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‘refiere a la potenciacidn o activacidn de microorganismos
- en medios de cultivo controlados, adecuados pars dar altas

velocidades de crecimiento.

‘son desarrollados como cultivos en um lsboratorio médico,

tir . de hidratos de carbono.

‘.
-

Esta invencion se refiere al creclmlento y cultivo

de microorganismos, Mds especlficamente, esta invencidn se

El cultivo de microorganismos se realiza actualmente
en muchas formas comerciales y para varies fines y produc-
tos ‘de gran importancia. El resultado deseado puede sér un
aumento répido o grande en el nimero de organismos, como es.

el caso frecuente cuando.los organismos de las enfermedades

las mayores cantidades producidas son utilizadas con frecuet-

cia parg diagnosis o para realizar otros estudios relativos

8 la enfermedad. .
Se obtienen numerosos e 1mportantes productos como
subproductos del crecimiento controlado de microorganismos.
Entre los ejemplos tipicos se encuentran la produceidn de
antividticos, algunos de 1los cuales soﬁ productos naturales
dél metabolismo de microorganismos especificos; la produc-
cién de enzimas, que son excretados en grandes cantidades

por ciertos mieroorganismos; la produccidn de deido ldctico

a partir del suero y la produccidn de alcohol etilico a par-

En el caso de muchas de estas actividades de produc-
cidn, més que la compensacibn econdmica, ha sido el conoci-
miento el factor limitativo en cuanto a la realizacidn de
adiciones a los medios de cultivo de agentes nutritivos, fer
tilizantes u otras sustancias promotoras del crecimiento y
en cuanto a la suplementaclon del proceso con otras etepas

con objeto de aumentar ls produccion Las razones economlcas
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mediante una mejora dada, este adicidén tendria el correspons

‘medios para mejorar el proceso de crecimiento de los micro-

-3 =
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no limitarian estas adiciones y suplementos en el caso de

muchos procesos en los que el coste adicional constituiriae
una pequéﬁa parte del gasto global y, por lo tanto, seria
reembolgado por el mayor rendimiento de producto. En cier-
tas aplicaciones médicas, por ejemplo disgnosis, el coste
no debe considerarse unag limitacidn bdsica. En otras apli-
caciones, como la elaboracidn de cerveza, el coste del mate-

riel affadido de la nueva etapa del proceso adicional puede

ser con mds frecuencis un femctor limitativo, pero en circung-

tancias en que se aumentara suficientemente la produccidn

diente valor paras el proceso.

Los microorganismos son cultivados actualmente en
medios estériles, muy controlados, que contienen cantidades
ninimnas de.impurezas ¥y que habituaimente contienen cantida-
des totalmente suficientes de agentes nutritivos y fertili-
zantes deseables_conocidos, que puéden comprendgr, por e jem-

plo, licor de infusidén de maiz, aszlcar y otras sustancias

en formas asequibles para los organismos. También es corrieq-

te- airear bien muchas de estas mezclas con gases conteniendo

oxigeno,
Un objeto general de esta invencidn es proporcionar

organismos.
0tro objeto de esta invencidn es proporcionar mediog

para aumentar el crecimiento y la productividad de 1oé cul-

tivos de microorganismos.

Un objeto mds especi{fico de esta invencién es pro-
porcionar un aditivo para dichos cultivos para counseguir

una economia global mayor.

" e e’
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‘eléctrica y llevado después a un estado sustancialmeute

frante el cultivo y crecimiento. La confirmacidn de esta in-

615400

0tro objeto més}especificd'de.ésta invencién es
proporcionar un éistema.que opefe sobre estos cultivos para
conseguir una economia global mayor. .

De acuerdo con esta invencidn, un medio de cultivo
conteniendo microorganismos, que en muchas aplicaciones pue-
de ser -estéril, especialmente adecuado para el crecimiento
de los microorgénismos y de contenido adecuado en nutrien-
tes 'y otros factores de crecimiento, se poune en contacto
con aire de composicidn sustancislmente igual a la atmosfé-

rica, después de que el aire ha sido som{tido a una descargs

exento de ozono. Los procesos metabdlicos son significativa-
mente incrementados: Finalmente, los productos deseados re-
sultantes del cultivo de 1os'microorganism05236n separadoé
del medio, En sus aspectos mds especificos, ‘esta invencidn
incluye la operacidn sobre los cultivos que inicialmente con
tienen por lo mencs nuirientes bien equilibrados y totalmen~
te suficientes y otrés factores de creéimiento.

No se conoce ningin mecanismo satisfactorio de la

forma en que ocurre la potenciacidn o activacidn o de la

forma en que los compuestos adicionados actian realmente du-

vencidn se ha realizado fundamentalmente por observacidn y

por operaciones efectivas y ensayos, Muchos de los procedi- |

mientos de laboratorio que sirven como resultados dé los en-
sayos mds tangibles se describen con detalls mds adelante,
Puede decirse con certeza que las mejoras de acuerdo con es-
ta invencidn son aplicables a las bacterias, hongos y otros
micfoorganiSmos en general.

En la patente estadounidense n? 3.344.061, relativa
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- describe la puests en prdctica de un sistems pdra el trata-

" ordinario, No ha podido encontrarse nada que relacione di-

a la invencién de uno de los inventores del objeto de esta
solicitud, se describe el aparato utilizado de acuerdo con
la realizacidén preferida de esta invencidn y tambidn se

e

miento de aguas residuales convencionales, Estas aguas re-
siduales, naturalmente, son una mezcla incontrolégé que
contiene cantidades relativamente importantes de nitrdgeno
bioldgicamente utilizeble, pero generalﬁente no en un sise
tema’ que contenga nutrientes en cantidades ﬁien equilibra~
das. y suficientes, : o

Parece probable que el aire activado contiene canti-
dades_significativaé de 6xidoé de_nitrageno gaseosos., Se
cree gue probableménte es dg cierfﬁ.significaeién que.el
aire activado contengarlos76xidos sﬁperiorqs de nitrégeno
incluidos'nzo3, N204, NO;, N,0p ¥ NoOg, ademds de los éxi-
dos de nitrégeno gaseosos como NO, NO, y N,0.

Sin embargo, los resultados conseguidos no indican

claramente que el nitrdégenc afadido actde como un alimento

?ectamente las cantidades de nitréggno,metabolizado con lagd
cantidades aplicadas sn forma gaseosa dé acuerdo con ests
invencidn., Los mediocs de cultivo utilizados con cada orga-
nismo especificamente ensayado. fueroﬁ'obtenidos de fuen~
tes comerciales y recomendados por estas fuentes como ade=-
cuados para conseguir un nivel de crecimiento por lo menos
tan alto como el normaslmente conseguible. Estos medios cou-
tienen nitrdgenc totalmente adecuado en una forma asequi-~
ble para el organismo y también contienen todos los nutrien-
tes necesarios pare un buen crecimiento en cantidades y pro

porciones apropiadas. Pero ain el tratamiento de estos me-
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~ do com esta invencidn, fue cultivado tambi€n de forms esen
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dios durante el cultivo con el aire activado'produce wnos

resultados significativamente mejorados.
Con fines de confirmacidn, un organismo que fue

cultivado con uno de los mayofes'grados de éxito de acuer-

cialmente idéntica con 1a excepeidn de que se introdujo

166 nitrato (en un grupo de ensayos) y idn nitrito (em un
segundo grupo de ensayos) en solucidn, en cantidades es-

tequiométricamente equivalentes a otras'remésas que habian
sido dosificadas con gxidos de nitrégeno gaseosos. Los en-
sayos estaban adaptados para establece: si podian obtenerse
105 mismos resultados por'intrbduccién del nitrdgend en foy
me, de sales y los iesultadog indicaron claramente que con
las sales_de nitrdgeno no se producia ningqna'potenciaciSn
o activacidn correspondiente a la observada con los gases,

Otros objetos, caracteristicas y ventajas de esta
in;eucién se pondrdn en evidencia en la siguiente descrip-
cidn de los ejemplos de la invencidn. |

las Figuras 1-6 son representaciones graficas de
los resultados.conseguidos de acuerdo con los siguientes
e jemplos.,

Ia Figura 1 ss refiere al Ejemplo 1.

Las Piguras 2 y 3 se refieren al Ejemplo 30,

Las Figuras 4 y 5 se refieren al Ejemplo 31.

La Pigura 6 se refiere al Ejemplo 32.

En cads uno de los siguientes ejemplos, fue seleccio
nado especificamente un medio de cultivo individual conoci-|
do por producir un buen crecimiento del mieroorganismo in-
dividual que estaba siendo cultivado, Todos los medios de

cultivo se obtuvieron comprandolos normalmente en fuentes
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~comerciales y estaban recomendados por dichas fuentes como

mnos tan elevado como el normalmente comseguible. Se cum~

adecuados para conseguir un nivel de crecimiento por lo me-

plieron estricﬁahente las instrucciones de uso de los me-
dios suministradas, Todos los organismos utilizados en los
sigulentes e jemplos fueron confirmados por ung agancié eg-
tatal calificsda,
Unog tubos de ensayo de 15 ml y adecuados para uso

en un_&urbidimetro fueron esterilizedos en sutoclave a
1187121°Q. Los medios fueroﬁ sembrados Q inoculados con log
cultivos mediante técuicas normales. ‘

~ El agire activado fue gegérado con el aparato descri+
to en la patenfe estadounidense n? 3.344.061 antes mencio-
nade, El aparato suministra 500 pies3 por minuto (14,1 m3)
de aire activado, pero, naturalmente, gran parte del mismo
es desviado y perdido cuando se irabaja con los pequefios
medios de cultivo, El aire se admits en el dispositivo y
se somete en una cdmara a una descargas eléctrica de 15,000
Goltios entre electrodos de aluminio en formaz de relleno
de rejilla groseramente tejida o expaﬁdida. El aire trata-
do es pasado a otra cdmara donde, sin nueva'intervencién,
el contenido de ozono ﬁesciende préciicamente a cero, El
aire es utilizado desp&és‘inmediatamente en logs medios de

cultivo, .
. La mayor turbidez qﬁe aparece en los ejemplos estd
estrechamente relacionada con el mayor tamafio y también
estd influenciada por la cantidad de reproduccidn de los
organismos individuales. El turbidimetro funciona midiendo
le luz transmitida a través de los tubos de ensayQ. Las me-

didas se realizaron con un aparato convencional comercial.
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El aumento-de las cuentas én la placa estd directa~-

mente relacionado con el mayor numero de organismos produ-

cidos por reproduccidn., Para realizar el recuento en las
placas, salvo indicacidn en contrario, se. introduce "1 ml
del medio en agar dextrosa de Sabourand, en el caso de los
mohos y hongos y en un agar extracto de glucosa "trip- .-
ticasa en los restantes casos. Todos los recuentos de la
placa se realizaron de acuerdo con procedimientos esproba-
dds-bor el Servicio de Salud Pdblics de Estados Unidos. .
| EJEMPLOS 1-29

En los ensayos descritos en los Ejemplos_i a 29,
s6 utiiizan dos probetas'gradﬁadas dei1000 ml: una pare el
aire activado de aéuerﬁo con esta invencidn y otra para el
mismo eire no tratado. El‘é*ceso de aire acti&ado generado
de acuerdo con esta invencidn por el apafatogutilizado se
pie;de al exterior. .

En los ensayos, las dos probetas graduadas se in-
troducen en compartimientos aislados de una gradilla paré
évitar la contaminacidn mitua de los gases aplicados. Ia

zona de ensayo se mantiene a una temperatura muy uniforme

‘de 80°F (26,7°C), siendo la variacidn inferior a 2+ 2°F

(-16,69C y ~18,99C).En la zona & ensayo € aire estd totalmente

_acondicionado y la humedad se mantiene bastante constante,

no varisndo mds del 10 % en cualquier momento y afectando
g

.por igual a los tres compartimientos.

Todos los gases desprendidos en los ensayos son
conducidos a través de tubos de pldstico inerte (habitual-
mente Tygon). En ambos tipos de aplicaciones se utilizé
aire embotellado previamente purificado, el aire "resgpira-

ble" convencionalmente vendido ue es una mezcla de gases
y Q g
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- 8¢ encuentra una caja de'12 pulgadas (30,5 em) de altura

- la temperaturg constante mediante las condiciones ambienta-

. aparato de descarga eléctrica. Los gases son aplicados a

précticamente igual a la del airé atmosférico. El aire em-
botellado previamente purificado se pasa tambidn. a través
de un filtro constitufdo por un trozo de 8 pulgadas (20,3

cm) de longitud de algoddn estéril, Después de este filtro

bor 12 pulgadas (30,5 cm) de anchurs y 8 pies (244 cm) de
loﬁgitud, provista de tabiques para mezclar el alre y en
la ‘que también se emplean 2 ldmparas esterilizantes de ul-
travioleta de 30 watios, colocadas g lo- largo de la cajz.
En el extremo de descarge de la caja, un trozo de 12.pul—
gaéas (30,5 cm) de longitud de algoddn estéril absorbente
filtra también los posibles contaminantes.

E1l aire qué ha ds ser aplicado sin tratamiento y el
aire que ha de ser aplicadﬁ.después de su activacidn de |
acuerdo cdn esta invencidn, se dirigen desde la caja a un
compresor, que estd desmultiplicado para reducir el aumen-
to de temperatura, A la sélida del compresor se encuentra
un ventilador de jenla de ardilla que dirige el aire a un

tubo de plédstico de 100 pies (30,5 m) que permite mantener

les,

E1l aire que ha de ser activado es tratado con el

los medios de cultivo 1liquidos en las probetas gréduadas
de 1000ml a través de un tubo de vidrio que se prolonge
dentro de las probetas, Cada tubo de vidrio estd provisto
de una aguja hipodérmica de acero inoxidable prdxima al
fondo de las probetas, Las agujas son las n? 14825 del ca~-
télogo de Fisher, de '2 pulgadas (50,8 mm) de longitud y

con une punta de calibre 20, El caudal de ges para todos
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. man muestras des?ués de cada periodo de ensayo y se prepa-

" de 20 libras (1,4 kg/em?), Todo el trabajo se realiza en

sp. se siembra en 3 litros de medio liguido de Sabouraud

‘gire activado, Inicialmente, los tubos son iguales en to-

_dos sus aspectos significativos. Los gases son burbujeados

. probeta tratada con aire sin activar pero itranscurre a una

los ensayos es de 0,15 litros_por-mi&uto. (Este caudal re-
lativamente alto es pafa facilitar las medidas y_laé COonme
paraciones y no es necesariamente el preferido en las ope-

raciones comerciales de acuerdo con esta inveneidn).: Se ‘toA

ran placas con el medio para el recuento. Se incuban las
placas y se realiza el recuento,

Los tubos aplicadores de vidrié, los espaciadores
utilizados para sujetar los tubos en el centro de las pro-

betas y las agujas son tratados en autoclave a una presidn

condiciones estériles, Las muestras se toman con pipetas
estériles que después se tiran.

EJEMPLO 1 ‘- PENICILLIUM SP

Un -cu 1»’6 ivo conocido- de. Penicillium

y se divide en lotes dilufdos iguales para su exposicidn
al aire activado de acuerdo con esta invencidn y al aire
no tratado.

Cada probeta se trata individualmente con aire o

en el interior de los tubos deade el fondo,
Iranscurridas algunas horas, el fondo de lds pro-
betas tratadas con el aire activado desarrolla un material

visible algodonoso, Se produce un desarrollo similar en la

velocidad sustancialmente menor,
Todos los recuentos de placa en este ejemplo son

tomados utilizando agar maltosa de Sabouraud. Las pruebas
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se realizan cada hora y se registran las cuentas. Los resul

tados de las 15 primeras horas son los siguientes:

PENICILLIUM SP.

Aire normal Aire activado -
(Cuentas en placa) (Cuentas en placa

1 hora 980 - 1140
2 horas - 1040 ' 1260
3 horas . 1160 1400
4 horas 1280 ' . 1680
5 horas w00 1800
6 ﬂoras i 1680 - 2400
,% horas ' 1800 L 2860
8 horas R 1960 A 3000
9 horas 2400 B 3600
10 hores - 2680 . T 4200
11 horas 2800 4800
12 horas . 3000 . 5100
13 horas . 3280 . 5280
14 horas ' 2800 ‘ 5400
15 uoras - 2600 - 5460

La Figurs 1 es una ilustracidén gréafica de estos re-
sultados,

Transcurridas 15 horas, ambos cultivos tratados con

"aire presentan un descenso del recuento., Parece qug los

nutrientes de ambos cultivos han sido consumidos, También
parece que el aire activado, ademds de excitar la activi-
dad de 105 organismos en crecimiento, proporciona también
parte del nutriente utilizado. '

En otro ensaJo comparativo, similar al anterior, el

nutriente parece ger demasiado bajo para mantener el creci-
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miento después de 4 dias. En ese -ensayo, un control gue no

habfa sido sometido a ningin tratamiento con gas, contenia

menos de 10 ml de moho, mientras que otros cultivos por lo |

demds sustancialmente idénticos, uno tratado en la forma
antes discutida con aire normal, y uho tratado en la forma,
dgsorita con aire activado,_coﬁtenign 120 ml de moho y

260 ml de moho respectivamente. '

En un ensayo utilizando tubos de ensayo norméles,

dos tubos, conteniendo cada uno de ellos cultivos de Penici-
- 1livm sp en la forma aptes-descrita,son'gxpuestos a cada

‘uno de los dos tratamientos con gases, sustancialmente en

la forma descrita. Cada tubo contenia 10 ml de medio, que
habia sido sembrado con. un culfivo cohocido de Penicillium -
gp de cuentas conocidas., Después de 2 ﬁinutgs de exposi~-
cidn, se tapan los tubos y despuds se cuentan las placas,
obteniindose los siguientes resultados: aire normal - 265

cﬁeﬁtas/ml y aire activado - 345 cuentas/ml. Un ensayo si-

milar con una exposicidn-de 3 minutos da los signientes re-|

sultadog: aire ﬁormal - 150 cuentas/ml .y aire activado -
250 cuentas/ml. A '

Raturalmente,. de acuérdo con esta invencién el creci
miento de la especie Penicillium sp se realiza en un cul-
tivo que contiene nutrientes suficientes en equilibrio ade-
cuado para proporciopar un rendimiento sustancial del pro-
ducto deseado, la penicilina, gque es un subproducto del me-
tabolismo del microorganismo de la especie Penicillium sp.
Este subproducto es aislado despuég en condiciones sustan-

cialmente incontaminadas para uso como antibidtico.
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EJEMPLOS 2-29

Varios organismos diferentes

Dieciseis cultivos diferentes, mostrados en la lis-
ta siguiente, algunos patdganos'y algunos no patdgenos, ‘
son sembrados en medios eépec{ficos para su cultivo adem
cuado, Los cultivos se éncuenfran en tubos de ensayo, sien-
do las cuentas en placa originales en todos los casos in-
feriores a 500/ml. E1 fratamiento se realiza burbujeando
desde el fondo del tubo durante 5 minutos., E1l recuento en
placa normsl se realiza al cabo de 3 horas, encontrdndose
loé'resuitados en la Tébla inmediatamente siguiente., Debi-
do a la naturaleza peligrosa dé algunos de los cultivos,
el trabajo sobre 1&5 mismos estuvo confinado'totalmente'en
tubos de ensayo tapados, En todos lds demds. aspactos, los

ensayos se realizaron prdcticamente en-la forma antes des-—

criﬁa. : o
RESULTADOS
Aire nor- Aire acti~-
mal (Cuen  vado (Cuen
tasen pla . tas en pla
Ej. . -ca) ca)
2  Micrococeus albus (hemoliti-
"~¢co, coagulasa negativa) 540/m1 1560/ml
3 Achromobacter 1860 3720
4 Tactobacillus sp 7200 19200
5 Proteus sp , 12600 - " 24600
6 Staphilococcus aureus (hemo-
Iitico, coagulasa positiva) 10800 27600
7 Pseudomonas seruginosa 12600 22200
Streptococcus sp (gamma, no ,
hemolitico) 13200 21600
9 Lisferia monocytogenes (facq; . .
Tetivamente anaerobio) 420 2520 .
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.15 " Streptococcus sp (alfa~hemo

RESULTADOS (continuacidn)

Aire nor- Aire acti-

, mal (Cuen vado (Cuen

' - ) T tasen pla tas en pla
Ej. L ____ca) ca)

.10 Diplococcus puneumoniae y .

Hemophilus sp : 1860 2520
11 Kicrococcus citreus 960 1440
12 ;'Escheridhia coli 2220 2820
13 Paracolon bacillug 1860 3180
14 "Klebsilla pneumonise - 9000. - 10800

litico) en este caso anae~ ) :
robio ) - 500 » 900

t

16  Diphtheroids - .. 1800 .. - 2280
17 Diplococous y levadura 2820 3060

NOTA: Lisferia fue el mejor bajo el aire activado y es fa-
cultativamente anserobio. El medio especifico utili-
zado para cultivar los bacilos gram~negativos fus
peptona coloide; para 1os'pocos gram-positivos como
Staphilococous, caldo de soja Pripticasa; para anae-
robios y estreptococos, el medio utilizado fue medio
de tioglicolato. B

En otro ensayb, se_sembraron 12 bacterias diferentes

en medios especificos muy adecuados para provocar su creci-

“miento y despu€s se midieron cantidades iguales eq'tubos de

ensayos estériles, utilizando pipetas estériles para cada
una de ellas, Se desfinaron dog tubos de cada una de las
bacterias para aire normal y para aire activado. Los gases
se dejaron pasar por cada tubo dﬁrante tiempgs iguales de
2 minutbs. Después se llevaron al laboratorio y se realizd

el recuento normal en'placa.en cada uno de ellos. En cada

3
Y.,
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Bj. . . “ca) ca)
" 18 Micrococcus albus (hemolitieco, _
coagulasa negativa) 3000 4200
19 Staphilococcus aureus (hemoli- '
tico, coagulasa positiva) 7200. 15600
20 Streptococcus sp (gamma, no he= " )
molitico) o 22200 25200
21 Dipiococcus pneumonise y _ : :
: Hemophilus sp 10800 17400
22 Micrococcus citreus 4200 ' 7800
23 BEscherichia coli o 1800 3600
24 Flavobacterium . 1200 1800
25 Tdsteria monocytogeues (faculta ,
¥ivamenie anaerobio) 25800 38400
26 Pseudomonas aeruginosa 6000 + 8100
27 Paracolon bacillus - 10200 19200
28 Streptococcus sp (alfa~hemoli- ' ‘
11¢c0) en este caso anaerobio 5800 13200
29 ZLactobacillus sp 7800 20500

el

placa se utilizd 1 ml Qe bacteriéé en'suspénsién junto con
20 ml de agar extracto'de glucdsa tripticasa, agar nutriti-
vo noxmal APHA para recﬁento. -

' Los recuentos con aire normal y aire gctivado se
realizaron en dilucionesg de 1:100, 1:1000 y en aigunos ca-
sos 1:10,000. Todés las placas fueron incubadas durante
24 horas y contadas. De nuevo los resﬁltados establecen que
el aire activado estimula el crecimiento de las bacterias
sobre el aire normel, comc se indica & continuacidn.

RESULTADOS

Aire nor-~  Aire geti-
mal (Cuen vado (Cuen
tas en plg tas en pla

Naturalmente, de acuerdo con esta invencidn, el cre-

cimiento de los diversos microorganismos se realiza én un
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sustencialmente incontaminadas para su uso o estudio poste-

no estd activado., En el control, se insertan 0,5 ml de gas

jando en el tubo una atmésfera que fundamentalmente es aire
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P

cultivo Qﬁe contiene suficientes nutrientes en equ;libriq
adecuado para proporcionar un rendimiento sustancial del
producto deseado, que en algunos casos es el propio micro-

organismo. Este producto es aislado después en condiciones

riores.

EJEMPLOS 30~33

En los Ejemplos 30 a 33, unas porciones de 7 uml del
medio .conteniendo el microorganismo se introducen en tubos
de ensayo de 15 ml, adecuados para -uso en un turbidimetro,
Los tubos son esterilizados a 118-121°C en un autoclave.
Los medios se siembran o inoculan con los cultivos por tée-
nicas normales, Cuéﬁdo se realiza un recuento én placa ini-|
cigl, normalmente se hace en este momento; Tos tubos se
cierren hefméticamente con tapones de goma pars suero. Em-
pleando una jeringa hermética a los gases, a través.del ta-
bén de goma se introducen 0,5 ml de los gases activados,.
Para cada gas.de ensayo se utiliza una nueva aguja estéril.|
Tos tubos de control son sometidos a una aplicacidn de gas

esencialmente idéﬁtica, a excepcidn de que el aire utilizad
inerte (helio) en lugar de 0,5 ml de gases activados, de-

normal., A las muestiras con aire activado se agregd la misma
cantidad de gas inerte (0,5 ml de helio) de forma que la
cantidad de aire en la atmésfepa de las muestras y de los
controles es la misma. . -

Todos los tubos se coiocan en un aﬁérato mecanico

que los voltea continuamente durante todo el periocdo perti-
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.nente de cultlvo. La turbldez, las cuentas en placa o am-

_cimiento de los microorganismos se produce en forma de ma-

bos valores, segun el ensayo, se registran a iutervalos
seleccionados antes y después de la dosiflcaclon para Ob=-

servar el efecto de los gases sobre el crecimiento. El cre-

yor tamafio de los organismos individuales o en forma de
reproduccién de los organismos o como ambos efectos.
BJEMPLO_30

' El organismo de la especie Streptococcus (alfa~hemo-

4

1{tico) se siembra en un medio de tioglicolato especifico

para Streptococcus. El medio se divide en porciones de

7 wl y cada porcidn se deposita en tubos de ensayo indivi-
duales. Se realizan lecturas turbidimétrié&s a intervalos,

de la siguiente forma: N <

Columna 1 infra - antes de la inoculacidn del gas;

Columna 2 - 4 horas después de la inoculacidnj
001ﬁﬁna 3 - 24 horas después de la-inoculacidn;
Columna 4 - 34 horas después de 1lg inocuiacién ¥
Columne 5 = 52 horas después de la inoculacidn.
TURBIDIHETRO o -
Mezcla de inoculacidn 12 3 4 5
0,5 ml de aire tratado . . 130 130 160 242 325
‘>Control con aire normal 136 136 146 183 296

La Figura 2 es una representacidn grifica de estos

resultados, representindose la turbidez en funcién del tiem

Po.
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Columna 2 .= 24 horas después de la-inoculacidn;j
Columna 3 = 36 horas después de la inoculacidn y
Columna 4 - 52>horas después- de la inoculacién,
TURBLDIMETRO |
‘Mezcls de inoculacidn 1 2 3 4
0,5 ml de aire tratado " 80 206 226 240
Control con aire normal - 82 150 185 200

95409 -0-

CUENTAS EN PLACA

Cuentas ini- Cuentas en pla
ciales enpla ca después de -Rendi~

Mezcla de inoculacidn ca 24 horas miento
0,5 ml de aire tratado  190.000 10.200.000 - 53
Control con aire normal 130.000 - 5.400.000 42

Las diversas muestfas son sustancialmente idénticas
a las empleadas para observar la turbidez.

Ia Figura 3 es una representacién gréfica de estos
resuitados. ' .

| EJEMPIO 31 .

Fl organismo Paragoibn se siembra en un medio de
peptona coloide especifico paraiel Bacillus. El1 medio se
divide en porciones de % m y cada porcién:ée deposita en
tubos de ensayo individuales, Se reaiizan lecturas turbidi—

métricas a intervalos, de 1la forma, giguiente:

Columna 1 infra - antes de la inoculacidn del gass

La Pigura 4 es una representacidn gréfica de estos

resultados, representando la turbidez en funeidn del tiempo
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~resultados,

“bos individuales adecuados para lectura turbidimétrica. Lag

Columna 2 - 20 horas después de 1a inoculacidn y
Columna 3 "~ 30 horas después de la inoculacidn,
TURBIDIMETRO '
Mezela de inoculacidn S 23
0,5 ml de gire tratado 7 ;9 180 210

| Control de aire normal | ;8 174 '195

415409 -

CUENTAS EN PLACA ‘ T

Cuentas ini~ Cuentas en.pla
ciales en pla ca despues de Rendi-

Vi

Mezcla de inoculacidn ca. 24 horas miento
0,5 nl de aire tratado 180,000  .9.600.000 - 53
Control con aire normal = 150.000 A 5.400,000 36

las diversas muestras son sustancialmente idénticas
a las empleadas para observar la turbidez.
Ia Figura 5 es una representacidn grifica de estos
EJEMPLO 32
El organismo Rhodotoruls (una levedura) se siembra
en un medio liquido de Sabouraua. El medio se divide en

porciones de 7 ml y cada una dd;ellés ge iﬁtroduce en tu-

lecturas se realizan durante un periodo de 30 horas, a in-
tervalos, de la forma siguientei

Columna 1 infra - antes de la inoculacidn del gas;

La Figura 6 es una representacidn gréfica de estos
resultados, representando la turbidez en funcidn dgl tiem~
Po.

De toda lo que precede resultard evidente que esta
invencidn tiene amplia aplicacidn a diversos productos y
orgénismos ¥ que las realizaciones descritas, aunque siéni-

ficativas por'si mismas, no deben ser consideradas como
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- ¢ibn debe ser la definida por la ley en relacidn con las

" reivindicaciones del apéndice.

en un medio de cultivo que como minimo tieme un contenido

* en nutrientes adecuado y otros factores de crecimisnto,

limitativas del alcance de la patente sino que la protec-
En resumen, la Patente de Invencién que se solici-

ta deberd recaer sobre las siguientes:

RELVINDICACIONES

1. TUn procedimiento de aceleracidn del crecimien-

»

to de microbrgénismos confinados en condiciones esgtériles

cuyo procedimiento comprehdeblas etapas de héber pasar aire
de una composicién"sustancialmente‘igual a la del aire
atmosférigb s través de un elemento de descarga eléctrica
que forﬁa‘gases activados en dicho aire, permitir después
que sustancialmente todo el ozono conteniéo en el aire sea

-

destrufdo y a continuacién porer en contacto el aire asi
tratado con dicho medio de cultivo, T_—. .

2. Un procedimiento segin la Reivindicacidn 1,
en el gue dicho aire tratado se pone en contacto héciéndo-
lo burbujear en dichos medios de cultivo; sustancialmente
por debajo de la superficie de dichos medios de eultivo,

.3, Un procedimientOASégdn la Reivindicacidn 1,
en ¢l que dichos microorganismos son bacterias,
4. Un procedimiento segin la ﬁeivindicacién 3,

en el que dichos microorganismos estdn constituidos esen~

cialmente por Micrococcus albus_(hemolitiqo;'coagulasa

negativa).
5. Un procedimiento segin la Reivindicacidn 3,
en el que dichos microorganismos estdn constitufdos esen~

cialmente por Achromobacter.
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- en el que dichos microorganismos estdn constituidos esen-

cialmente por Staphilococcus aureus. (hemolitico, coagulasa

- en el que dichos microorganismos estdn constituidos esen~

‘en el que dichos microorganismos estdn constituldos esen~

K15 479

6. Un procedimiento segin la Reivindicaciéu -3,
en 6l que dichos microorganismos estan constituidos esen-

clalmente por Lactobacillug.

u?. Un procedimiento segun la Re1v1ndlcacion 3y
en el que dichos microorganismos estdn constituidos esen-
cialmente por Proteus,

- 8. Un procedimiento segin la Reivindicacidn 3,

positiva).
9. Un procedimiento segin la Reivindicacidn 3,
en el que dichos microorganismos estdn coustitufdos esen-

cislmente por Pseudomonas aeruginoss.

o .
10, Un procedimiento segin la Reiviﬁdicacién 3,

en el que dichos mlcroorganlsmos estdn constituidos esen—

cialmente por Streptococcus ( gamma,, no hemolitico).

11. Ua procedimiento segun la Reivindicacidn 3,

cialmente por Listeria monocytogenes, (facultativamente

anaerobio).

12, Un proce&imiento segin la Reivindicacidn '3,

ciglmente por Diplococcus pneumoniae y Hemophilus,

33, Un procedimiento segin la Reivindicacidn ..3,
en el que dichos microorganismos estan constitufdos esen-

cialmente por Micrococcus citreus,

4. Un procedimiento segin la Reivindicacidn 3,
en el que dichos microorganismos estén constltuldos esen-
cialmente por Paracolon.

15, Un procedimiento segdn la Reivindicacidn 3,




10

15

20

28

2 _

415609

en el que dichos microorganismos estén constitufdos esen-

éialmente por Xlebsislla pneumoniae.

16 . Un procedimiento segin la Reivindicacidn - 3,

en el que dichos microorganismos estdn constituidos esen-

~¢ialmente por Streptococcus (alfa-hemolitico, anaerobio).

17, Un procedimiento segin la Reivindicacidn -3,
en el gque dichos microorganismos estdn constituidos esen-.

ciglmente por Diphtheroids.

-

18. Un procedimiento segin la Reivindicacidn -3,

. en el que dichos microorganismos estan constituidos esen~

cialmente por Flavobacterium. .
19. Un procedimiento segin la Reivin@ioacién -3,

en el éué dicho aire tratado se pone en contacto haciéndo-

1o burbujear por dichos medios de cultivo, sustancislmente

debajo de la superficie de los citados medios de cultivo.

20, Un procedimiento segin 1a Reivindicacidn 19,

en el que dichos microorganismos estdn constituidos esen-

cialmente por Micrococcus albus (hemolftico, coagulasa ne-

gativa).
2l. Un procedimiento segin la Reivindicacidn 19,
en el que dichos microorganismos estan counstitufdos esen~

cialmente por Achromobacter.

22, Un procedimiento segin la Reiviundicacidn 19,
en el que dichos microorganismos estian constituldos esen-

cialmente por Lactobacillus.

23, Un procedimiento segin la Reivindicacién 19,
en el que dichos microorganismos estdn constituidos esen~
cialmente por Proteus,

24, Un brocedimiento segﬁnvla Reivindicacidn 1g,

en el que  dichos microorganismos estdn constituidos esen-
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cialmente por Staphilococcus aureug, (hemolitico, coagula-

sa positiva),

25, Un procedimiento segdn la Reivindicacidn 19,
en el que dichos microorganismos estdn constituidos esen~

cialmente por Pseudomonas aeruginosa.

26. Un procedimiento segin la Reivindicaeidn 19,

en el que dichos microorganismos estén constitufdos esen-

cielmente por Streptococcus (gamma, no hemolftico) = |
' "27. Un procedimiento segin la Reivindicacidn 19,
en el que dichos microorganismos estan constituidos esen-

cialmente por Ligteria monocytogenes (facultativamente

anaerobio). - : , ;
28, Un procedimiento segin la Reivindicacién 19,

en el que dichos microorganismos estin constituidos esen-

cialmente por Diplococcus pueumoniae ¥y Hemophilus.

29. Un procedimiento segin la Reivindicacidn 19,

- en el que. dichos microorganismos estan constituidos esen-

cialmente por Micrococcus citreus.

30, Un procedimiento segin la Reivindicacidn 19,
en el que dichos microorganismos estdn constituidos esen-

cialmente por Paracolon.

“31 . “Un procedimiento segin la Reivindicacidn 19,

“en el que dichos microorzanismos estén constituidos esen-

cialmente por Klebsiella pneumoniae,

32, Ua procedimiento segin la Reivindicacidn Y¥.9,
en el que dichos microorganismos estdn constituidos esen-

cialmente por Streptococcus (alfe~hemolitico, anaerobio).

3%, Un procedimiento segin la Reivindicacidn 19,
en el que dichds microorgenismos estdn constituifdos eseﬁé

cialmente por Diphtheroids.
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34, Un procedimiento segin la Reivindicacidn 19,

en el que dichos microorganismos estdn constitufdos eseu~

cialmente por Flavobacterium.

" 35, Un procedimiento segin 1a.Reivindicacién 1,
en el que dichos microorganismos son mohos. '
36u Un procedimiento segin la Reivindicacidn 35,
en el que dicho aire tratado se poune en éontacto haciéndolo
burbujear en dichos medios de cultivo, sustancialmente por

debajo de la superficie de dichos medios de cultivo.

37. Un procedimiento segin la Reivindicacién 35,

en el que dichos microorganismos estan constituidos esen-

cialmente por Penicillium,

38. Un procedimiento segin 1la Reivindicacién 37,
en el que dicho aire tratado se pone.en confacfo haciéndolo
burbujear por dicﬁos medios‘de cultivo, sustancialmente por

" 39, Un procedimiento segln la Reivindicacidn 1, en
el que dichos microorganismos son levaduras,

40, Un procedimiento segin la Reivindicacién 39, en
el que dichos microorganismos estdn constituidos esencial-
mente por Rhodstorula.
| 41, BSe reivindica por Gltimo como objeto sobre el
que ha de recaer la Patente de Invencidn que se solicita:
"UN PROCEDIMIENTO DE ACELERACION DEL CRECIMIENTO DE MICRO-
ORGANISMOS CONFINADOS EN CONDICIONES ESTERILES EN UN MEDIO
DE CULTIVOM.
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Todo conforme - queda descrito y reivindicado en la
presente Memoria descriptiva, que consta de veinticinco pé-
ginas mecanografiadas y dibujos que se acompaiian.

Madrid, 30 de mayo de 1973.

BER§kRDO ?NGRIA

'p'iilk//
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