desea 
do p a ra  p ro p o rc io n ar e l  tiempo de re te n c ió n  promedio n ecesa rio  
p a ra  l a s  c é lu la s  en l a  segunda zona. E ste  puede s e r  ig u a l a l  tiem  

lo  po de re te n c ió n  án l a  p rim era  zona, o puede se r  d i f e r e n te .  Cuan­
do se a lc a n z a  e s te  volumen, se r e t i r a  continuam ente medio que 
co n tien e  c é lu la s  y se p asa  a  una zona de recu p erac ió n , b ien  se a  
p a ra  l a  p rep a rac ió n  de cobalam inas p u ras  o p a ra  l a  evaporación 
d e l medio, p a ra  p ro p o rc io n ar co ncen trados crudos de la s  eo b a la - 

15 m inas.
La v e lo c id ad  de remoción d e i  medio que co n tien e  c é lu la s  

desde l a  segunda zona depende en p a r te  de l a  velo c idad  de t r a n s ­
fe re n c ia  de medio que co n tie n e  c é lu la s  desde l a  p rim era  zona, y 
de l a  velo c idad  de ad íe  ion de n u t r ie n te  y /o  l íq u id o  co n tro lad o r 

2o d e l pH a  l a  segunda zona. La v e lo c idad  de remoción se a ju s t a  pa^- 
r a  mantener una co n cen trac ió n  p rác ticam en te  co n s tan te  de c é lu la s  
y un volumen de medio en l a  segunda zona d e l p ro ceso .

Pueden a ñ a d irse  n u t r ie n te s  a  l a  segunda zona de un modo 
análogo a  l a s  a d ic io n e s  a  l a  p rim era  zona, ju n to  con un l íq u id o  

25 co n tro la d o r  d e i  pH; por ejem plo, amoniaco acuoso . No o b s ta n te , 
pueden a ñ a d irse  n u tr ie n te s  a  l a  p rim era  zona en concen trac ión  
t a l  que se pasen n u t r ie n te s  no ferm entados s u f ic ie n te s  a  l a  se­
gunda zona p a ra  que se a  in n e c e s a r ia  una nueva a d ic ió n  de n u tr ie n ­
t e s  a  e s ta  zona.

3o E l medio ferm entado se pone en co n tac to  con oxigeno en l a
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segunda zona d e l  proceso  p a ra  ob tener rend im ien tos elevados de 
cobalam inas.

Cuando e l  medio se  pone en co n ta c to  con oxígeno o un gas 
que contenga oxígeno en e s t a  zona, se p r e f ie r e  r e a l i z a r  e s to  de 

5 t a l  modo que se  mantengan en e l  medio con d ic io n es m icroaerob ias 
mejor que a e ro b ia s , ya  que l a  ox igenación  ex cesiv a  t ie n e  tenden­
c ia  a  d ism in u ir e l  rend im iento  de cobalam inas.

Pueden o b ten erse  la s  co n d ic io n es deseadas haciendo p asar 
un gas que contenga oxígeno, t a l  como a i r e ,  a  t ra v é s  d e l medio, 

lo  a  una ve lo c idad  muy pequeña, s i  se u t i l i z a  un d isp o s it iv o  de a i ­
re ac ió n  e f ic a z ,  t a l  como un d iafragm a o una p la c a  s  Ín te r  izad a  de 
diám etro g rande , o a  una v e lo c id ad  algo  mayor, s i  se u t i l i z a  un 
d is p o s i t iv o  de a ire a c ió n  menos e f i c i e n t e ,  t a l  como un tubo a b ie r­
to  o re g a d e ra  a n u la r . S i se a g i t a  e l  medio, puede se r  s u f ic ie n te  

15 una ve loc idad  menor de f l u jo  gaseo so . Por ejem plo , en una zona 
no a g ita d a  sobre una e s c a la  de 36.320 l i t r o s ,  l a  a ir e a c ió n  d e l 
medio pasando de 0 ,01  a  0 ,1  volúm enes, aproximadamente, de a i r e ,  
por volumen de medio, por m inuto, a  t ra v é s  d e l  medio, desde una 
reg ad e ra  a n u la r , es  adecuada p a ra  p ro p o rc io n ar elevados rendim ien- 

2o to s  de cobalam inas.
La v e lo c idad  de f l u j o  más conven ien te  d e l  gas que c o n tie ­

ne oxígeno dependerá, por io  menos en p a r t e , ,  d e l  t ip o  de dispo­
s i t iv o  a  tra v é s  d e i  c u a l  pase e l  oxigeno o e l  gás que co n tiene  
oxigeno a l  medio y de s i  se  a g i t a  e l  medio. E sto  puede de te rm in ar- 

25 se fác ilm en te  variando  l a  v e lo c id ad  de f lu jo  gaseoso y analizando  
l a s  cobalam inas en e l  p roducto  ferm entado .

Un método a l te r n a t iv o  p a ra  consegu ir e l  co n tac to  d e l medio 
con oxigeno c o n s is te  en a g i t a r  vigorosam ente d icho  medio bajo  una 
a tm osfera  de un gás que contenga oxigeno. De e s ta  manera, e l  gas 

3o p e n e tra  en e i  medio por l a  a g ita c ió n  y se d is tr ib u y e  intimamente
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por todo el*  E l grado de oxigenación  dependerá de l a  ve loc idad  
de a g ita c ió n  y de l a  d isp o s ic ió n  de laB p a le ta s  d e l  a g ita d o r  que 
pueden v a r ia r s e  según se  n e c e s i te .

Las cobalam inas, por ejem plo c ianocobalam ina, pueden r e -  
5 cu p erarse  a  p a r t i r  d e l medio que co n tie n e  c é lu la s  r e t i r a d o  de 

l a  segunda zona d e l  p ro ceso , separando l a s  c é lu la s  b a c te r ia le s  
d e l líq u id o  ferm entado, tra ta n d o  l a s  c é lu la s  separadas con á c i ­
do acuoso p a ra  l ib e r a r  l a s  cobalam inas y p u rif ic a n d o  después l a s  
cobalam inas o b ten id as por e x tra c c io n e s  a l te rn a d a s  en so lu c io n es 

lo  o rg án icas y acu o sas. S i se  n e c e s ita n  l a s  cobalam inas s ó l id a s ,
pueden o b te rn e rse  por p re c ip i ta c ió n  de so lu c ió n  acuosa m ediante 
a d ic ió n  de un n o -d iso lv e n te , t a l  como ac e to n a .

S i se n e c e s ita n  únicam ente cobalam inas im puras, por ejem­
p lo  como suplem entos p a ra  p ie n so s , en tonces puede se ca rse  e l  pro 

15 ducto  ferm entado y u t i l i z a r s e  en e s t a  form a.
E s to s  p rocesos de recu p erac ió n  pueden r e a l i z a r s e  de modo 

con tinuo  o d isc o n tin u o , s i  se d esea .
Aunque es p r e f e r ib le  r e a l i z a r  e l  proceso de l a  p re sen te  

invención  como proceso  su stan c ia lm en te  co n tin u o , es d e c i r ,  por 
2o a d ic ió n  c o n tin u a  de n u t r ie n te s  y sep arac ió n  co n tin u a  d e l  medio 

que co n tien e  c é lu la s  conteniendo cobalam inas, e s t á  d en tro  d e l 
a lcan ce  de l a  invención  l a  a d ic ió n  de n u t r ie n te s  y l a  remoción 
de medio que co n tien e  c é lu la s  de modo in te rm ite n te . Análogamente, 
pueden h acerse  p a sa r  c é lu la s  y medio p a rc ia lm en te  ferm entado d e s - 

25 de l a  p rim era  zona a  l a  segunda, de modo con tinuo  o in te rm ite n te  
según se  d esee .

Ejemplo 1

Se monta una fe rm en tac ión  que comprende dos v a s i ja s  de f e r -  
3o m entación in te rc o n e c ta d a s , d isponiendo l a  p rim era  v a s i j a  de re e u r-

2 4 3 6 Í 7 -  2ÓI

-  10 -



5

lo

15

2 o

25

3o

so s p a ra  l a  ca rg a  c o n tin u a  de n u t r ie n te  l iq u id o  de l íq u id o  de nan­
c e r  a c ió n  de (e q u iv a le n te  a  315 mg. de n itro g en o /1 0 0  m i. de
m edio), g lu co sa , (10 gramos por 100 m i l i l i t r o s  de medio) y cobal­
do (2 ,75  p a r te s  por m illó n  de p a r te s  de medio) oomo c lo ru ro  de 
c o b a lto . Se p ro p o rc io n a  tam bién a  ambas v a s i ja s  de ferm entación  
una ca rg a  sep arad a  de so lu c ió n  de amoniaco acuoso p a ra  c o n tro la r  
e l  pH de l a  fe rm en tac ió n .

Al comienzo de l a  fe rm en tac ió n  se ag reg a  a  l a  p rim era  va­
s i j a  de fe rm en tac ión  medio n u t r ie n te  e a t e r i l  que t ie n e  l a  mí ¡ama 
com posición que l a  c a rg a  de n u t r ie n te  in d ica d a  a r r i b a ,  y  se  siem -
b ra  e l  medio con un c u l t iv o  de P ro p io n ib ac te riu m  f r e u d e n re ic h i i . 
Después se  d e ja  que e l  organismo se  d e s a r ro l le  du ran te  100 ho ras
a  30* C. D urante e s te  tie n d o , se m antiene e l  pH de l a  ferm enta­
c ió n  e n tre  6 ,7  y 7*0, m ediante a d ic io n e s  de amoniaco acuoso, se­
gún se  n e c e s i te .

Al f i n a l  de l p e rio d o , se comienza una ca rg a  co n tin u a  de 
medio n u t r ie n te  según se ha d e s c r i to  a r r i b a ,  a  l a  veloc idad  de 
1/25 del-volum en en l a  p rim era  zona, por h o ra . Se añade tam bién 
amoniaco acuoso, cuando se a  n e c e s a r io , p a ra  c o n tro la r  e l  pH.

E l medio de fe rm en tac ión  se  a g i t a  mecánicamente en p resen
c ía  de a i r e  por encima d e l m edio, p a ra  p ro p o rc io n ar cond iciones 
m icroaerob ias en  e l  medio con ten ido  en e s ta  v a s i j a .

Cuando l a  fe rm en tac ión  h a  alcanzado  e l  volumen deseado, 
se  d e ja  que rebosen  continuam ente h a s ta  una segunda v a s i j a  de 
fe rm en tac ió n , medio n u t r ie n te  p a rc ia lm en te  ferm entado y c é lu la s .

E s ta  v a s i j a  e s tá  p ro v is ta  de a g i ta c ió n  m ecánica y se a i r e a  
a  razó n  de 5 /6  d e l  volumen de fe rm en tac ió n , po r m inuto, a  t r a ­
vés de un tubo a b ie r to  en e l  extrem o.

Cuando e l  volumen de l a  segunda v a s i j a  a lc an z a  e l  mismo 
n iv e l  que l a  p rim era  v a s i j a ,  se d e ja  que rebosen  continuam ente
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medio p are  ta lm ente ferm entado y c é lu la s ,  y se  recoge e s te  mate­
r ia ] . .

No se p roporcionan  ca rg as  de n u t r ie n te  f re sc o  a  l a  se­
gunda v a s i j a ,  aunque se m antiene e l  c o n tro l  d e l pH por a d ic io -  

5 n es de amoniaco, según se a  n e c e s a r io , e n tre  lo s  l ím i te s  de 6 ,7
y 7 ,0 .

Los a n á l i s i s  d e l  con ten ido  de cobalam ina d e l medio p ar­
c ia lm en te  ferm entado y l a s  c é lu la s  que pasan desde l a  p rim era 
v a s i j a  de fe rm en tac ión  a  l a  segunda y lo s  d e l  medio y  c é lu la s  

lo  que rebosan desde l a  segunda v a s i j a  de fe rm en tac ió n , se r e a l i ­
zan usando Ochromonas rnajhamensis (como hay io n es c ia n u ro , en 
e l  método de ensayo u t i l i z a d o  lo s  re s u lta d o s  se expresan  como 
con ten ido  de ctanocobalam ina (v itam in a  B ^ ) . Las c i f r a s  que se  
dan en l a  t a b la  1 (caso  1 ) corresponden  a  l a s  de co nd ic iones de 

15 e q u i l ib r io  e s ta b le c id a s  en l a  ferm en tac ión  (como se m uestra por 
lo s  re su lta d o s  c o n s ta n te s  de lo s  a n á l i s i s  y l a s  co n cen trac io n es 
co n s ta n te s  de g lu co sa  d u ran te  e l  perio d o  de ensayo ).

Laa cond iciones de fe rm en tac ió n  se  cambian luego pasan­
do una c o r r ie n te  l e n ta  de n itró g e n o  sobre e l  medio de ferm enta­

do c io n  con ten ido  en l a  p rim era  v a s i j a  de fe rm en tac ión  p a ra  propor­
c io n a r  con d ic io n es an ae ro b ias  en d ich a  v a s i j a .  demás co n d i­
c io n e s  permanecen in a l te r a d a s  en ambas fe rm en tac io n e s . Se r e a l i ­
zan a n á l i s i s  como se ha  d e s c r i to  a r r ib a  y lo s  v a lo re s  ob ten idos 
cuando se e s ta b le c e n  de nuevo l a s  co n d ic io n es de e q u i l ib r io  se 

25 dan en l a  ta b la  (caso  2 ) .
Se p asa  en tonces una c o r r ie n te  l e n ta  de n itró g en o  sobre 

e l  medio n u t r ie n te  en fe rm en tac ió n  con ten ido  en l a  segunda v a s i­
j a  de fe rm en tac ió n , además de a  l a  p rim era  v a s i j a ,  y  ee p a ra  l a  
a i r e a c ió n  en l a  segunda v a s i j a ,  proporcionando a s i  cond iciones 

3o su s tan c ia lm en te  an aero b ias  en ambas v a s i j a s .  Luego se  r e a l iz a n
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lo s  a n á l i s i s .  Los v a lo re s  o b ten id o s cuando se e s ta b le c e n  cond i­
c io n es de e q u i l ib r io ,  se  dan en l a  t a b la  1 (caso  3 ) .

Por l a s  c i f r a s  de lo s  ensayos que f ig u ra n  en l a  ta b la ,  pue­
de v erse  claram en te  qué hay un increm ento co n s id e rab le  en l a  p ro­
ducción de oobalam inas (c a lc u la d a s  como cianocobalam ina) por e l  
proceso de l a  p re se n te  invención  (caso  2) cuando se compara con 
lo s  o tro s  p rocesos d e s c r i to s .

T abla 1

Condiciones de fe rm en tac ió n  R esu ltados de a n a l i s i
(C ianocobalam ina,g /m í.)

V a s ija  1 V a s ija  2 V a s ija  1 V a s ija  2

15 1 . A gitada como se  des­c r ib e  bajo  atm osdera de a i r e .
A gitada como se des­c r ib e  con a ir e a c ió n 2 ,2 3 ,1

24 A gitada como se  des­c r ib e  bajo  a tm o sfera  de n itró g e n o .
A gitada como se des­c r ib e  con a ir e a c ió n 0 ,5 9 ,0

20 3 . A gitada como se  des­c r ib e  b a jo  a tm ó sfera  de n itró g e n o .
A gitada como se  des­c r ib e  s in  a i r e a c ió n  y b a jo  a tm o sfera  de n itró g e n o . 0 ,9 1 ,8

Ejemplo 2
'  Se e s ta b le c e  fe rm en tac ió n  y se  hace o perar como se  ha d es-

25 e r i t o  en e l  Ejemplo 1 , a  excepción  de que se v a r ía n  l a s  cond icio ­
nes de fe rm en tac ión  según se  d e sc r ib e  más a d e la n te .

Cuando se  v a r ia b a  una de l a s  co n d ic io n es , co n tin u ab a  l a  
ferm en tac ión  bajo  e s ta s  co nd ic iones h a s ta  que se  e s ta b le c ía  e l  
e q u i l ib r io ,  como se dem uestra p o r lo s  re s u l ta d o s  co n s ta n te s  de 

3o lo s  a n á l i s i s  y e l  consumo de g lu co sa . Das c i f r a s  que se  dan en l a

-  13 -



2 43
t a b la  2, más a d e la n te , son e l  promedio de un gran  número de re su l­
tad o s  a n a l í t i c o s  ob ten idos d u ran te  e l  p erio d o  en que se hab ían  es­
ta b le c id o  co n d ic io n es de e q u i l ib r io .

5

lo

15

2o

C ondición A

La ve lo c idad  de alim ón ta c  ión  n u t r ie n te  a  l a  p rim era  v a s i­
j a  se mantuvo en  0 ,03  d e l  volumen de e s ta  v a s i j a ,  por h o ra , y es­
t a  cond ición  se mantuvo d u ran te  164 h o ras  después de haberse  es­
ta b le c id o  con d ic io n es de e q u i l ib r io  en l a  v a s i j a .
C ondición B

La velo c idad  de a lim en tac ió n  n u t r ie n te  a  l a  p rim era  v a s i j a  
se red u jo  a  0,025 d e l  volumen de e s t a  v a s i j a ,  po r h o ra , y e s ta  
co n d ic ió n  se mantuvo d u ran te  170 h o ras  después de haberse  e s ta b le ­
cido  co nd ic iones de e q u i l ib r io  en l a s  v a s i j a s .

Por lo s  r e s u lta d o s  de l a  t a b la  2 , se v e rá  que l a  v a r ia c ió n  
de l a  ve loc idad  de a lim en tac ió n  n u t r ie n te  d en tro  de e s to s  l ím ite s  
e je rc e  poca in f lu e n c ia  sobre l a  co n cen trac ió n  de cobalam inas en 
e l  medio que co n tien e  á é lu la s  r e t i r a d o  de l a  segunda v a s i j a ,  aun­
que l a  v e lo c idad  de f lu jo  bajo  l a  cond ición  A fu e  rá p id a  que bajo 
l a  cond ición  B.
Condición C

La veloc idad  de a lim en tac ió n  n u t r ie n te  se re d u jo  de nuevo 
a  0,015 d e l  volumen de l a  p rim era  v a s i j a ,  por h o ra , y l a  ve loe i -  

25 dad de a ir e a c ió n  a  l a  segunda v a s i j a  se  red u jo  a  0 ,1  volúmenes de
a i r e  por volumen de medio, por m inuto. Se m antuvieron cond iciones 
de e q u i l ib r io  du ran te  84 h o ras  an te s  de h acer nuevas v a r ia c io n e s .

Se v e rá , por l a  t a b la  2 , que no se producen cambio marca­
dos en l a  co n cen trac ió n  de c o b a l aminas en e l  medio que co n tie n e  

3o c é lu la s  r e t i r a d o  de l a  ú ltim a  v a s i j a ,  como consecuencia de e s ta
-  14 -
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V ariac ió n , aunque l a  v e loc idad  de f l u jo  fue  menor que bajo l a s  
con d ic io n es A o B.

____

5

lo

15

2o

25

Condición D.
La ve loc idad  de a lim e n tac ió n  n u t r ie n te  a  l a  p rim era  v a s i­

j a  se mantuvo como en  l a  co n d ic ió n  C. Se aumentó l a  veloc idad  de 
a ir e a c ió n  a  l a  segunda v a s i j a  a  0 ,3  volúmenes de a i r e  por volumen 
de medio, por m inuto.

Una a lim e n tac ió n  n u tr ie n te  de l íq u id o  de m aceración d e l 
maíz únicamente se comenzó a  l a  segunda v a s i j a ,  a  una velocidad  
aproximadamente 1 /10  de l a  de a lim en tac ió n  a  l a  p rim era  v a s i j a .
E l  volumen de medio en l a  segunda v a s i j a  se aumentó en 1 /1 0 , t e ­
niendo en cu en ta  l a  ca rg a  de líq u id o  de m aceración de maiz a  e s ta  
v a s i j a ,  p a ra  p ro p o rc io n ar l a  misma v e lo c id ad  de f lu jo  de l a  se­
gu ida v a s i j a ,  como en l a  co n d ic ió n  C in d ica d a  a r r ib a .

Por l a  t a b la  2 , se v e rá  que l a  co n cen trac ió n  de cobalam i- 
nas en e l  medio que co n tie n e  c é lu la s  r e t i r a d o  d e l p ro ceso , aumen­
t a  por l a  a d ic ió n  de l íq u id o  de m aceración de maiz a  l a  segunda 
v a s i j a .
Condición E

La velo c idad  de a lim en tac ió n  n u t r ie n te  a  l a  p rim era  v a s i ­
j a  se aumentó a  0,035 d e l  volumen de l a  v a s i j a ,  por h o ra .

Se aumentó l a  v e lo c idad  de a i r e a c ió n  a  l a  segunda v a s i j a  
a  0 ,3  volúmenes de a i r e  por volumen de medio, por m inuto, pero  
e l  volumen de medio en e s t a  v a s i j a  se aumentó o t r a  vez en una mi­
ta d , proporcionando a s í  un increm ento análogo en e l  tiem po de 
re te n c ió n  promedio de l a s  c é lu la s  en l a  segunda v a s i j a .

Se v e rá , por l a  t a b la  2 que, en e s ta s  co n d ic io n es , l a  con­
c e n tra c ió n  de cobalam inas en e l  medio que co n tien e  c é lu la s  r e t i r a ­
do d e l  proceso  dism inuye lig e ram en te  en com paración con l a  cond i-
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T abla 2

43617 20

Condición V elocidad de a lim en tac ió n  C oncen tración  de C oncentración n u tr ie n te  a  l a  p rim era  v a -  cobalam ina en l a  de cobalam ina s i j a  (volumen de v a s i j a /  p rim era  v a s i j a  en  e l  medio 5 h o ra ) . ( g /m í.)  r e t i r a d o  del a  segunda v a s i j a  /m i)
A 0*03 0 ,3 8 ,3
B 0*025 0*4 8 ,9
C 0,015 0*5 8 ,2
D 0,015 0 ,4 12,4
B 0,035 0 ,4 7*7

Ejemplo 3
Se montó una ferm en tac ión  en dos f a s e s  según se h a  d e s e r i -  15 to  en e l  Ejemplo 1 , u t i l iz a n d o  un medio análogo y cepa de P ro p io - 

n ib ac te riu m  f re u d e n re ie h i i  en l a  que e l  medio con ten ido  en l a  p r i ­
mera v a s i j a  se ferm entaba en  cond iciones an ae ro b ias  y en l a  segun­
da v a s i j a  bajo  con d ic io n es m ic ro ae ro b ias , de acuerdo con e l  proce­
dim iento de l a  p re se n te  in v en c ió n .2o In ic ia lm e n te , se m aiten ían  ambas v a s i j a s  a  30s C ., y e l  con­
te n id o  de cobalam ina de i  medio en  l a  p rim era  y en l a  segunda v a s i­
j a s ,  se determ inaba cuando se  h ab lan  e s ta b le c id o  l a s  cond iciones 
de e q u i l ib r io  en cada v a s i j a .

Después se cambiaba l a  tem p e ra tu ra  de l a s  v a s i j a s  a  35s C ., 
25 y se determ inaba nuevamente e l  con ten id o  de cobalam ina d e l  medio

en cada v a s i j a  cuando se hab ían  v u e lto  a  e s ta b le c e r  cond iciones 
de e q u i l ib r io .

Se r e p e t í a  después e l  proceso  m anteniendo l a  tem p era tu ra  
de l a s  v a s i j a s  a  25* C.

3o Los re s u lta d o s  de lo s  a n á l i s i s  en cada caso  se dan en l a
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á a b la  3
Tabla 3

Tem peratura de l a  1* y 2* v a s i j a s 1* v a s i j a  C ianoc obalamina
23 v a s i j a  C ianoc obalamina ( g /m l.)

303 c 0 ,8 9,8
353 c . 0 ,4 8 ,1
253 C. 0 ,6 7 ,4

lo

15

2o

25

3o

Ejemplo 4
Se monto ana fe rm en tac ió n  en dos f a s e s ,  como se ha d e s c r i ­

to  en e l  Ejemplo 1 , pero usando e l  s ig u ie n te  medio n u t r ie n te :
M icelio  p e n ic il i iu m  a a to liz a d o(a u to liz a d o  d u ran te  14 d ia s  a37* C .) -  430 mg. n itró g en o  p o r 100m i. de medio.
G lucosa (a n h id ra , e s t e r i l i z a d apor separado) -  10 gr¿ por 100 m i. de pe­d io .
C loruro de co b a lto  *  2 ,75 p a r te s  por m illó n ,como o o b a ito .
Se proporcionó  una a lim en tac ió n  co n tin u a  de e s te  medio a  

l a  p rim era  v a s i j a  a  razón de 1 /30  d e l volumen d e l  medio en l a  p r i  
mera v a s i j a ,  y se  r e a l iz ó  l a  fe rm en tac ión  en l a  p rim era  v a s i j a  
bajo  cond iciones a n a e ro b ia s , y en  l a  segunda v a s i j a ,  bajo  condi­
c io n es m ic ro aero b ias , según se d e sc rib e  en e l  ejemplo 1 .

Cuando s e  hab ían  e s ta b le c id o  co n d ic io n es de e q u i l ib r io  en 
l a s  v a s i j a s ,  se a n a liz a b a  e l  con ten ido  de cobalam ina d e l medio en 
cada una de e l l a s .

Luego se cambiaban l a s  cond ic iones de ferm en tac ión  en l a  
p rim era  v a s i j a  a  cond ic iones m ic ro aero b ias , ag itan d o  y haciendo 
p asa r a i r e  a  t ra v é s  d e l  medio en e s ta  v a s i j a ,  a  l a  veloc idad  de
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3-/3 volúm enes, por volumen de medio, por m inuto.
E l con tenido  de cobalam ina d e l medio en cada v a s i j a  se 

a n a liz a b a  nuevamente cuando se b ab ian  e s ta b le c id o  cond iciones de 
e q u i l ib r io ,  a  modo de com paración con e l  p roceso  de l a  p re sen te  

5 inv en ció n . Los re su lta d o s  de e s to s  a n á l i s i s  se dan en l a  ta b la
4 .

lo

15

Tabla 4
Condiciones de ferm entación R esu ltados de lo s  a n á l i s i s  (0 ianoc obalamina g /m l. )

V a s ija  1 V a s ija  2 V a s ija  1 V a s ija  2

A naerobias M icroaerobias 0 ,6 12,2
Mie r  oaero b la s M ieroaerobias 2 ,8 4 ,0

La p re se n te  s o l ic i tu d  que corresponde a  l a  p re sen tad a  en 
Gran B retaña e l  13 de Septiem bre de 1.957* con e l  número 23859/57 
se  acoge a  lo s  b e n e fic io s  d e l  a r t i c u lo  51 d e l  v ig en te  E s ta tu to  so­
bre P ropiedad I n d u s t r i a l .

N O T A

Los pun tos de invención  p ro p ia  y nueva que se p re sen ta n  
25 p a ra  que a sa n  o b je to  de e s t a  s o l ic i tu d  de 1 e r .  C e r t if ic a d o  de 

A dición en España, son lo s  s ig u ie n te s :
1 ^ .-  M ejoras in tro d u c id as  en e l  o b je to  de l a  P a ten te  P r in ­

c ip a l  n* 242.240, p o r "Un p roced im ien to  con tinuo  p a ra  l a  produc­
c ió n  de cobalam inas" que comprenden fe rm en tar un medio n u tr ie n te  

3o líq u id o  adecuado, bajo  con d ic io n es su s tan c ia lm en te  an a e ro b ias , con
18 -



.una esp ec ie  p ro d u c to ra  de c obal amina d e l género P ro p io n ibac te rin m , 
en una p rim era  zona y m ien tra s  se añaden n u t r ie n te s  a  e s ta  zona 
h acer p a sa r  medio que co n tie n e  c é lu la s  desde l a  p rim era  zona a  una 
segunda zona, a  una v e lo c id ad  t a l  que se  mantengan l a  concen tra^

5 c ió n  de c é lu la s  y e l  volumen de medio en l a  p rim era  zona s u s ta i -' t ' ' '
c ia lm en te  c o n s ta n te s ;  poner en c o n ta c to  e l  medie que co n tien e  cé­
lu la s  en l a  segunda zona con oxigeno m ien tra s  se r e t i r a  medio que 
co n tien e  c é lu la s ,  conteniendo cobalam inas, desde l a  segunda zo­
n a , a  una v e lo c id ad  t a l  que se mantengan l a  co n cen trac ió n  de ce­

lo  lu la s  y e l  volumen de medio en l a  segunda zona su stan c ia lm en te
c o n s ta n te s  y , p o s te rio rm e n te , co n c en tra r  o re cu p e ra r  la s  cobala­
minas co n ten id as  en e i  medio que co n tien e  c é lu la s  r e t i r a d o  de l a  
segunda zona.

2 e . -  M ejoras según  se r e iv in d ic a re n  l a  re iv in d ic a c ió n  1 ,
15 según l a s  c u a le s  e l  medio n u t r ie n te  l íq u id o  en l a  p rim era  zona

co n tien e  líq u id o  de m aceración d e l  maiz en una co n cen trac ió n  s u ­
p e r io r  a  140 mg. de n itró g en o  por 100 m i. de medio y un carb o h i­
d ra to  a s im ila b le  su p e rio r  a  5 gramos por 100 m i. de medio.

3 9 Mejoras  según se r e iv in d ie m e n  l a  re iv in d ic a c ió n  2,
2o según l a s  c u a le s  e l  ca rb o h id ra to  a s im ila b le  e s  g lu co sa  o la c to ­

s a .
4 9 ,-  M ejoras según se r e iv in d ic a n  en l a  re iv in d ic a c ió n  3, 

según l a s  c u a le s  e l  medio n u t r ie n te  l íq u id o  en l a  p rim era  zona 
co n tien e  l íq u id o  de m aceración de maiz en una co n cen trac ió n  su - 

25 f i e i e n t e  p a ra  p ro p o rc io n ar n itró g en o  e n tre  lo s  l ím i te s  aproxima­
dos de 200 a  400 mg. por 100 m i. de medio y g lu co sa  en una con­
c e n tra c ió n  e n tre  lo s  l ím i te s  aproximados de 8 a  12 gramos por 
100 m i. de m edio.

5 9 .-  M ejoras según se re iv in d ic a n  en c u a lq u ie ra  de l a s  
3o re iv in d ic a c io n e s  a n te r io re s  según l a s  cu a le s  l a  e sp ec ie  produc-
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lo

15

2o

25

3o

2 4 3 6 1 7 -pocrto r a  de cobalam ina d e l  género P r op io n ib ac te riu m  e s  P ropionibí 
te riu m  freu d en r e í c h i í , P ro p io n ibac te riu m  sherm an ii o P rop ion ibac­
te riu m  technicum .

6 8 .-  M ejoras según se  r e iv in d ic a n  en c u a lq u ie ra  de l a s  
re iv in d ic a c io n e s  a n te r io r e s  según l a s  c u a le s  se  m antienen co n d i­
c io n es su s tan c ia lm en te  an ae ro b ias  en l a  p rim era  zona, re a l iz a n ­
do l a  fe rm en tac ió n  en e s ta  zona bajo  una a tm osfera  de un gas no 
o x id an te , t a l  como n itró g en o  o d ió x id o  de carbono.

7 8 .-  M ejoras según se r e iv in d ic a n  en c u a lq u ie ra  de la s  r e i ­
v in d ic ac io n es  a n te r io r e s  según l a s  cu a le s  e l  medio en  l a  segunda 
zona se pone en c o n ta c to  con oxigeno haciendo p asa r  oxigeno o un 
gas que contenga oxigeno, por ejem plo , a i r e ,  a  tra v é s  d e l medio 
contenido  en l a  segunda zona.

d $ .-  M ejoras según se re iv in d ic a n  en l a  re iv in d ic a c ió n  7 , 
según l a s  cu a le s  se hace p a sa r  a i r e  a  t r a v é s  d e l  ced ió  en l a  se­
gunda zona, a  una v e lo c id ad  comprendida e n tre  lo s  l im i te s  de 0 ,01 
y 0 ,1  volúm enes, por volumen de medio, por m inuto.

9 * . .  M ejoras según se r e iv in d ic a  en c u a lq u ie ra  de l a s  r e i ­
v in d ic ac io n es  1 a  6 , según l a s  cu a le s  e l  medio en l a  segunda zo­
na se pone en co n tac to  con oxigeno, ag itando  mecánicamente e l  
medio en l a  segunda zona bajo  una a tm o sfera  de oxigeno o un gas 
que contenga oxigeno, t a l  como a i r e .

1 0 8 .-  M ejoras según se  r e iv in d ic a n  en c u a lq u ie ra  de l a s  
re iv in d ic a c io n e s  a n te r io r e s ,  según l a s  cu a le s  l a  ferm entación  
se  r e a l i z a  a  una tem p era tu ra  de unos 308 c .

1 1 8 .-  M ejoras según se  re iv in d ic a n  en c u a lq u ie ra  de l a s  
re iv in d ic a c io n e s  a n te r io re s  según l a s  cu a les  e l  pH d e l  medio en 
l a s  zonas se  a ju s t a  por ad ic io n e s  de amoniaco.

1 2 8 .-  M ejoras según se  r e iv in d ic a n  en c u a lq u ie ra  de la s  
re iv in d ic a c io n e s  a n te r io r e s ,  según l a s  c u a le s  e l  pH d e l  medio
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2 4 3 6 Í 7  ^
,en l a s  zonas se m antiene e n tre  6 , 5 y 7 ,5 , aproximadamente.

133*- M ejoras según se  re iv in d ic a n  en c u a lq u ie ra  de la s  
re iv in d ic a c io n e s  a n te r io r e s ,  según l a s  cu a le s  se añade a  l a  se ­
gunda zona una fu en te  de n itró g en o  a s im ila b le .

143,— M ejoras in tro d u c id a s  en e l  o b je to  de l a  P a ten te  p r in ­
c ip a l  número 242.240.

Tal y como se ha  d e s c r i to  en l a  Memoria que an tece  y p a ra  
lo s  f in e s  que se han e s p e c if ic a d o .

E s ta  Memoria co n s ta  de v e in t iu n a  h o ja s  e s c r i t a s  a  maquina 
lo  por una s o la  o a ra .

Madrid 2 o c i .  19
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