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Este invencidn se refiere al cultivo de microoyr
ganismos.

Se'pueden cultivar microorganismos en mezclas -
de cultivo utilizando dispositivos mecénicos para agitar
la mezcla de cultivo. Puede ubtilizarse también aire a al
ta presidn para agitar la mezcla y para suministrar oxigg
no a lg misma.

e La invencidn se refiere g uwn aparato que coN= =
prende una o mas cémaras o secciones de fermentacién alar
gadas para contener una mezcla de cultivo, medios para su
ministrar mezecla de cultivo y aire a las nismas, y para -
eliminarlos de la mezcla. Cada una de dichas cdmaras = -
tiene un cierto ntmero de zonas de agitacidn en las cua~—
les la mezcla de cultivo se pone en contacto con aire a -
baja presidn, preferiblemente a una presidn comprendida -
entre 1,27 y 15 centimetros de mercurio, y en lascuales -
ge produce una circulacidn continua de la mezcla de cul =~
tivo a través de las zonas. Ia mezcla de cultivo puede -
desplazarse poco a poco a través de cada una de las cédma-
ras. El aire agita la mezcla, y, al mismo tiempo, sumi~-
nistra ox{geno. Por comparacidn con un equipo convencio-
nal que emplee agitadores mecanicos o aire a presidn ele=
vada, el presente gparato permite una reduccidn importan-
te en las necesidades de energia para llevar a cabo lgs =
fermentaciones.

Bl microorganismo aerobio se reproduce en la --
mezcla de cultivo, en presencia de oxigeno, preferiblemen
te a una temperatura de 20 a 55¢ ¢ aproximadamente.

Bl cultivo de microorganismos es importante dew-

bido a la aptitud de un gran nimero de especies para pro-
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ducir sustencias valiosas, tales como protefna intracelu—

lar, hecho éste que los hace valiosos como alimentos para

el ganado y otros animales, incluyendo los seres huma- =
nos. Aunque la invencidn es Util para muchos géneros de

5 microorganismosg, y si bien pueden utilizarse muchas fuenw
tes distintas para proporcionar carbono asimilable para =

la produccidn de energia y para el crecimiento, se prefie

re cultivar microorganismos que consumen hidrocarburos y
wbilizar hidrocarburos de bajo precio como fuente de car-

10 bono. Asi pues, la mezcla de cultivo comprende un hidro-
carburo, una solucidn acuosa de nutriente mineral, y las

células del microorganismo, y dicha mezcla se encuentra -

en forma de una emulsidn, preferiblemente de una emulsidn

del tipo de agua en aceite, 6 Ag./Ac., tipo por el gque se

15 entiende una emulsidn de fase aceitosa continua en 1a que
el aceite es un hidrocarburo. Para obtener una emulsidn

del tipo Aq./Ac., se utiliza preferiblemente un agente —-
emulsificante que promueva esta clase de emulsidn. En —

tal forma, la mezcla de cultivo tiene una viscosidad relg
20 tivamente baja, lo que equivale a decir que es mds fécil
de agitar y de bombear que una emulsidn de fase acnosa —-
continua, y es al propio tiempo una emulsién estable, lo

gue significa que puede reproducirse una y otra vez de un

modo controlado. Ademés, se pueden introducir a través -

25 de la fase continua hidrocarburada de tal emulsidn centi-
dades mayores de oxfgeno que en el caso de las emulsiones

de fase acuosa continua, debido a la mayoyr solubilidad e

del oxigeno en los hidrocarburos que en el agué. asf - -

pues, es accesible a las células una mayor cantidad de —-

30 ox{geno, por tender aquéllas a concentrarse en lafase — -

373639
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acuosa. e o
Para llevar a la prictica el procedimiento que
antécede, la invencidn proporciona un aparato de fermentg
cidn de cépacidad amplia y variable en el cusl se lleva =
a cabo una elevacidn por aire de la mezcla de cultivo pa~-
ra agitar la misma y para suministrar el oxigeno requeri-
do. Tal elevacidn por aire se efectla mediante aire g ~-.
bajaf%resién, ¥ la altura de la elevacidn estd relaciona-
da con la presidn del aire a baja presidn wtilizado. E1
aparato se ilustra en los dibujos que se acompefian, en —-

los cuales:s

la Figura 1 es una vista lateral en corte del =

. aparato que muwestra tres plataformas, dispuestas unas so-

bre otras, sobre las cuales estdn soportadas las cdmaras
0 secciones de fermentacidng

la Figura 2 es una vista en planta, asimismo = -
en corte, del aparato de la Figura 1 con el techo retira—
dos

la Figura 3 es una vista en corte parcial amplig
da de una cémara de fermentacién tomada a lo largo de — -
la 1inea 3-3 de la Figura 2, correspondiendo la vista g =
una cdwara intermedia entre wna cdmara superior y una cée
mara inferiors

la Figura 4 es una vista en corte parcial toma-
da a lo largo de la 1inea 4~4 de la Figura 3;

la Tigura 5 es una vista como la de lg Figura -
2, pero representando un aparato modificados

la Tigura 6 es una vista en seccidn parcial, —-
ampliada y cortada, de una cédmara de fermentacidn, toma=~—

da a lo largo de la 1inea 6~6 de la Figura 5, mostrando =
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dicha vista porciones extremas de la cdmara; y

la Tigura 7 es una vista en corte parcial tome-

da a lo largo de la linea 7~7 de la Figura 6.

Como se vé en la Flgura 1, el aparato compren=-
de una estructura de plataformas miltiples o de pisos mil
tiples, mostrdndose tres plataformas espaciadas verticalw
mente en 10, 11 y 12, aunque pueden utilizarse mds o me--
nos de tres. Cada plataforma tiene una o mds cédmaras de
fermentacidn en forma de largos canales o secciones, dos
de los cuales se muestran uno al lado del otro en 13 y —-
14, y se entendera que pueden existir tantos como gse de-e
see. Estas cémaras estdn completamente cerradas; por —-
ejemplo, la camara 13 estd cerrada por tabiques de techo
y suelo 15 y 16, tabiques laterales 17 y 18, y tabiques -
extremos 19 y 20. Cada plataforma tiene un pasillo en =
el espacio comprendido entre las cémaras, uno de los cua-
los se muestra en 22, el cual puede tenerse acceso por es
caleras, tal como se muestra en 23 y 24.

Tas cémaras de fermentacidn se mentienen con ——
arreglo a una disposicidn separada verticalmente, descan-
sando sobre vigas en I que ge prolongan verticalmente, ==
una de las cuales se muestra en 25 (Figura 4); cada una
de estas vigas en I se extiende entre y“estéﬂsoportada e
por un par de pilares dispuestos en oposiciéa;_tales como
los pilares 26 y 27. TLos pilares estdn separados longitu
dinglmente a lo largo de cada uno de los lados del aparg-
to en toda su longitud, identificéndose algunog de ellog
en la Figura 1 como 26, 28 y 29. Sobre los tabiques de =~
techo de las camaras de la plataforma mis alta se dispone

una serie de viguetas o piezas transversales separadas —-
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30, 31, 32, etc., descansando cada una de e¢llas sobre un

par de pilares dispuestos en oposicidn y sirviendo para
soportar las armeduras del tejado, dos de las cuales se
indicen en 33 y 34. Dichas armaduras soportan el tejado
35.

‘ . En los extremos respectivos de cada cdmara cg-—
tén‘gispuestos tubos de entrade y salida para introducir
la mezcla de cultivo en aquélla y para rebirar la misma,
Junto con medios para mover la mezecla a lo largo de las
cdmaras. Asf, 40 es un tubo de alimentacidn de mezcla -
de cultivo que tiene una bomba 41 incorporada, de la cual
arranca el tubo 42 que lleva la alimentacidn a los tubos
de entrada de todas las camaras, representdniose estos -
dltimos tubos en 43-47. En los extremos de sslida de las
cémaras, tubos de salifia 48-52 retiran la mezcla de cul-
tivo y hacen pasar la misma al tubo de descarga 53. Dem

be entenderse que estos tubos de entrada y de salida es-

tén provistos de vdlvulas adecuadas para permitir el fun

- cionamiento de una cualquiera o més cémaras, incluyendo

todas ellas. Te bomba 41 sirve para mover gradvalmente
la mezcla de cultivo a lo largo de las diversas cdmaras,
siendo la velocidad del movimiento variable y estando ba
Jo control del operador. Si se desea, la fuente de lg =
mezcla de culfivo (no representada) puede ser un depdsi~
to elevado, a fin de que la mezcla pueda ser impulsada -
a lo largo de las cdmaras por la fuerza de la gravedad.
Estdn provistos medios de entrada y de salida
para introducir aire a baja presidn en las cémaras y pa-
ra evacuar el mismo, asi como medios para que el aire se

T TR T
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férico es aspirado por la soplante 55 en su entrada 56 -

y bombeado a baja presidén a través del distribuidor ver-

tieal 57 y de los conductos 58«61, hasta los conductos

de aire de didmetro reducido que se muestran en 62-65,

uno de los cuales estd dispuesto en la parte exterior,

es decir, en la parte alejada del pasillo, de cada una
de las cdmaras, contiguo a la poreidn inferior de la - -
misma y prolongdndose longitudinalmente desde un extre-—
mo al otro de la cdmara. En el extremo de salida de ca-
da cdmara, cada uno de tales conductos de aire terming -
en un extremo cerrado, como se vé en 66 y 67 pars 1log =~
conductos 62 y 63.

La construccién interna de una cédmara se mues-
tra en las Figuras 3 y 4, debiendo entenderse que todas -
las cémaras tienen esta misma construccidn. ILa cémara -

que se muestra en las Figuras 3 y 4 se identifica como -

68, véase la Figura 1, estando situada entre la cémara
superior 13 y la camara inferior 69. Tiene un suelo = -
70, un techo 7l, una pared interior 72, y una pared ex—-—
terior 73, véase la Figura 1. Una viga de soporte en =
I estd visible en 74, y una viga superior en I 75 ayuda
a soportar el suelo 76 de la cémara superior. En la pa=-
red interior 72 existe una abertura de observacidn 77 --
tapada por una puerta, a través de la cual iﬁ observador
gque ge encuentre en el pasillo puede inspecciénar el in-
terior de la cémara, estando tales aberturas espaciadas
a lo largo de la pared 72.

En la porcidn inferior de la cédmara 68 exis-~ =

ten una pluralidad de zonas de agitacidn, espaciadas - -
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10

15

20

25

30

14=11~69

cémara. En la Figura 3 se muestran tres de dichas zonas,
identificadas como 78, 79 y 80. Cada zona estd definida

por un par de tabiques o placas de desviacidn separados =
uo del otro y del suelo 70 y que se exbienden de lado a
lado, es decir, desde la pared interior 72 a la pared ex-
tefiqr de la cémara 73; as{ le zona 76 estd definida por
losuiabiques 78a y 78b, la zona 79 por los tabiques 79g =
¥y 79b, y la zona 80 por los tabiques 80a y 80b. ILa zona

78 estd provista de una pluralidad de borboteadores de —-—
aire espaciados transversalmente, usualmente en ndmero —-—
de catorce, aungue este nimero es variable, tres de log -
cuales se muestran en 78c, 784 y 78e (Figura 4), junto —-
con las tuberfas de entrada.de aire correspondientes 78f,
78g, y 78h, cada una de las cuales tiene la forma genergl
de vna U invertida. Se observard que el tabique 78a tie—
ne una serie de prolongaciones separadas 78i, 783, y 78k

(Figura 4) en las cuales estdn soportados los borboteado-
res y las tuberiass de entrada de aire. EL tabique 78a es
t4 provisto también de wna prolongacidn en Fforma de canal
T8m adyacente a su extremo inferior, en la cual estd dige
puesto un tubo 78n de entrada de aire. En su extremo ex-
terior 780 (Figura 4), el tubo 78n estd conectadocon el -
conducto de aire 64, mientras que su extremo interior (no
representado) estd herméticamente cerrado. GConectadas al
tubo 78n en toda su longitud se encuentran las ramifica=-—
ciones mds largas de las tuberfas de aire en forma de U =
invertida 78f, 78g, y 78h. 4As{ pues, el aire procedente

del conducto de aire 64 pasa al tubo de alimentacidn T6én

¥ a continvacidn a las tuberfas de aire 78f, 788, y T8hy~

373639
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que lo conducen a los borboteadores 78c, 784, ¥y 786-‘1h

Dado que la construccidn de las zonas 79 y 80 -
es similar a la descrita para la zona 78, no es preciso -
repetirla.

Ceda wna de las cémaras estd adaptada para con-
tener la mezecla de cultivo hasta una altura suficiente —-
para llenar practicaemente lag zonas de agltacidn. Por ——
ejemplo, en la Figura 3 el nivel de la mezcla de cultivo
en la cdmara 68 se muestra en 81, y este nivel se mantie-
ne egencialmente disponiendo el tubo de salida 49 (Figura

1) a una distancia por encime del suelo 70 tal que corres

"ponda a la altura de las zonas de agitacién. Por otra —

varte, el tubo de entrada 46 se dispone bastante por enci
ma del nivel 8l.

Considerando la zona 78, a medida que el aire =
es descargado por los borboteadores en la mezcla de culti
vo, eleva dicha mezcla, o porciones de la misma, hacia ==
arriba de tal modo que la mezcla rebosa por encims de los
tabiques 78a y 78b, por asi decirlo, y desciende por sus
caras externas. Durante tal accidn de subida, la dengim-
dad dela mezcla aireada ascendente en la zona de agitacidn
tiende a disminuir, y cierta cantidad de mezcla proceden~
te del exterior de la zona, como son las req}ones identi-
ficadas por A, pasa a la parte inferior de ié‘zona para =
igualar la densidad; as{ pues, se establece una circula~
cidn a través de la zona 78. A veces se denomina dicha -
circulacidén "efecto de chimenea". EIn las zonas 79 y 80 =
se establecen circulaciones similares, y Ge hecho en to--

das las zonas de la cdmara. Por otra parte, como lg mez-

cla de cultivo esgtd entrando continuamente en la cémara -

TTRT
3736329
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¥ saliendo de la misma, se establece un flujo en la di-f me i)

receidn indicada por la flecha B.

La altura a la que es levantada la mezcla 36 w——
cultivo por la corriente de aire en la zona 78 estd relae
cionada con la presidn de asire. Por ello, con objeto de
utilizar aire de baja presidn, esto es, comprendida en —-
el -intervalo de aproximadamente 6,35 mm a 15 em de mercum
rioy“preferiblemente de 1,27 a 15 cm, medida en las zonas
de agitacidn, las ventajas de lo cual se indican mis ade-
lante, la altura de la zona deberd corresponder g esta —-
presidn. Esta relacién entre la presidn del aire v la al
tura de la zona puede establecerse con anterioridad a la
construceidn del aparato. En la presente invencidn, se =
ha encontrado satisfactoria wna altura de zona de hasta =
61l cm aproximadamente; en cambio, la longitud y la anchu
ra de la cémara de fermentacidn pueden variarse para ha--
cerla de la capacidad que se desee. A t{tulo de ejemplo,
un aparato disefiado para tratar 3.785 metros otbicos de =
mezcla de cultivo en una sola operacidn puede tener las =
siguientes dimensiones en las cdmaras de Termentacidn: w-
longitud, 119 metros, anchura 9,15 m, altura 61 em, estan
do constitufdo por seis de tales cimaras, dispuestas como
ge ha indicado. En términos mds generales, y porcompara-
cién con el siguiente ejemplo ilustrativo, la aliura de —
la zona puede llegar hasta 1,83, 1,98, ¢ 2,13 m, aunque -
para estos valores es preferible reducir 1la longitud y/o
la anchura de las cémeras. Con alturas de hasta 1,83 a -
2,13 metros, es todavia posible contar con las ventjags -=
que acompafien al empleo de aire de baja presidn.

El aire de baja presidn descrito puede obtener—

375639
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se y mentcaerse de cualquier manera deseada, por cjemplo,ik

empleando medios de regulacidn de presidn adecuadamente -
pre-gjustados, los cunales no ge repregentan, en la tube--
ria situada entre la soplante 55 y las cdmaras de fermen—
tacidn. Otro método, arriba indicado, comprende adecuar
la altura o profundidad de la mezcla de cultivo (dentro -
del campo precedente) en las zonas de agitacidn a la pre-
gidn de aire seleccionada de tal manera que esta dltima -
sea justamente efectiva pare hacer circular la mezclag hae
cia arriba a través de las zonas.

Con respecto al uso de agire de baja presién, -
cuya presidn esté comprendida dentro del campo indicado,-
se ha encontrado que tal uso da lugar a una economisg im—-—
portante en lo que se refiere a las necegidades de cner—w
gla para llevar a cabo las fermentaciones. Hasta ahora,=
en las fermentaciones aerobigs, se crefa que eran Precim=—
sas una elevada intensidad de cizallamiento, tal como 1la
producida por agitacién meednica, y una fuerte agitacién,
para la creacidn de superficies y para ayudar al transpor
te de oxfgeno al sistema. En el caso de la agitacidn por
medio de aire a alta presidn, se crefa que habfan de uti-
lizaree presiones elevadas, por ejemplo, 1,76 a 2,11 - =
ke/cm® manom., para obtener uwna buena distribucidn a bre-
vés de los borboteadores y para un control ¥, reproducibi-
lidad de las condiciones que pudiesen consiéenarse satig—
factorios. En contraposicidn con esta téenica y crcencia
anteriores, se pueden obtener a las presiones realmente —
bajas descritas una agitacidn satisfactoria de la mezcla
de cultivo, junto con una buena distribucidn del aire g —

través de los borboteadores y un buen control y reproduci
- 373639
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tilicdad. Dos requiscitos de energia con tal aire deiﬁgff
presidn son solamente de 1/15 a 1/3, y generalmente no e
mds de 1/2, de 1os necesarios en un procedimiento simie=
lar pero en el que la agitacidn se lleve a cabo por me--
dios mecdnicos o con aire a alta presidn.

En la cdmara 68, como se muestra en la Figura
3, .el aire que borbotea a través de la mezcla de cultivo
en ceda zona de agitacidn pasa al espacio existente so--
bre la mezcla, y a continuacidn se desplaza gradualmente
hacia el extremo de salida de la cémera, donde paga gl -
conducto 82, y seguidamente al tubo vertical 83, y de ég
te a la atmdsfera. Mal movimiento del aire es efectuado
por el dispositivo de soplado 55, y si se desea, puede -
instalarse un dispositivo de soplado adicional en el hu=
bo vertical a fin de asegurar una evacuacidn mis eficaz
del aire de las cémaras. BEs tambidn Ffactible colocar —-
wna soplante en cada conducto que extraiga el aire Ge —-
una sola cdmara, es decir, en los conductos identificge—
dos como 82, 84, 85 y 86, obsérvense las Figuras 1Ly 2,-
y omitir el dispositivo Ge soplado en el tubo vertical.

La mezcla de cultivo en la cdmara 68 se pomete
a un mezclado continuo por retroceso, dado que es POSi=-
ble que la mezcla fluya hacia adelante o hacia atrds a -
través del espacio comprendido entre los tabiques de des
viacién y el suelo de la cdmara. Asimismo, los tabiques
de desviacidn impiden cualquier tendencia de la mezcla a
formar canales. Asi, en una operacidén en condiciones es
‘tacionarias, cualquier parte de la mezcla tiene un +iem=
po de residencia en la cémara igual al menos al de la mez

375639
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lentarse a la temperatu.a de fermembacidn por cualguier -
medio deseados

El funcionamiento del aparato puede ser por —-—
cargas o cont{nuo, ¥y por supuesto, se prefiere el Wltino
tipo de operacién. En el funcionamiento contfnuo, la mez
cla de cultivo y el aire se introducen continuamente en ~
las diversas cémarss y se retiran también continuamente,-
aunque son pogibles wna introduceidn ¥ retirads intermi—-
tentes. ILa mezcla de cultivo que se retira puede separar
se en fases de manera continua o intermitente, volviéndo-
se a utilizar la fase de aceite mediante recirculacidn, -
y separdndose y recuperdndose las células de la fase acuo
sa. La fase acuosa usada puede volver a utilizarse como
tal, o puede reconstituirse primeramente por adicidn de -
sales minerales y volver g utilizarse después; obien, ——
si no se encuentra en condiciones adecuadas, puede purifi
carse por eliminacidn de las sustancias tdéxicas, o puede
desecharse. Si se desea, puede recircularse uns parte de
las células producidas, antes o después de la separacidn
de la fase acuosa, dado que tal recirculacidn puede produ
cir un estimulo para el crecimiento ulterior del cultivo.

Como se ha descrito, la mezcla de cultivo que -
entra en las cdmaras de fermentacidn contiené.el microor—
ganismo a cultivar. Convenientemente, se habfé inocvlado
previamente con el microorganismo en un recipiente, no —-
representado, desde el cual es aspirada por la bomba 41l.-
51 se desea, la inoculacidn puede hacerse dentro de cada
fermentador, preferiblemente en ol extremo de entradg o -

cerca del mismo, por ejemplo, afiadiendo el microorganismo

373529
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184
a través de las aberturas de observacidn 77 a la mezola b
de nutriente acuoso e hidrocarburo que se encuentra en ==
las cédmaras.

Volviendo a la modificacidn de las Figuras 5-7,
ésta aifiere del aparato ya descrito en lo que se refiere
a ciertas caracteristicas, las cuales se describirdn g -
coﬁt%nuacién detalladamente, en tanto que no se describi-
ran Luevamenﬁe las estructuras que permanecen inalterg—-
das.

En la Pigura 5, se introduce el aire en las cd-
maras de fermentacidn por una pluralidad de puntos con ==
ayuda de las soplantes de aire 90, 91, 92 y 93, dos de e=
las cuales estdn dispuestas en cads lado del aparato, y =
cada wna de las cuales es accionada por un motor, como ge
indica en 90a, 9la, 92a, y 93a. El aire atmdsferico se -
bombea a un conducto vertical 90b, 91b, 92b, y 93b, del -
cual son visibles Unicamcnte los extremos superiores, y =
cada uno de estos conductos dirige el aire a un colechor
que se extiende longitudinalmente, dispuesto en la cara =
externa de cada cémara. Bxisten tres de %ales colectores
en cada lado del aparato, dos de los cuales se muestran —
en 94 y 95 para las cdmsras guperiores 96 y 97. ZEstos co
lectores estdn cerrados herméticamente en ambos extremos.
En cada extremo de cada grupo de plataformas superpucstas
estdn situadas chimeneas verticales para la evacuacidn —-
del aire 98, 99, 100 y 101, y cada una de las cdmaras egw
ﬁé conectada a una chimenea por un corto conducto que se
prolonga desde el extremo de la cdmara. Custro de tales
conductos se muestran en 102, 103, 104, y 105.

Como puede verse claramente, el aire entra en =

=7 N =y
273629
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cada uno de los colectores por dos puntos separados, yi"

en cada uno de tales puntos se bifurca la corriente de =
aire, fluyendo hacia derecha e izquierda, como 10 indje=
can las flechas pintadas en los colectores 94 y 95. Con
giderando el colector 95 como representativo, el aire pa
sa desde el mismo a una pluralidad de tubos de alimenta-
cidn de aire 106, 107 y 108 (véase la Fipura 6) en la cd
mara 97, tubos que, gl igual que el tubo 78n de las Figu
ras 3 y 4, llevan el aire a la mezcla de cultivo, y gl -
abandonar dicha mezcla el aire sale de la cémara 97 por

los conductos 104 y 105, pasando luego a lag chimeneas -
100 y 101, y finalmente a la atmdsfera.

En 109 puede verse la tuberfs de entrada de la
mezcla de cultivo, y en 109a se encuentra la tuber{a de
salide de la misma, omitiéndose la bomba correspondiente
a 41 para simplificar el esquema.

Por comparacidn con las Figuras 1-4, la modifi
cacion de las Figuras 5-7, descrita arriba en relacidn —
con la Figura 5, esta adaptada para proporcionar mds ai-
re para las camaras de fermentacidn, haciendo as{ tal mo
dificacidn mis adecuada para la instalacidn en climas ——
mas templados en los cuales las necesidades de aire para
la fermentacién, agitacidn, y especialmente para el en--
frigmiento, son mayores. E1 empleo de una piuralidad ——
de soplantes tiene el efecto de reducir las pérdidas de
presidn del aire y de proporcionar una distribucidn del
aire mds uniforme. Se comprenderd que si bien se repre~
senten dos medios de cntrada de aire para cada Eolector,
tales como los conductos 92b y 93b para el colector 95,

se pueden digponer mds de dos, incluyendo soplanies pars

Sy?ﬁﬁﬂ
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los mismos, en caso necesario.

ponerse mds de dos medios de salida del aire paracada cé;”“
narae

En las Pigures 6 y 7, pueden verse algunos came
bios en la construccién 106 co~interna de una cdmara por
comparacién con las Figuras 3 y 4. In este caso, la cama
ra'es.la 97 de la Tigura 5, y sobre ella se encuentra la
esﬁraktura del techo. Considerando la zona de agitacidn
110 de la cémara 97, los tabiques de desviacidn 110a y ==
110b egtdn soportados en extremos opuestos mediante sopor
tes angulares de hierro, dos de los cuales se muestran en
110c y 1104, eglando fijados ambos de éstos a la pared la
teral 111 de la cémara y &l suelo 112. El tubo de alimeg
tacidn de aire 108 estd soportado en posicidn contisua al
extremo superior de la zona 110 y algo separado del migew
mo, existiendo un espacio libre o retranqueo 1102 cntre -
el tubo y el extremo superior del tabique 110 a para el -
rebose de la mezcla de cultivo a su través. E1 tubo de -
alimentacidn de aire 108 estd soportado entre lasparcdes
laterales opuestas de la cémara por medios queé N0 S IEmm
presentan. Se verd también que la tuberfa de aire de co-
nexién entre el tubo 108 y el borboteador 110f se ha acor
tzdo a la pieza 110ge.

Las zonas de agitacidn 113 y 114 son semejantes
a la zona 110, por Lo que no requieren descripcidn adicip
nale.

En la Tigura 6, se muestra en 115 lg tuberfia de
entrada de la mezcla de culbivo, y se verd que esta tube-
ria se prolonga bastante por debajo del nivel 116 de la =

mezcla de cultivo; el extremo inferior de la tuberfia es-
oy y Y
T
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vo por debajo del nivel 116, comprendicendo dichos medios
un tubo 117 que se prolonga horizontalmente, el cual tie-
ne una pluralidad de orificios, no representados, para —
descargar la mezcla de cultivo. BEsta disposicidn evita -
las salpicaduras de la mezcla sobre las paredes laterales
Yy asesura una buena distribucidén de la misma profundamen=-
te dentro de la masa del liguido. ILa mezela de cultivo -
sale de la cdmara por la tuberia 115a, frente a cuya aber
tura estd dispuesto un medio en forma de un rebosadero -~
118 que se extiende transversalmente a fin de mantener =——
un nivel précticamente constante de 1{quido en 1a cémara,
y para este fin se entenderd que la altura de 103 espa= -
cios libres 11l0e, 1l3e, y llde puede variarse a medidg ee
que sea necesario, por ejemplo, disponiendo los tubos de
alimentacidn de aire 108, 107 y 106 mds cerca o mds lejos
del tabique de desviacidn adyacente.

En 119 se muestra un conducto de evacuacidn de
aire a través del cual el aire pasa a la chimenea 100.

En la figurg 7, se muestira el tubo de alimenta=-
cidn de aire 106 conectado a la porcidn superior del co-~
lector 95.

Debe entenderse que el funcionamiento de la mo-
dificacidn corresnondicnte a las Figuras 5«-77es esencial=
mente como el de las Figuras 1l-4.

Como se ha indicado, la invencidn estd relacio-
nada preferiblemente con especies de microbios aerobiog =
que son capaces de utilizar uwn hidrocarburo como fuente =
dnica de carbono para energfia y crecimiento, incluyendo -

especies de bacterias, hongos, levaduras, y mohos que uti
- - A T §
7 27 G LR
U o/
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lizan hidrocarburos. Se prefieren los organismos no d
licados, es decir, aquéllos que pueden cultivarse en me-
dios salinos simplificados sin necesidad de adicioncs de
compuestos orgdnicos. Se excluyen las especies que son
géfmenes patdgenos activos para los animales o el hombre,
aunque si por alguna razdn se desea cultivarlos, puede -
hacerse ello en el aparato descrito.

- De las bacterias, géneros adecuados incluyen -

Pseudomonas, Bacillus, Flavobacterium, Sarcina, etec. Eg

pecies ilustrativas de estos géneros son P. serueinosa,

P. oleovorans, P. putida, Pe boreopolis, P. methanica, =

P. Tluorescens, P. pvocyenea; B. aureus, B. acidi, Be. =

subtilis, Be. urici, B. cereus, B. coagulans, Be mycoides,

B. circulans, B. megsteriumy TFlavobacterium a vuatiles -

Sarcina alba, Sarcina lutecum.

Otros géneros preferidos son Achromobacter y -
Nocardia, ilustrados por especies tales como A. Xerosis,

A. agzile, A. gutatus, A. superficialig, A. parvulus, A.

cycloclagtes; N. salmonicolor, N agteroides, N. minje-—

mus, N. opaca, N. corallina, N. rubra, y N. paraffinae.

Es Util el género Ifycobacterium, particularmente especies

tales como M. parafficum, M. phlei, M. lacticola, e ==

rhodochrous, M. smegmatis, M. rubrum, M. luteum, Me gl=—

bum, y M. byalinicum.

Todavia otras bacterias que wtilizen hidrocarbu

ros son Methanomonas methanica y Methanomonas SPeei Miew

crococcus paraffinage; B. aliphaticum, B. hidivm, y Be w

benzoli, pertenecientes al género Bacteriums; y especies
de Micromonospora. Otros géneros dtiles incluyen Brevibag

terivm, Aerobacter, y Corynebacteriume
3639
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De entre los hongos, el método es aplicable a
cualguier hongo comprendido dentro de la clasificacidn =
Eumicetos w hongos verdaderos, pero preferiblemente a =~
los de la clase Tungi Imperfecti o a los de la clase Fi=
comicetos. Hongos preferidos de la clase Fungi Tmperfec
ti son especies de los géneros Aspergillus y Penicillium,

ilustrados por A. niger, A. glaucus, A. oryzae, A. flage=

yus, A. terreus, A. itaconicus; 2P. notatum, P. chrysoge

num, P. glaucum, P. grigeofulvum, P. expansum, P. digita

tum, P. itglicum, etc. Otros orgsnismos adecuados inclu

yen diversas especies de los géneros lionilia, Helminthog
porium, Alternaria, Pusarium, y Myrothecium. ILos hongos
preferidos de la clase Ficomicetos incluyen especies de

los géneros Rhizopus y lMucor, tales como R. nigriceng, -

R. oryzae, R. delemar, R. arrhizus, R. stolonifer, R.sp.:

M. mucedo, M. genevensis.

Algunos de los géneros de hongos anteriores se
identificen también como mohos, tales como Aspergillus,-
Penicillium, Rhizopus, y Mucor, pero se entenderd que to
dos ellos son hongos verdaderos o Fumicetos. .

De entre las levadurss, los orgenismos preferi
dos son de la femilia Cryptococcaccae, y particularmente
de la sub-familia Cryptococcoidae. Géneros preferidos -
son Torulopeis (o Torula) y Cendida. Especies preferi—-

o

das son Cendida lipolytica, Candida pulcherrima, Candids

utilis, Candida utilis Variati major, Candida tropicalis,

Candida intermedia, y Torulopsis colliculosa. Otras es—

. L s s .
pecies utiles son Hansenula enomala, Oidium lactia, y —-

Neurogpora sitophila.

El hidrocarburo es un hidrocarburo que se en-—-

JI3REY
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cuentra en fase liquida a la temperatura de incubacidn -
a fin de que sea capaz de Formar una emvulsidn de agua en
aceite. Se prefieren hidrocarburos alifdticos, los cua-
les pueden ser hidrocarburos saturados o insaturados, de
cadena recta o ramificada, que tengan hasta 20 § 30 & 40
6 més dtomos de carbono. Son particularmente deseabloes
hidroparburos saturados de cadena recta que tengan hasta
20 éiomos de carbono. Pueden utilizarse también hidrowm=
carburos cfclicos, comprendicndo compuestos aromiticos v
aliciclicos, con inclusidn de compuestos ofclicos alcome
hil~sustituidos que tengan 1, 2 § mds alcohil-sustituyen
tes cada uno de los cuales tenga longitud de cadena, con
figuracidn de cadena ¥ grado de saturacidn cualesquiers,
¥y en los cuales el resto ciclico sea aromdtico o ciclow=
parafinico. Ios hidrocarburos aromédticos alcohil-susti-
tufdos incluyen %tolueno, los diversos tilenos, mesitile=
no, etilbenceno, p~-cyameno, los dietilbencenos, v 1los ~=
propilbencenos, butilbencenos, amilbencenos, heptilbence
nos, y octilbencenos isdmeros. ZEntre las cicloparafinas
alcohil-sustituidas dtiles se encuentran el metilciclo—-
pentano, los di= y trimetileiclopentanos, etilciclopentg
no, los dietilciclopentanos, y los diversos propil~, bue
til-, amil~, hexil=, y octileiclopentanos. Asimismo, =-
los alcohilciclohexanos, los cuales estdn sustitufdos de
Una manera semejante a los alcohileiclopentanos preceden
tw,yqmehmhwm1m¢mﬂmmamecmwmsmstaﬁscww
los diversos tetrametileiclohexanos, metiletileiclohexaw
nos, metilpropileiclohexanos, etcdtera.

Pueden utilizarse también petrdleos crudos, ~-

asi como diversas fracciones de petréleo, regiduds, = =

373639
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eTCe

Se tendrd en cuenta gue el hidrocarburo puede =~
estar en fase 1fquida no sdlo por tener un punto de fu- -
sidn adecuado, sino también por hallarse disuelto en un =
disolvente gpropiado. TLos hidrocarburos considerados en
los parrefos que preceden son aquéllos que son normalmern
te 1iquidos a la temperatura de incubacidn. Sin embargo,
otros hidrocarburos Utiles son aquéllos que son normalmen
te gaseosos a la temperatura de incubacidn, tales como me
tano, etano, propano, butano, y otros hidrocarburos 03 -
a 05. DLstos hidrocarburos gaseosos pueden disolverse en
un hidrocarburo normalmente l1{quido, tal como una frace -
cién de petrdleo perteneciente al intervalo de ebullicidn
de la gasolina o el keroseno, o en un alcano tal como el
octano, nonano, decano, etce; o bien pueden disolverse =
en cualquier otro disolvente convencional de log mismos -
que sea inerte en el procedimiento y no-téxico para las -
células. Asimismo, se pueden utilizar hidrocarburos nor-
melmente sélidos como fuente de cerbono disolviéndolos ==
en un disolvente hidrocarburado, de la manera descrita, -
0 en cualquier otro disolvente convencional inerte y no-
tdxico.

El nutriente acuoso de sales minerales compren-
de wna fuente de nitrogeno tal como un nitrato o nitrito
0 una sal amdénica o urea, e ioneg tales como,pqtasio, mag
nesio, fosfato, y sulfato, as{ como iones de clementos —-—
traza como molibdeno, cobalto, etc. Pueden estsrpresche--
tes {razas de manganeso, hierro y calcio. Como el nutrien
te contiene agua, la mayor parte de estos iones estardn -

presentes usualmente en cantidad suficiente en los sumi--
373639
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seable afiadir los iones al nubriente pars asegurar su —-

presencia en cantidad suficiente para el cultivo. Usual
mente el nutriente estd constitufdo fundamentslmente por
agua, la cual puede forrar el 99 %, o mas, en peso del -
nutriente, ain cuando puede constituir tambidén una menor
proporcidn, que puede ser incluso sélo del 50 4 de aquél.
Generalmente puede utilizarse cualquier proporcidn de ——
agua empleada hasta shora en los cultivos de microbiog.—
Un nutriente adecuado de sales minerales puede estar cong
titufdo como sigue, disolviéndose los componentes en su-

Ticiente cantidad de agua para formar un litro de golu~—

4
cions
Tabla 1
Monohidrogenofosfato de potasio 6,0 g
Dihidrogenofosfato de sodio 9,0
Molibdato sddico 0,006
Cloruro cobdltico 0,006
Sulfato magnésico 0,6
Sulfato amdnico 6,0

Otro nutriente adecuado de sales minerales eg -

como sigues

Iabla 2

Monohidrogenofosfato de sodio 9 g/1%

n =7 g
[ “ 6 ‘.l\'\. “g
J. ’.\ B w w
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Dihidrogenofosfato de potasio 6

Sulfato aménico 6

Sulfato magnésico 0,6

Carbonato sddico 0,3

Cloruro caleico 0,03

Sulfato ferroso 0,015

Sulfato de manganeso 0,006

Cloruro de cobalto 0,006 '
Molibdato sédico 0,006

Haciendo referencia a la mezecla de cultivo, de
be entenderse que 4gta puede encontrarse cn forma de ung
emulsidn de aceite en agua as{ como de wuna emulsidn de -
agua en aceite, aunque se prefiere 1g Ultima. Ia emylem—
gidn, cualquiera que sea su Torma, puede formarse ¥ nane
tenerse por medio de agitacidn con aire exclugivamente =
0y lo que es preferible, mediante tal agitacidn Junto ~e
con el empleo de un agente emulsificante, esto €3y, Un -~
agente soluble en geeite rara una emulsidn de agua en —-
acelte y un agente soluble cn agua para una emulsidn de
aceite en agug.

Se entenderd que la invencidn es susceptible -
de variaciones evidentes sin apartarse de su objeto.

Teniendo en cuenta 1lg deseripeidn gfecedente, -

8e reivindica lo siguienta.

Esta solicitua que corresponde a la presentads
en los Estados Unidos de América, el 8 de enero de 1.969,

bajo el ntmero 789.726, se acoge a los beneficiog del ar-

572639
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ticuio 51 gel vige

trigl.

i -~ REIVINDICACIONTES -

Los puntos de Invencidn, propis ¥y nueva, que se
presentan para que sean objeto de esta solicitud de Paten
%e de Invencidn, en Espafia, por VEINTE afios, son 108 gie~

guientes:

le=  Un aparato para cultivar microorganisnos
aerobios utilizando aire de baja presidn como fuente de -
oxigeno ¥ como medio de agitacién, que comprende ung pli-
ralidad de plataformas separadas siltuadas unas sobre otrag
¥y ‘teniendo cada wna de ellas un par de cdmaras de fermenw
tacion cerradas separadas horizontalmente, que ge extien-
den 1ongitudinalmente, J un pasillo en el espacio compren
dido entre cadg par de cémaras, un tubo de entrada on - =
un extremo de cada cémera para introducir la nezcla de ==

cultivo en la mismg ¥ un tubo de salida en el otro extre=

373659
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mo de cufa cémara para retirar la mezcla de cultivo, y =

una bomba en dicho tubo de entrada para desplazar la mez-
cla de cultivo a lo largo de la cémara, un conducto de ——
aire de baja presidn que se extiende longitudinalmente en
cada cémara a todo 10 largo de la misma, junto a su POL=—
cién inferior ¥y al ledo de la misma que se encuentra gle-
Jado de dicho pasillo, medios de conduceidn de entrada pa
ra suminigtrar aire a cada wno de dichos conductos de gi-
re, medios de conduccidn de salida para extraer el aire =~
de cada uno de los conductos de aire, medios de bombeo =~-
en uno de dichos medios de conducecidn para hacer que el -
aire se desplace a través de todos y cada uno de dichos —
conductos de aire, teniendo cada una de dichas cémaras —-
en la poreidn inferior de la misma una pluralidad de zo—-—
nas de agitacidn separadas longitudinalmente unas de = -

otras a todo lo largo de la longitud de cada oémara, €5
tando definida cada ung de dichasg zonas por un par de ta-
biques separados entre sf ¥y del suelo de 1g cémara, ¥y que
se prolongan de un lado a otro de dicha cdmara, teniendo

cada zona una pluralidad de borboteadores de aire separa=—
dos transversalmente, adyacentes al fondo de 1g Nismg, =
une tuberia de aire conectads a cada borboteador, y, dis-
puesto fuera de la zona, un tubo de alimentacidn de gire

que conecta dicho conducto de aire con dichaémtuber{as de
aire, estando adaptada cadg cémara para contenér nezela -
de cultivo hasta una altura suficiente para llenar dichas
zonas, y estando adaptada la mezcla de cultivo en cada —m
Zona para ser levantanda hacia arriba dentro de la misma

por el aire de baja presidn descargado de dichos borbotea

dores y para rebosar por la parte superior de 1lg Zong, =-
3}7 ZRT g
R, \,A) AR
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consigai fndose agd que la mezcla circule continuvamente —_—
a través de la zona, y estando relacionada la altura de =
cada zona con la presidn de dicho mire de baja presién pa
ra efectuar dicha circulacidn continua, ¥y sirviendo dichg
bomba de la mezcla de cultivo para mover gradualmente la
mezela de cultivo a todo lo largo de la longitud de cadg

cdmars,.

e I1 aparato de 1g reivindicacidn 1, en el
que dichos borboteadores, tuberfas de aire, y fubo de ali
mentacidn de aire de cada zona egtdn soportados sobre uno
de dichos tabiques que definen las Zonas.

3= El aparato de la reivindicacidn 1, en el
que cada cémara tiene en el lado contiguo a dichopasillo
wa plurzlidad de aberturas de observacidn cerradas CoN =
puertas, por encima del nivel de la mezcla de cultivos

4e~  El aparato de la reivindicacidn 1, en el
que dichos borboteadores, tuberfas de aire,y tubo de ali-
nentacidn de aire de cada zona estdn soportados sobre los
tabiques laterales opuestos que ayudan a definir dicha cd
nara.

5~ Un aparato para cultivar mlcroorganismos
aerobios utilizando aire de baja presidn como fuente de -
ox{geno y como medio de agitacidn que comprende eomo ning
o wna plataforma que tiene al menos una cémara de fermen
tacidn cerrads que se extiende longltudlnalmente, tube- -
rias de entrada y de salida en cada una de dichas cdmaras
Para introducir y retirar la mezcla de cultivo, y medios
para mover la mezcla de cultivo a través de 1g cémara, un

conducto de aire de vaja presidn que se extiende longitu-

dinalmente en dicha cdmara, medios de condueeidn de entra

3736350
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" de y de calida en dicho conducto de aire para el suminis®

tro ;7 la extraccidn del aire, y medios para mover el gim-
re a lo largo de dicho conducto de aire, teniendo cadg e
una de dichas camaras en la porcidn inferior de lg mismg
una pluralidad de zonas de agitacidn longitudinalmente es
paciadas unas de otras a todo lo largo de la cdmara, ese=
tando definida cada una de dichas zonas por un par de ta-
biques espaciados uno del otro y del suelo de la cdmarg -
¥ que se extienden de un lado a otro de dicha odmara, te~
hiendo cada zona una pluralidad de borboteadores de gire
espaciados transversalmente y contiguos al fondo de lg ==
misma, y medios para suministrar aire de baja pregidn g -
cada borboteador desde dicho conducto de aire, estando -~
adaptada cada cémars para contuner mezela de cultivo has-
ta una altura suficiente para llenar esencialmente dichas
zonas, estando adaptada la mezcla de cultivo en dichas zp
nas para ser levantada hacia arriba dentro de las mismas
ror el aire de baje nresidn descargado de los borboteado-
res y para rebosar por encima de lag parte superior de lag
zonas, consiguiéndose as{ que la mezcla circule continua—
mente a través de las Zonas, y estando relacionada la al-
tura de cada zona con 1g presidn del aire de baja presidn
para efectuar dicha circulacidn cont{nua.

6.~ El aparato de la reivindicacidn 5, en el
que dicha cémara tiene una vluralidad de medios de conduc
cién para el aire de entrada.

Te= El aparsto de 1a reivindicacidn 6, en el
que dicha cdmara tiene una pluralided de medios de condug
cidn para el aire de salida.

8.~  El aparato de la reivindicacidn 5, en el

7T RT
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provigto de medios para la introduccidn de 1la mezcla - -

de cultivo por debajo del nivel de la misma en dicha cémg
ra.e

9+~ El aparato de la reivindicacién 5, en el
que dicha cémara estd provista de medios para mantener =—-—
un‘n;vel précticamente constante de 1iquido en la mis- -
8. "3y

10.~ Un aparato para cultivar microorganis=— =
mos aerobios utilizando aire de baja presidn como fuente
de oxigeno ¥y como wedio de agitacidn, que comprende al me
nos una cémara de fermentacidn alargada para contener la
mezcla de cultivo, medios pars suministrap mezcla de cul-
©1vo y aire de baja presién a dicha edmara, wna pluralidad
de zonas de agitacidn en dichg cdmara, en cads una de las
cuales se pone en contacto la mezela de cultivo con aire
de baja presién a una presién comprendida en el intervalo
de 6,35 mm a 15 om de mercurio anroximadament e (manométpi
cos), teniendo cada zona una altura que estd relacionada
con dicha presidn del aire a fin de que se egtablezeg - -
una cireulacidn conbinua de la mezela de cultivo en dicha
zoha, y medios para mover gradualmente la mezcla de culti
vo a lo largo de dicha cdmars.

lle= Un aparato para cultivar microorganismos

aerobiog.
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Tal y como se ha descrito en la Memoria que ank
tecede, representado en los dibujos que se acompafian y pa
ra log fines que se han especificados

Egta Memoria consta de treinta hojas escritas a

5 méguina por una sola cara.
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