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IMEMORIA DESCRIPIIVA

3sto invento se refierec a un método para el culti-
vo e¢n gran sscala de células vivientes,

Mis particularmento, objeto de este invento es un
método y un cquipo para sl cultivo de cédlulas vivicntes en
S5e monoestrato, 1o mismo que de eumicctos, esquizomicetos y

algas, y para la produccién en gran cscala de virus, va-

cunas y productos biolégicos, tento para el ugo humeno como
-‘5; 7 en votorinaria, Es bien sabido que la produccidén de vacunas
para impodir las enfermedades por virusg ha pasado por di-
10, ferentos fasos cronoldgicas de substratos para el cultivo

dc dichos virus: el gran animal doméstico recceptor (bobino

0 eguino), paso & pequciios animales de laboratorio, lucgo a
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a huevos embrinados y por dltimo cultivo de oélules {en’ mono-

oMY
},_ el iEna s

estrato o en suspensidén .),

La produceidn de virus sobre monoestratos de tejim
do para cultivo es cvidentemente un progreso téenico y econd-
mico rospecto a las dos téenicas anteriores. Se sabe tambidn
que para la produccién en escala industriel de mud@as vacunas
se necesitan grandes cantidades de celulas vivienteé’&'que
estas edlulas no pneden cultivarse en suspensidn, en fermenta-
dores apropiados, como se hace para la produccién biogintéiiea
de entibibticos, se alecaloides de cornozucle de centeno ¥y
similares,

En efecto, la produccidn de vacunas y de productos
bioldgicos para el uso humano estd restringida a los cultivos
en tojido de células de tejido no cancoroso normales, como los

de explantos primarios y cepas celulares.

Se sabe que uno de los procedimientos tipicos de
cultivo en tejid6 para la produccién dec vacunas se ofecfua
en frascos de "Roux" o "Brockway".

La capacidad total de un frasco de Roux es de 1 litro
aproximadamente y la superficie interna para el cultivo en
monoestrato es de 250 cm?. En los frascos esterilizados'se
introduce el modio nutritivo, que contiecnc una suspensidn do
células y se incuban los frascos en posicién horizontal hasta
que el deserrollo celular forma un monoestrato uniforme,

Luego se retira ¢l medio de cultivo vy se le reemp;g
za por ur modio de mantenimionto quo contiecne el virus, el
cual penctra en las eélulas y so multiplica,

Cuehdo el virus ha llegado a la concentracién debida,

se recoge sl contenido doc los frascos y se le elabora para
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Z1 método dc lus frascos de "Roux" estacionarios ha

hacer vacunag,

gido bastante mejorado por ¢l método llamado de los frascos
giratorios, colocados on cegtas especiales de alambre inoxi-~
dable que contiencn cada una unos 20 frascos redondos.

Por estc método, se logra, a igualdad de volumen,
un aumonto considerable do la potencialidad de produccidn de
vacuna.

No obstante, ambos métodos mucstran notablés desven~
tajas que restringen la capacidad industrial de produccién;
por cuanto ¢l manejo es demasiado complicado y fraccionado por
log muchos frascos que se requiecren,

En consccuencia, so necesita mucha meno dc obra
calificada y la contaminacidn de los productos biolégicos s
muy probable a cauga de la aberfura, ¢l relleno, el vaciado
¥y ol cierrce de¢ cada frasco,

Otra desveniaja de los cultivos de tejido on frascos
eg la imposgibilidad de comprobar y encauzar el metabolismo de
los propios cultivos de tejido por extraccién del anhidrido 7
carbbnico e introduccidn de¢ oxigeno y de més terreno nutritivo
o por retirada de cdélulas, ya que ¢l frasco cs una unidad
"eerrada" que axcluye toda maniobra automdtica para actuar
en egtéril,

Evidentomsnte, todas las dogventajas que se han
enumerado afectan al precio de los productos finales,

Abbott ha descrito y patentado reciocntementes el
llamado "propagador de cultivo en fejido" (patente canadien—
se N2 787.391, prioridad del 23.12,1965 en los EE,UU,),

Rl "propagador de cultivo en tejido" consiste en
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fijados sobre un soports iddheo y cspaciados, Estd puesto
en un recipiente apropiado que ticne en un extremo wna tapa
apropiada de cierre hermético, provista de tubo tranéportador
pescante, de tubo do descarga; de tubo de toma y de égitador:

También dicho "propagador de cultivo en te@ido", que
se caracteriza por cierto progreso téemico en comparaéién con
los cultivos en frascos giratorios, muestra notables desven-—
tajas. '

En efecto; no permite efectuar todo el ciclo de
Operaciones en "linea cerrada" de modo completamcnte automée
tico, con la posibilidad de comprobar todes las fases por

ontero y sin riesgo de contaminacidén del exterior y al

"~ exterior,

15,

Sorprendentemente, ahora ge ha descubierto y elabo-
rado, y ello constituye el objeto de este invento, un nuevo
método y la iﬁstaiacién respectiva para éultivar células
vivas en monqestraﬁo; 1o mismo que eumicetos, esquizomicetos
¥y algas unicelulares,

Otro objeto de este invento es un nuevo método Yy
la instalacién respectiva para la produceidn en monOGstréto
¥ en gran escala do células como oxplantos primarios, cepas
celulares diploides o lineas continuas de células, 19 mismo
que para la produccidn consecutbiva deo virus, vacunasiy produc~
tos biolégicos, tanto para el uso humeno como veterinario,

No hay neccsidad del personal, los locales v el
equipo que utilizan lag téenicas ordinarias citadas antes,

El cultivo de las células por el método de este

invento, quo por brevedad se llemara "método de las columag



5e

10,

15,

20,

PR "- )
- >25)‘\3'.‘“,2,- -

379927,

giratorias", consisto on fijar, en una sole unidad, un nimero

incluso olovado de columnas, con colectores situadog en 10s
dos extremos. Las columnas pueden ser dc vidrio, de pléstico

o de otro matcerial apbto para el crecimlento de células, y
pueden tencr longltud j didmetro diferentes, EL apérato se
coloca en una sala o se reviste con una camisa termdrregulable
g calor y a frio y sec le provee de dispositivos que ‘permiten
hacer girar ¢l haz de columnas sobre su eje mayor y llevarlo
a la posicién vertical, ,

Roaliza el ciclo completo del cultivo de éélulas
vivientes en monocstrato, eumicetos, esquizomicetos y de
algas, 10 mismo que parae la produccidén de virus, vagunas y
productos biolégicos,

Los mcdios para 1ogra? 1as'ventajas antes expuestas
y otras de cste invento se comprenderdn con facilidad haciendo
roferencia a la descripeidn detallada que sigue, expuesta en
conjuncién con los dibujos amexos, en 1os cusles la’

Figura 1 os una represcnbacién esquemdtica del equipo con la
varilla de soporto goneral del aparato giratorio (7) en posi-
cién horizontal y la Figura 2 es un osquema del equipo con la
varilla de soporte gcneral del aparato giratorio en'posicién
vertical,

Tas columnas (1) que forman ¢l aparato teéminan en
una sola unidad por medio de los colectores terminales (2 y 3).
En los colectores parciales que sujetan las columnas ostén
insertos grifos (3) que permiten elaboracidn total, parcial
y fraccionada,

Todas las oOperaciones neccsarias para el nimero ros-

pectivo de frascos se efuctuan de una vez abriendo y cerrando
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los grifos de los colector:s termilares (2).

El haz de columnas .sujetas entre si por calectores
terminales (6) estéd fijado sobre una varilla de soparte geno~
ral (7) y, por medio de dispositivos particulares (4-5), pucde

5; ~ girar a velocidaed regulable sobre el ejo giratorio y puede
pasar de la pogicién horizontal a la vertical, .

E1l conjunto estd colocadb sobre un soporté:fijo
(8) en una sala 0 revestido de wna camisa termorregulable e
calor y a frio, con mandos automaticos para manteneé dentro de

10, un intervalo elegido la temperatura del terrcno de éultivo;

Por medio de los grifos de los colactores;generales,
rueds ser conectado a diversos servicios (9) (detergente; agua
corriente y agua desionizada, vapor fluente, tubos de llenado;

N de descarga y de toma de liquidos y de gases necesarios para

15, el cultivo de las células),

T Més particularmente, el uso apropiado de 1los colece
tores generales y parciales con los respeétivos grifos (2 y 3) .
permite.concctar el haz de columnas “in toto" o adn wna sola

e columnsa, no éolamente a los diversos servicios generaless enume—

20,  redos antes, sino tembidn, en linea corrada y en estéril, a
dispositivos especiales para la distribucién, debidamente

e medida y automdticamente registrada, do liquidos tales como'
medios nutritivos, soluciones tampén, células en suspensidn,
tripsina u otras enzimas, virus o0 gascs puros o mixtos, como

?5;; oxigeno; aire y anhidrido carbénico,

También ¢s posible una conoxién temporal con tubos
especiales de exhalacidn para el anhidrido caerbénico formado
durante el desarrollo de las celulas y con tubos de descarga

¥ extraccibn de liquidos,
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Si es neccsario, dichos dispositivos prevén la
medicién y sl rogistro automético o semiautomdtico de 10s
diversos pardmetros,

Tales medios de medicidn y registro pueden estar
conectados, scgin las téenicas usuales, con dispositivos de
interveneibn automidtica, apbtos para corregir y mantencr 1los
parametros dentro de intervalos elcgidos,

Ademds, cada columna, 6 el haz de columnas, estén
provistos do un clementos medidor y registrador del pH intor-
np, con un dispositivo de intervencidén automédtica capaz de
mantencr el terreno 4o culbtivo dentro de un pH deseado, ya
gsea variando la rclacién de Oxigeno; aire/anhidrido carbdnico;
ya soa con sl envio de soluciones taumpbn.

Cuando las "columnas giratorias" sc utilizen para
cultivar células cn monoestrato, se incorpora al aparato un
microscépico que permitc observar las células cn monoestrato
gobre la superficie de las propiag columnas con difercntes
aumentog para toda la longitud de las columnas,

El ciclo dc aceién comprende las partes siguientos:

lavado del aparato con una solucidn detergente por

aspiracidén en vacio y enjuague con agua desionizadaj

esterilizacidén dcl aparato con vapor flucntes

giembra del aparato con una suspensién de células

en terreno de cultivo apropiado;

crecimionto de las cdélulas scmbradag sobre la superficie

de las columnas, que giran en posicién horizontel,
Bl crccimiento do las células sobre la superficic
puede comprobarse con el microscépio y se caracteriza tambidn

por la formacidn dc. una delgada cape opalescente sobre la
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superficiec de las columnas,

Cuando el crecimionto estd terminado, las edlulas
esbén listas para las fases de escisidn enzimdtica con trip-
sina o con otras cenzimas apropiadas, si las células en mono-—
estrato deben utilizarse para ulterior sienbra, o para la pro-
duceidn de virus u otros productos biolégicos. .3{ﬁ4

Ambas operacionss se realizan con facilidéa;grecias
a la sencillez y manejabilidad.del aparato,

Una vez recogidas las células o los otrog produc~
tos biollgicos, se empieza de nucvo ol ciclo con el lavado
del sparato,

De la doseripeidn anterior se desprende que el apaf
rato de "columas giratorias" aporta las ventajas siguientes:
-~ abriendo y cerrando los grifos de los colectores genera-

les se efiectuan cn cstéril y de una vez las mismas 0pe~-
raciones de llenado y vaciado necesarias pera el respec~

tivo nlmero de .frascos;

- el transvase de los liquidos se efcctua por vaclo y prosifng

~ ol aparato se lava rapidamente 1lonéndolo y vacidndolo con

vacié . y presidn, mientras que log otros métodos e#igen
médquinas lavadoras;

~ ol aparato estd listo en brove tiempo, gracias a la esto-
rilizacién con vapor fluente;

- la cantided de mano de obra so reduce al minimo y las
operaciones sc cfectuan con seguridad y en esteril; evi-
tando toda contaminacién de los produetos en elsboracidn
¥y todo riesgo do que el pergonal contraiga infeccionesi

- ol aparato puedc emplearso con todas las colwmas, con

un nimero parcial de cllas ¥y con fases sucosivass
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- une vez montado ol aparato, estd siempre listo para otras

elaboraciones; no necesita ser movido ¥y pusde concctarse
por tuberims a otros serviclos situados en otra sgla;

- control microscdpico direccto de las fases de crecimien-
to de las cdlulas v del efecto citopdtico de los viruss

- pogibilidad de tripsinizar facilmente y con control mi~
croscépico directo las células del monoestrato qus han do
utilizarge en otrés siembras;

-~ tormorrogulacién automética y semiautomdtica para tompe-
ratura calicnte y fria.

- posibilidad de cmploar cantidades diferentes de terrenos de
crceimionto y de mantenimiento segin las neccsidades de cul-
tivos |

- control y regulacibn répida, automdtica 0 semiautomdtica,
del pH durente las diversas fases de cleboracidng

- empleoando ¢l aparato para el cultivo de las célulag en.
monocstrato sobre la superficie intcrna de las columnas,.
ol crecimicnto ¢s independicnte de la longitud, el dia-
metro y ol némero de las columnas gue forman el aparato,

Cabe sefialar que la relacibén entre la superficie de
cultivo de células .en monoestrato y el volumen del terreno
nocesario para ol cultivo de las células segin el procedi-
miento y con el aparato de este invento estd muy mejorada on
comparacién con log métodos usualos.

De ellos resulta que la cantidad neccsaria de to-
rreno, de enzimas incluso costosas como la tripsina, se reduce,
con grandes ventajas ocondmicas, y que los terrenos liqui-
dog que conticnen los virus presentean ya una concontraciég

4til pera las otras oporaciones de preparacidn de vacunas,
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sin necesidad de concentrarlos ulteriormente,

La tabla N2 1 expone, sin que 6llo 1mp11que limita-~
cldn, datos comparativos entre los fragcos de Roux, los

propagadores y las colummas giratorias,

5. TABLA Ne 1
.'-'-.r"-.‘.'r:f
Recipiente Volumen | Superfi- Relacidén su |Nimero co-
de 1i- cie de cull perficie/ ~ |rrespondien
quido ag | tivo, en volumen del |te de frag~
tuante om? Tarreno cos de Roux
' (terrono
10  on?
Frasco de :
Roux - 120 250 2,09 -
Propagador '
de 1 litro 500 819 1,64 5
| Propagador de - '
15 7,5 litros 4500 6966 1,54 ' 42
- | columna gira~- . . |
. |toria No 1 4 670-350 1758 2,62-5,02 7
° 5,6 em h !
J100,0 em
| Colume gira-| - ’
-1toria Ne 1 4 | 1074537 2512 2433-4,67 10
8,0-em h
--1100,0 cm
20. N
~“'rColuma girg- _ ’
-Itoria Ne 1 g | 3190-2500 8792 2,75-~3,51 35
.1bs6em b
500,0 cm
:fj La tabla 1 demvestra que, a igualdad de condicio-
25'i"gz nes, cuanto mayor os la relacidén suporficie/volumen del

terreno tanto mejor es la utilizacién dol torreno ¥y la
concentracién de los productos biolégicos al final de la
operacidn, como ya se ha moncionado antes,

Los Ejemplos que siguen sirven para ilustranr
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el invento ein limitarlo,
EJENPLO 1

Monoegtratos de ecélulas en cultivo primarioc

Organos de mamiferocs y otros animales, tomados on
condicioncs dptimas, cortadas en trozos de 2 a 5 mm y lava~
dos en soluciones tamponadas, se tripsinan segin las téeni-
cas de cultivo clésicasg,

Degpuds de la comprobaciﬁn,_las células recogidas
Se sugpendon eﬁ log terrenos de cultivo hasta la concentra-
cidn deseada para la implentucidn, ’

La sicmbra del aparato de “colummag giratorias",
debidemonte lavado y egterilizado, consiste en conectar un
tubo entre el recipiente que contiene la suspensiénrde
células y al propio aparato on posicién vertical'y on efec~
tuar el transvasc por vacio, prosidén o bomba peristélica,

Se ciorran los diversos grifos Y se ajusta a lag
mejores condicioncs de oxigenacidén y pH el aflujo d? moezcls
gaseosa egtoril (aire/anhidrido carbdnico),

Dospuds se pone a girer ol aparato en posicidn hori-
zontal y sc incuban a 36-370C las células gembradas,

E1 monoestrato wniforme que sc¢ forma con reguleridad
en la superficie de las columnas puode comprobarse en cada fa-
Se con ol microsedpio y se completa en ol migmo tiempo que ne
cesiten otros cultivos sembrados en recipientes mantenidos en
posicidn ostacionaria,

La Tabla N2 2 eoxponc algunos ejemplos de los perio-
dos de ticmpo necsarios para obtenvr los monosstratos complo—

t0s en "ecolumas giratoriag! ¥ en frascos de "Roux" estacio

narios,
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Tabla Ne 2
Monoegtratos de culti Dias necesarios para obtener noNO~
vos primarios de: egtratos complatos :
en columnas gira- | en frascos de
toriag Roux estaciona-~
rios '
Rifién de terncra 5-6 diags 5«6 dias
Rifién de cerdo 5-6 " 5aff M
Rifibn de perro 3~4 " 34 "
Embrién de pollo 2-3 ® 2-3 "
ATegticulo de cerdo 3-4 v 3-4 "
Tegticulo de caballo 34 M 3=4 "

EJEMPLO 2

Monoggtratos do cepas celulares v linecas celulares estebleci~

dag

El método de las "ecolumas giratorias! permité
oObtener la produccién en escala industrisl de lineas de
células y cepas de células. |

Una vez se ha formado el monoestrate completo, doben
efectuarse diversas maniobras en perfodo de tiempo bien fija~
dos, llevan ¢l aparato diversas veces a las distintas posi-
ciones (vertical, horizontal, giratoria, ete.) para realizar
las diversag fasos de tripsinizacibén y recoleccién de las cé-
lulas,

La facilidad.dc menejo del aparato aqui descrito
permite ofectuar cdémodamente y con exactitud las meniobras
neccsariag para la tripsinizacidén de un <frasco de Roux,

Tales maniobras pueden ser cfcctuadas por una o
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columnas pueden variar,

dos personas, on el mismo tiempo, ya sea en todo el aparato,

ya soa on parte de 61, Las dimensiones y el ntmero de las

La Tabla N2 3 muestra algunos ejomplos de los

con células BHK

21

tripsinizacién en el aparato de monocstrato,

datos obtenidos sembrando el aparato de "columnas giratorias®

. Las célulag gembradas procedian de la

Tabla N2 3
Recipiente | Células Células Horas do| indice de
sembradas| recogidas inouba~ multipli-
por em® | por om® | oidn eaeion
Vidpio Vidrio
Colummag 75000 260500 44 3,47
Frascos de '
Roux 75000 | 248350 44 3,31
Columnag 100000 623162 66 6,23
Fragcos de
Roux 100000 582300 66 5,82

20,

La Tabla Ne 4 muestra el tiempo necesario para

obtencr }os monoegtratos completos en lag "columnas gira-
toriag" y en frascos de Roux egtacionariosg de algunas 1i-

neas dc células y ccpas celulares.
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Tabla N2 4
Desig- Diag necesarios pars
nacion Origen obtener monoestratos
de las completos
celulas r
en columnas| en frascos
giratorias ja Roux
estaciong
rios
BHK 5] Iinea Macpherson y Stokex 2-3 dias 2-3 dias
, EKiB"ﬁ Iinea NADL JOWA 2-3 M '2-3 "
J.L.S. Ifnea J.L.S. Memorisl '
V6 Cancer Res, Dept. Viral
Oncology-Maywed N,Y. 2-3 " 2-3
T.T, cepas procedent?s del
tiroide terneral(©) 2-3 v 2-3 "
T.C. cepas procedentes del
testiculo del cordero(©) 3-4 " 3-4 "
P.F.0, cepag procedentes del
pulno ?e feto de
oveja 0] 3=4 M 3-4 "
R.P, cepas proced?nyes del ri-
fidn de perrol® 3-4 " 3-4 "

(°) Coleccidn de nuestro laboratorio

EJEMPTO 3

Produceidn de virus C de la glosopeda

Procediendo como en el Ejemplo 1 y empleando un
rifidn de cerdo, se obtiene un monoestrato uniforme al cabo
de 5 a 6 dias de incubacidn,

Se aparta luego el terreno de cultivo por lavado
del monoestrato y substituyéndolo con un terreno de manteni-
miento de las células durante la produccién del vitus, en
1inea cerrada y en esteril{ con la técnica complementamente

automatizada que se ha descrito antes.
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Junto con el tgrrenc de mantenimiento citado se
introduce una cepa C de la glosopeda.

Después de la siembra del virus, se ajusta el apa-
rato a las mejores condiciones de ventilacién, pH y tempera-
tura y se inica el cultivo del virus, Para comprobar el
crecimiento de éste, se efectﬁan, siempre en 1inea cerrada
Yy en estefil, algunas extraccicnes a intervalos regulares de
Tiempo, .

El maximo de produccidn se alcanza al cabo de 15 a
24 horas de incubacion., Dosis_ de infecoidn del cultivo

de tejido (.C.I.D.50) = 1052~ 107:0-
para 0,1
Se obtienen resultados anélogos si se utiliza un

rifion de ternera o células B.H.K. . en lugar de un rifidn de

21
cerdo como fuente de células primarias o de linea.
EJEMPLO 4

Produccidn de virus de le pseudopeste aviar (N.C.D.V.)

Procediendo como en el Ejemplo 3, pero empleando
una cepa de virus N.C.D., se obtiene sobre huevos embrio--
nados x 0,1 un t{tulo infectivo 50 (EIDy) = 108151070 o
cabo de 28 a 72 horas de incubacidn.

Se obtienen resultados andlogos sisse utiliza un
rifion de ternera o células B.H.K.,, en lugar de un rifion
cerdo como fuente de células primarias o de 1{inea.

EJENPLO 5

Procediendo tal como se ha descrito en los Ejem-
plos anteriores, pero empleando otras cepas de virus, se
obtienen producciones de los virus giguientes: muermo del
perro (CDV), rinotraqueitis bobina infecciosa (IBR), "enfer-

\
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nedad mucosa" (M.D.V.); para-influenza (P.I.), rabia (R.V.),
hepatitis canina infecciosa (C.H.V.), sarampidn y otros
tantos en campo humano como veterinario. |
EJEMPLO 6

Procedimiento en condiciones apropiadas, se ha efec—
tuado el cultivo de eumicetos (como por ejemplo,'gégicilium
chrysogenum), esquizémicetos (como el Bacillus subtilis) y

algas unicelulares (como Chlorella).

REIVINDICACIONES

Se declaran nuevas y de propia invencidn las siguien--
tes reivindicaciones, con prioridad de la solicitua de patente
italiana n? 17244 A/69 del 23 de Mayo de 1969, ‘

1. Aparato para el cultivo de células vivientes de
origen animal, lo mismo que de eumicetos, esquizomicetos y
algas unicelulares, en terreno apropiado, aparato que se ca-
racteriza por constar de gren nimero de columnes de longitud
¥y didmetro variables, en las que pueden proliferar las células
columnas que estdn unidas entre si por los extremos mediante
colectores apropiados y fijados sobre una varilla de soporte
que permite hacer girar las columnas en torno al eje de giro
y pasarlas de la posicion horizontel a la vertical; y por es-
tar el propio aparato rodeado por un espacio termoajustable
para calor y frio.

2. Aperato de conformided con la reivindicacidn 1,

Gra el cultivo de células vivientes en monoestrato y para
la produccidn de virus, de vacunas y de productos biolégicos,
tanto para el uso humano como veterinario, en un terreno

apropiado por constar de un haz de cierto nimero de colum—



10.

15,

20.

25,

nas hechas de material apropiado, como vidrio, pléstico u

otro compatible con el desarrollo de las células, en cuyas
columnas pueden proliferar en monoestrato células de longitud
y didmetro variables; por estar sujeto este haz de columnas,
en ambos extremos, por colectores aplicados sobre gé? varilla
de soporte giratoria, que permite gue el haz de c&i&mnas gire
a velocidad variable en torno al eje de giro y pase. de la posi-
cion horizontal a la vertical; por estar las columnas sujetas
en los extremos por medio de colectores generales y parciales
apropiados, provistos con los grifos respectivos para conexidn
automética, en 1inea cerrada y en esteril, con los diferentes
servicios; por estar el aparato colocado en una salé o0 rodeado
con una camisa termoajustable para calor y frio.

3. Aparato segin las reivindicaciones 1 y g, caracteri~
zado en que los colectores generales del haz de columnas estdn
conectados, en linea cerrada y esteril, con los diversos
servicios, que incluyen tuberias de agua, de detergente, de
vapor, de agua desionizada, de aduceidn de gases necesarios
para el desarrollo de las células, de aduccidn para las diver-
sas adiciones de 1{quidos, tales como terrenos, soluciones
teamponadas y tripsina, y de descarga o de extraccion pare
gases o liquidos,

4. Aparato segin las reivindicaciones 1 & 3, carac-
terizado en que el tubo aductor de gases estd provigsto de un
elemento medidor y registrador del volumen de gas de entrada
con dyspositivo de intervencidn automdtica,

5. Aparato segun las reivindicaciones 1 a 4, caracte-

r¥zado en que el haz de columnas estd provisto de un medidor y

registrador de pH que mantiene el terrenoc de cultivo dentro



de una game de pH elegida.

6. Aparato segin las reivindicaciones 1 a 5, caracte~
rizado en que estd colocado en una sala 0 rodeado por una ca-
misa termoa justable, provista de dispositivo de intervencidn

5. automatica que mantienen el terreno de cultivo dentro de uns
gema elegida de ‘temperatura.

7. Aparato para el cultivo de cdlulas vivientes de
origen animal,

Segﬁn se describe y reivindica en la presente me-

10. moria descriptivae que consta de 23 hojas foliadas y escritas
a méquina por wuna sola cara.
NMadrid, a 22 de Mayo de 1970.
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