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L El presente invento concierne a un procedimiento

" pera la obtencién de proteinas alimenticias dé origen fingi

09 o & partir de organismos pluricelulares, en §articular
por empleo de un nuevo organismo pluricélular. Concierne
igua;menfe a las proteinas alimenticies asi obtenidas. Ade-
més tiene como objeto un dispositivo de farmentacién que es
1gualmente conveniente para la reallzaoxén dsl procedimien-
%0 del invento. Igualmente, tiene como objetc un procedi-
.mlenmo de mutacién de micro~organismcs ¥ en partlcular de
hongos, _ ’

; Los micro~organismos (bacterias, levaduras, hon-
gos) interviensn en la preparacidn Ge alimentos humandéiy
a;imaleé actuando por sug enzimas y son utilizados péré-la
produccidn industrial de moldculas orgénicas, muchas de las
cuales son metabolitos banales o comuzes (etanol, éoi§5>acé
tico, deido citr{co, glicerina, lisins, dcido glutéﬁico,
dcido ascdrbico, ete. ...).

' Desde el comisnze ds la era pustoral, los micro-
-organismos simbidticos han sido cultivadcs sobre diversos
sustratos (melazes, bagazos, suero ldctico, 1iquidos bisul-|
fiticos, etc.), cén vistas a le revalorizacidén de los sub-
productos y & la obtencién de biomasas, Tas biomasas eran
ntilizadas sobre todo en la alimentacién de animales como
eportacién de vitaminas, de sales minerales y de proteinas,

Por razones coyunturales, el desarrollo de estas
practicas ha quedado limitado durante largo tiempo. Ias
principales causas do este estancamiento han sido: las irre
gularidades en la calidad, las dificultades en el control y
dominio de los cultivos y en el mantenimiento y conserva-

cién de las cepas, la aparicién de msnantiales de proteinas
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|y de viteminas mds baratos, la reestructuracidén industrial,

“Jes de biomasas han conocido una reactivacidén muy notsble.

tojn ndam. 2

como consecusncia del descubrimiento de recursos y yacimien
tos fésiles, que ha acelerado el desarrollo agricola, etec,

/ T .
Estos Qltimos 20 afios, les producciones industria

Los elementos que -han motivado dicho resurgimiento y reacti
vaciéﬁ.son principalmente: los progresos de la bioldéﬁaimo—
lecular, el descubrimiento de micro-organismos que'cbnéémen
manantisles energéticos no convencionales (por ejempla para
finasg), la necesidad de la resoreidn de efluentes agrééii-
menticios cada vez mds voluminosos, laes necesidades crecien
tes de proteinas, la aparicién de nuevas becnologias qus
tienden a reducir el consumo de energie, ete.

A partir de 1960 se ha desarrollado une iniensa
invegtigacién acerca del cultivo de lee biomasas, Se he re-
lacionado con levaduras de alcanos, bacterias que oxidan al
metanol, espirulinas que crecen sobre medios carbonatados,
hongos susceptibles de metabolizar éifeventes tipos de
efluentes. o

Ton ensayos nubritivos realizados con numerosas
egpecies animales han puesto.en evidéncia el elevado valor
nutritivo y la inocuidad de las biommsas asi obtenidas.

Loz micro-organismos susceptibies de producir pro
tefnas alimenticias son las bacterias y ios hongos (levadu-
ras y hongos filamentosos); deben posesr las siguientes ca-
racteristicas:

-~ una buene especificidad frente a los sustratos;

- un corto tiempo de duplicacidén (de 20 minutos a

5 horas);

- una elevada eficacia energética (100 gramos de
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- hidratos de carbono = 25 a 32 gramos de pro-

i teinas);

- un crecimiento a las tempersturas exigidas (de

2080 de a 5000);

- un erecimiento a valores extremados de pH;

- un crecimiento con concentraciones redﬁcidas o

" elevadas de sustratos; o

- deben realizar un agotamiento méximo dé”idé me
dios (reduccién de 1a D Q 0y de la D B Uy de
90 a 98%); R

~ el cosechado y el secado ds la biomasa deben
éer féeiles; , caan

- el contenido de proteinas debe ser elev&&é}
(40-65%)

- los contenidos de dcidos aucleicos y de pare-
des hucleares deben ser reducidos;

- los gérmenes empleados no deberan poseer poder
patbgeno (virulencia y excrecidn de toxinas) y
no debéﬁ producir bacteriocinas ni desprender
oclores desagradables;

- ol coeficiente de eficacia protidica (C.E.P.)
de la biomasa debe ser elevado.

Se ha encontrado, por primera vez por lo que sa-

be la solicitante, que un microorganismo filamentoso podia

servir como alimento, ' ‘
En efecto, mientras que las bacterias y los hon-
gos filamentosos son utillizados corrientemente en tecnolo-

gis alimenticia y para la produccién de metgbolitos diver-

tnicamente las levaduras han sido cultivadas bastante am-
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‘1 ,_pliémente para ser consumidas como slimentos. Esta capaci-
dadwde'las levaduras para proporcionar importantes cantida
des de biomasas ha sido confirmade coh el descubrimiento
de su pfopiedad de crecer gobre los alcanos. Se han publi-
5 | eado numerosos trabajos, revistas y obras acerca de la pro
duccibﬁ y de las cualidades nutritivas de las levadgrag
alimenticies. | e
El microorgenismo filementoso utilizado en~§i
procedimiento del invento pertenece él género de los Tri-
1¢ | choderma. ' |
Se ha encontrado ademés que tal microorganismo
filamentoso permitia revalorizar determinados sustretos
proteinicos, especialmente sustratos proteinicos con alto
contenido de proteinas cuya utilizecidn es limitada por el
15. hecho de que contienen por ejemplo productos téxicos ¥/ a
prodﬁctos que les confieren un ciertc grado de amergor.
| El procedimiento segin el invento permite por lo
tanto la obtencién de proteinas alimenticias que provienen
de le accién de este microorganismo filamentoso sobre sus-
20 | tratos proteinicos. El invento concierne igualmente a los
productos proteinicos asi obtenidos, estando constituidos
estog productos for proteinas de sustretos modificados (deg|
pursdos, desintoxicados o desprovistos de amargor) even-~
tualmente en meszcla con proteinas del microorganismo filse~
25 mentoso ¢ Unicamente proteinas del microorganismo filamén«
toso.
- E1 procedimiento para la obtencién de proteinas
alimenticias consiste en culiivar, en condiciénes que se
describirén seguidamente, un microorganismo filamentoso po

30 1ifago capaz de metabolizar especialmente los productos
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- agricolas y los residuos de las industrias alimenticias,
o de depurar, desintoxicar y suprimir el amargor de los
sustratos proteinicos.
! El procedimiento seglin el presente invento con-
giste:

1)} En cultivar, a una temperatura inferior a.

280C, 61 hongo Trichoderme Album sobre medins nutritives

~ =

liquidoss sie@do mantenido el pH de dichos medios eﬁ“ﬁﬁ Ve
lor comprendido entre aproximadamente 3,7y 4,8, siéﬁ%é de
aproximadamente 6 a 10 miligramos/litrc el contenido de
oxigeno disuelto, realizéndose dicho cultivo bajo una agi-
taéién eficaz no traumatizante y en coﬁdiciones tales-que

- 81 esponjamiento o aumento Qe volumen sea précticamehﬂé’ng
lo.

E1l hongo Trichoderms Album smpleado en el proce-

dimiéhto segin el presente invento ¢s un nuevo microorga-
nismo que he sido dgpositado en le Collection Nationale de
Cultures de Microorganismes de 1l'Inaiitut Pasteur en Paris
con el nimero I-032 el 2 de junio de 1977; Este hongo asi
como su procedimiento de obtencidén se describirén con ma-
yor detalle en la continuacidn de la pregente memoria des-
criptiva.' |

Los medios nutritivos que son sonvenientes para
los fines del presente invento, es decir sobre los cuales

ge desarrolla dicho Trichoderma Album, comprenden medios

liquidos que contienen nitrégeno proteico, nitrégeno emini
co, o nitrogeno mineral (amoniacal o nitrico) que general-
mente son desechados, Provienen en genersl de productos
agricolas, de subproductos y desechos de industrias agro-

alimenticias, Estos medios puesden estar constituidos igual
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mente por sustratos proteinicos que se desean revalorizar.
I
Entre los productos agricolas convenientes, se cita-
rén, por ejemplo, harinas: de trigo, centeno, maiz, cebada,

avena, guisantes, etc.: tubérculos y raices: de patatas,

topinambur, mandioca o yuca, batatas, remoclachas, melazas
Yy pulpas de remolacha, zanahorias, colinabos, etc.; pﬁlyas

y tegumentos de frutas: de platanos, pifias; naranjas, man-

zanas, orujos diversos; productos fibrosos: bagazos, pajas,

naderas. Estos medios pueden ser utilizados ‘bal como esGan
o pueden ser previamente higienizadoé 0 egterilizados}:'

Los efluentes y residuos agroalimenticios que pueden
ser empleados en el procedimiento segin el invento, coupren
den especialmente excrementos de aves de. corral, residués
de cunetas, basuras domésticas, aguas residuales, efluen-
tes de fébricas de conservas; de obtencidn de prbteinaé,
vinazas de destileria, liquido de maceracidén de maiz, aguas
de difusidén de ‘azucareras, los productos que provienen de
la fauna marina, especialmente del pescado y crusticeos
(por ejemplo el krill). Estos productos son.especialmente
éguas de prensa (pescado soluble) y los concentrados de
proteinas solubles de pescado.

A titulo de ejemplo de sustratos proteinicos pueden
citarse especialmente pulpas de remolacha y éoncentrados
de proteinas solubles de pescado. .

Tgualmente pueden utilizarse mezclas de los produc-
tos antedichos en calidad de medios nutritivos.

Cuando se-émplean sustratos proteinicog que se de-

sean revalorizar, se cultiva el hongo Trichoderma Album

en las condiciones indicadas precedentemente, hasta que

sean eliminadas las caracteristicas indeseables de esgtos
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_sus?ratos.

a Por ejemplo, cuando se utiliza un concentrado de
protsinas solubles de pescado en cglidad de medio nutritivo;
que comprende sustancias amargas, se empiea el.procedimien-
10 del invento hasta que el sustrato proteiﬁico quede des-

provisto de amargor. El sustrato preteinico obtenido_com—

prende evidentemente micelio de Trichoderms Album, que°§ue-

-

de ser eliminado o no por medios clésicos de separaci

saz
Tos coneentrados de proteinas solubles de pgééa-
dos tienen en goneral una concentracidn de aprpximadémén%e
90% de proteinus, que[poseen un valor alimenticio manifies~
0. No es necesario por lo tanto transformer estas protei-

nas de pescadn en proteinéé de Trichoderma Album; estafsé

la rezén de gues en el caso de la revalorizacidn de tales:
sustratos se haga actuar el hongo justaments durante el:’

s . ! e 4 s
tiempo necesario para eliminar el aswargor; sera facil para
un téenico en.la materia determinar el tiempo necesario pa-
re eliminar esie amargor. Los ensayos realizados han mostrg
do qus en general era suficiente dejar desarrollarse el

Trichoderma Album sobre tales medics, en las condiciones in

dicadas procedentemente, durante aproximadamente 3 a 5 ho-
ras,

Otro sustrato proteinico que puede ser utilizado
segin el invento estd constituido por pulpa de remolacha.
Ia pulpa de remolacha tiene en general una concentracidn de
90%4 de agua; este agua es dificil de eliminar y por prensa-
do sggén la tdenica anterior se obtienen pulpas de remola-
cha prensadas con.una concentracién de aproximadamente 80%
de agua,VSe ha enconfrado que haciendoractuar Trichoderma

Album sobre pulpas de remolacha puede obtenerse, desbués de




P‘ tojr nvam. 8

1 - prensado de pulpas que tienen une concentracién de 50%,A
agua solamente. Estos productos son Utiles para la alimenta
cién enimal, especialmente para la del ganado bovino.

En egte caso se piensé que el Trichoderma Album

5 elimina, por la accidén hidrolitica de sus enzimas las pecti
nas conbenidas en las pulpas de remolachas y que retienen
el agua, i
Puede ser veniajoso, cuando se utiliza un skstra-
to proteinico de mala celided, obtensr vn producto prozeini
10 co que tiene un valor proteico mejorado; esto puede sef'rag
lizado segin el invento haciendo desarrollarse a Irichoder-
ma Album sobre el medio que primeramente ha sido depurade,

> degintoxicado o desprovisto de su smaergor por la accién de

Trichoderma Album; es importante entonces equilibrar el mo-

15 dio considerado afiadiéndole hidratos fe carbono o nitroge-
no. Se obtiens entonces un producto profeinico constituide
por el sustrato modificedc y por una canfidad mis o menog

importante de proteinas de Trichoderma ilbum dependiendo

del gradc de desarrollo del hongoralcanéado en el momento
20 en que se detiene el procedimiento del invento. |

Cuando se utiliza en calidad de medios nutritivos
unos medios sin valor alimenticio, se hace orecer el hongo
gobre sste medio para agoter ol mdximo a este dltimo. Se dg

tienen entonces proteinas de Trichoderma Album. Es importan

25 te entonces equilibrar estos medios.

Los gradoé de materia sece de 10s medios nutriti-
vos 1liquidos emplsados en el procedimiento segin el invento
estén condicionados al grado de agotamiento de dichos me-~
dios, Si los medios son agoiables e fondo, el grado de mate

30 ria seca puede ser elevado pero existe un factor limitativo
31038 '




r-

10

15

20

25

30
31058

'__que es el contenido de oxigeno disuelto, debiendo ser méntg

* do de nitrégeno de los medios nutritives es demasiado eleva
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nido éste entre 6 y 10 miligramos/litro de medio. Se deter-
mina el grado de agotamiento de cada medic por un método .
ﬁonderal, comparando el pesod micelio obtenido y el grado’
de materia ssca residual.

El contenido de nitrdgeno (¥ atdémico) de los me-
dioa nutritivos'debe ser de aproximedsmente 4-5% de méféiia
sébél En teoria, son necesarios 5 grames de nitrégenolggéa
hacer qonsumir 100 gramos de hidratos 8¢ carbono ¥ ﬁaféibrg
ducir aproximedsmente 32 gramos de proteinass por lo é&ﬁéo
es necesario ajustar el contenido ds niirdgeno de los me-

dios a un valor préximo a este valor tedrico. Si el com%éni

do, se le afiaden hidratos de carbono; per el contrarid;véi
este contenido es demasiado reducido se afiade nitrégeno en
una formé aprdpiéda, especialmente en.forma de sulfato de
amonio o nitrato de_émonio ¥ en cantidad suficiente para te
ner un contenido de nitrdgeno de aproximadamente 4-5 gramos
por eada'100 gfamos de materia seca.

Tos medios nutritivos liguides pueden obtenerse a
partir de productos agricolas, de subprdductos y de resi-
duos de industrias agroalimenticias, por ejemplo por el pfg
cedimiento representado en la figurs 1, gue ilusira la ob-

tencidn ds proteinas de Trichoderma Album. Segin este procel

dimiento los productos, subproductos ¢ residuos son someti-
dos a uns 0 varias trituraciones, & una ¢ varias homogensi~-
zaciones y separacionss diferencisles. Las fracciones sdli-
das resultantes son tratadas seguidaménte segin procedimien
tos cldsicos conocidos con vistas a ls recupsracién de sus-

tancias himicas utilizables como abonos. Las fracciones 11«
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- quidas recogldes son reunidas, concentradas, eventualmeﬁte
higienizadas o esterilizadas, y su contenido de nitrégeno
ep ajustado a un valor de aproximademente 4 a 5% de materis
seca, antes de ser sometldas al procedimiento segin el pre-
sente invento, E1l micelio recuperado es seguidamente secado
y acondicionado para proporcionsr una harina de proteinqg
que contiene en general 50 a 65% de proteinans; los eflﬁéﬁ—

tes liquidos resultantes son utilizados como abonos o como

u

aportaciones de enzimag, 7
El pH de los medios de cultivo debe estar ccmpfeg
dido entre 3,7 ¥ 4,8 y ser mantenido en un valor comprendi-
do en esta gama durante toda la operacién de cultivo., Ea-
" efecto, ensayos preliminareg han mogtrado qus el agotamien—~
40 de loo medios raramente sobrepasa de 50% en el caso de
la rdpida caida del oxigeno disuelto y de vériaciones'cunsg'_._
dorables del pH. Por lo tanto es indispensable mantener el
pH dentro de la gama antedicha con el fin de obtener una op
timizacién de los cultivos, El pH es mantenido automitica-
mente por dosificadores que permiten sfisdir al medlo nuatri-~
tivo una base o un dcido, dependiendo del valor del pH; pug
de utilizarse por ejemplo sosa, dcido clorhidrico, decido
sulfirico ¢ cualquier otro dcido o base apropiaéo. Tgualmen
te, es necesario que el contenido de oxigeno disuelto esté
comprendido entre aproximadamente 6 y 10 miligramos/litro,
preferentemente 8 miligramos/litro. -

Los cultivos de Trichoderma Album son resalizados

a una temperatura inferior a 289C, preferentemente entre 24

y 28°C, E1 Trichoderma Album ye no se desarrollas mds & una

temperature superior a 28°C, Por el contrario, este microor

ganismo trabaja a una temperatura inferior a 242C pero con
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*una%velocidad myy lenta. Por lo tanto es ventajoso trabajar

t1ojn nam. 11

|
a una temperatura comprendida entre 24 y 289C,

Ia operacidn de cultivo debe realizarse con ung
agitacidén eficaz no traumatizante, es decir con una agita-
¢idn que no inhiba el crecimiento del microorganismo y bajo

/
la cual éste no experimente lisis,

Los cultivos de Trichoderma Album pueden se?’féa— |
lizados sob?e agitadores o en fermentadores; es importa%%e
respetar las condiciones operatorias antes definidas.'ﬁé&
que hacer observar no obstante que el crecimiento de loé%qg
eroorganismos sn'cultivo sumergidos, es decir en fermentado
res, es generalmente mucho més répido ¥y que el agotamiento
de 16% medios es mds completo en el caso en que s con$f6=
len y dominen los problemas de agitacibn, de aireacidu ¥y de
esponjamiento o aumento de volumen, v . S

Los tipos de fermeniadores utilizados para culti-
ver las bacterias y las levaduras no son éficaces para desa
rrollar y reproducir hongos filamentosos., Los fendmenos mds
diffciles de dominar en el empleo del procedimiento segin
el invento son: la agitacidn, la aireacién y el esponajemien
to 0 aumento de volumen, |

Mientras queslas levaduras y las bacterias tole-

ran agitaciones violentas, elcrecimiento de Trichoderma Al-

bum es fuertemente inhibido mds alld de una agitacién de
150 vueltas/minuto y el microorganismos experimenta lisis
con 400 vueltas/minuto. Este fenémeno es un factor limitati
vo importante, toda vez querno es posible mantener el grado
de oxfigeno disuelto en 4 miligramos/litro agitando a menos
de 100 vueltas/minuto.,

. Una aireacién importante (1 a 3 litros de aire/l1i
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-tro}de medio/minuto) no puede mantener por s{ sola durante
mésLae 3 a 6 horas el grado de_oxigﬁno disuelto en un valor
de 5 miligramos/litro. Ademds, con importentes voldmenes de
aire es imposible de dominar el aumento de volumen o espon-
jamiento.

[ En el curso de las fermentaciones, lss espumas
plantean siempre problemas. En el presente caso, las sdsﬁag
clas antiespumanies deben ser alimenticias; por cbnsiguién-
te, deben prohibirse los antiespumantes a base de silicgnas

Tas mezclas de acéites vegotales y sales de'écin
dos grasos no han dado mds que resultados muy medianos,

Por lo tanto es necesario modular la agitacidn,.
la aireacidén y las cantidades de agentes antiespumantes con
el fin de obtener un satisfactorio comproﬁiso.

A Con el fin de obtener este sabisfactorio compromi
80, ge ha puesto a punto un nuevo dispositivo de fermenta-
¢idn que constituye ofro objeto del presente invento.

El dispositivo de fermentacidn segin el presente
invento comprende, a titulo de elementos esenciales: un fer
mentador, medios de oxigenacidn y medios aﬁtiaspumantes.
Comprende tembién medios de regulacidn de la temperatura,
de pH y del contenido 8e oxfgeno disuelto.

El fermentador debe comprender un lento sistens
de mezclado del micelio y del medio de cultivo; este siste-
ma de mezclado puede estar constituido por ejemplo pof un |
conjunto de placas perforadas sobre las cuales se enmcuentra
el micelio, siendo dichas placas paralelas y estando uni-
das entre ellas por un sistema que permite desplazarlas den
tro del medio de cultivo. |

Ios medios de oxigenacién deben ser apropiados pa
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_ra oxigenar el medio de culbivo; pueden estar constituidos
ven%gjosameﬁte por un centrifugador de cdmaras gue permita
une oxigenacibn fuera del fermentador. Otros dispositivos
de oxigenacibén fuera del fermentador, tales como bombas cen
trifugas, dispositivos venturi; mezcladores estéticos ¥ chi
meneas ds oxigenacién pueden manifestarse més apropiaQoqﬂen
el caso de un cambio de los grados de recirculacién ré%éﬁi-
.dos, que dependen de los sugtratos y de sus concentraéi?ﬁes
Les redios antiespumanfes deben psrmitir la'£§éog
cidn ds la éspuma Tormada, por ejemple en el cenirifuga&d%
de cémaras, RBstos medios deben permitir la formacién de una
columns liquida en voladizo con respecto & los medios .Ge--
oxigenacién, completados eventualmente por medios clééiéé%
quimicos y macdnicos. ' ’ “a,i

i Fl dispositivo segdn el invento puede ser utiliza
do pera el cultivo de bacterias, levaduras y hongos filamen
tosos. En el ceso del cultivo de hongos fiiamentosos, es
necessrio prevsor medios de desobstruccidn; éstos pueden es-
tar constituidos por un vaso de expansién o por medios neu-
méticos, o prueden realizarse de modo continuo por un filtro
exterior por ejemplo de cinta o banda, o bajo vacio. Los mi
croorganismos separados son reinyectados en este caso en el
fermentador por medio de una bomba vo;umétrica o de una cin
ta transportadora. Aunque estos medios no sean indispensa-~
bles en el caso de cultivos de levaduras o de bacterias,
con frecuencia es ventajoso intercalar un vaso de expansién
entre el fermentador y los medios de oxigenacién. '
Un modo~ds realizacidn del dispositivo de fermen-
tacién segin el invento apropiado para el cultivo de hongos

filsmentosos va a ser degerito shora detalladamente haclen—

1
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|_do referencia a la fiéara 2, que es una vista esquemétida
de este dispositivo, y 2 la figura 3, que es un modo de reg
;}zacién particular de una variante.

El fermentador del dispositivo segin el invento
estd constituido por una cuba (1), generalmente cilindrica,
cuyo fondo tiene preferentemente una forma troncocénica y
estd provisto de un conducto de trasiego (2)., Esta cuba (1)
comprende medios de aireacidén (3) que permiteh realizérfia
aireacién del medio de cultivo al comienzo do la operacién
de cultivo de hongos filamentosos. Comprende también unrécg
junto de placas perforadas (4) unidas entre s{ por el sopor

te (5) y por columas (6). E1 soporte (5) estd unido com-un

mover el coﬁjunto de las placas imprimiéndole un movimiento
de abajo a arriba., El sistema excédntrico y el conjunto de
las placas perforadas constituyen une. especie de agitador
que permite hacer sgbir al micelio por encims del nivel del
1{quido., Es evidente qus este siztems &z agitacidén puede
ser reemplazade por cualquier sistema andlogo. Por ejemplo,
puede utilizerse el sistema de agitacién representado en la
figura 3. Este sistema de agitacién, que constituye una va-
riante segin el invento, estd constituido por un'conjunto
de placas (4) unido con un eje horizontal (5) animado de un
movimiento de rotacidn, por ejemplo en el sentido indicado
por la flecha,

Ia cube de fermentacibn (1) comprende tambidn una
conduccidn (8) para evacuacidn de los gases (aire y gas car
bénico), E1l fermentador estd unido con un vaso de expansién
(9) por intermedio de una conduccidn de didmetro graﬁde. Ia

conduceidn (10) estd provista en su extremo, en unién con
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el fermentador, con un tamiz de retencidn (i1) y con uns,
vdlvula de cierre (12). ELl vaso de expansidn (9) comprende
un tamiz de retenciédn (13). Estd unido con el centrifugador|
de cdmaras (14) por intermedio de wna conduceidn (15), que
comprende eventualmente un cuello de eisne (20) y en cuyo
curso estd situada una bomba de circulacidn (16) y una admi
gién de aire (17). El centrifugador de cdmaras (14) eéééi
wnido con la cuba (1) por intermedic de la conduccidn~fj§),
qﬁe_llega & la parte superior de la cubz (1). :?:

Por intermedio de la canalizscidn (17) puedé~{nl
yectarse aire si es necesario.
Ia conduceidn (18) debe ser obiligatoriamente ‘ds”

' didmetro superior en la canalizacidn de entrgda en el ééﬁi
trifugaﬁor ¥y debe estar en voladizo c¢on relacién al ceﬁ%ri—
fugador para éermitif la formacién de una columa de liéﬁi—
do con el fin_de'evitar la formecidén de espuma; de esta ma-
nersa., 1& espuma formada se resorbe sn la parte ascendente
de la conduccidn (18).

En la puesta en préctica del procedimiento segin
el invento, en el dispositivo de fermentacidn que se ha de-

finido anteriormente el mezclado del medio de cultivo y del

microorgenismo Irichoderma Album se realiza lentamente a rg

zén de aproximadamente 15 a 30 movimientos por minuto, gra-
cies al sistema de placas perforadas (4), que hace subir al
-micelio por encima del nivel del liquiﬂo.

Durante las 3 & 4 primsras horas de opsracién de
cultivo, 1la aireacién se realiz; por el fondo 65 la cuba
por intermedio de los medios de aireacidén (3); la aireacibn
se realiza asi al comienzo para evitar el paso de los fila-

mentos y el crecimiento en el vaso de expansién; luego,
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|_cuando el micelio estd en su fase de crecimiento exponen-

o f

ciai, la vdlvale (2) es abierta; la bomba de c¢irculacidn
(16) y el centrifugador de camaras (14), en el que se reali
za la oxigenacidn, son puestos en marcha; la expulsidén del
" fluido se efectda a mayor altura en la canalizacidn de‘diém
metro’mayor (18), lo cual permite la disipacidn de la. espu-
ma en la columa de liquido reconstituida. E1 medio reéiigg
nado se vierte en la cuba del fermentador (1) a aJproximé&x-—
mente 30 centimetros por encima del nivel del liquido; lé
placa superior del mezclador arrastra la psquelia capa de 28
pume en el medio., Los dos tamices (11) y (13) permiten fil-
trar el medio nubritivo y contensr al micelio deniro del
fermentador, El caudal es rogulado en funeldn de las necesi
dades de oxfgeno. Gracias a este dispssitivo, es féeil Ge
mantener en el medlio un grado de,oxigeno disuelto convenien
te (de 6 a 10 miligramos/1itro) y asegursr un crecimiento
éptimo del microorganismo y un agotamiento mdximo de los ng
dios de cultivo,

EL dispositivo segin el invento permite realizax
de modo continuo ei cultivo; en este caso, los tamices son
entreabiertos, el micelio recogido en el centrifugaddr es
evacuado por lavados ystrasiagos; la parte eliminada del 1i
quido es reemplazada por medio nutritiveo de nueva aporta-
cién. |

El dispositivo segin el invento, que permité rea~
lizar una eficaz oxigenacién de los medios de cultivo y do-
miﬁar la formacidn de espuma o esponjamiento, es perfectamen
te apropiado para los cultivos de bacterias y de levaduras,
Este dispositivo de fermentacién segin el invento es por lo

tanto un dispositivo de fermentacidn dé microorganismos en
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,.genéral (vacterias, levaduras, hongoé).'
o En el caso de cultivos de bacterias y de levadu~
ras, pasan cantidades varigbles de microorganismos al cen-
trifugaaor; 2l comienzo del cultivo, ¢satas son inyectadas
de nu?vo en el fermentador por lavados y trasiegos, y, se-
guidamente, durante cultivos continuos, son recogidas; la
parte del jugo que ha sido eliminada es reemplazads pqr‘dn
nedio de cultivo de nueva aportacidn. -
Tal como se ha indicado precedentemente, lastﬁér-
mentaciones gegﬁn el procedimiento del invento para lé*éb;
tencibn de proteinas pueden realizarse de wn modo continuo
o' de un modo discontinuo. ' s
Cuando las fermentaciones se realizan de un ﬁé&é
discontinuo, se retira aproximadamente los 9/10 del caltive
cada 15 a 20 horas aproximadamente y se reemplazan estdéf\
9/10 de cultivo ﬁor un medio de nueva sportacldén ajustado e
higienizado. En numerosos casos, es posible la recircula-
cidén de los efluentes.

El produetd proteinico obtenido segin el procedi-

miento para la obtencidn de proteinas puede ser recogido

ventajosamente segin el sistema seguidamente indicado:

i
N




15

20

25

30
31058

~ Acciébn de

1Hajn nam. 18

Medio de cultivo
eventualmente equili €
brado e higienizado

' Tyichoderma Album |

- trasiego
- recogida sobre filtro prensa
- prensado

~ Efluentes

Torta de micelio : ] ::'
proteinas del sus-
trato y/o proteinas ' : desecho
de Trichoderma Albun

- secado
- trituracidn
~ geondicionamiento -

Harina de proteinas

Después dé haber trasegado, la cosecha es recupe-~
rada por filtracidn, por ejemplo sobre un filtro prensa o
cualquier otro dispositivo apropiado de filtracién. Después
de filtracidn, el cultivo es prengado para formar una torta
de micelio que contiéne 30 a 504 en peso de materia seca.
Esta torta de micelio es seguidamente secada, eventualmente
triturada y acondicionada con vistas a su congervacidén o s
su transﬁorte.

El secado del producto protefnice por liofiliza-
cién, atomizacibn, fluidificacidn o sobre un rodillo seca~
dor (del $ipo "Hatmaker") secador de banda o secador neumd-

tico, es muy répido. Estos procedimientos de secado permi-
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1 _tenfybtener vy llegar a un alimento cén una calidad excepcig
nalby que no dejan ninguna célula susceptible de vivir,
Por el contrario, los procedimiéntos estdticos de
secado élteran el valor nutritivo del producto., En efecto,
5 1a plﬁsmélisis libera las estructuras aminicas y glucidicas
simples que reaccionan por reaccidén de "Maillard®, Tos pro-
cedimientos estdticos de secado hen de ser prohibidos por.

lo tanto. ' .

A la salida del filtro prensa, el producto pégﬁei
10 nico, que contiene especialmente el micelio de Trichodérhé
Album, posee una estructura filamentosa bien individualize-
da, Al secar, esta estructura se hace muy desmenuzable"y”és
deshace espontdneamente. : - iiif

" Cuando el producto proteinico estd constituiﬁox%
15 Unicamente por protefnas de Trichoderma Album, el micelia.
s6CO0 ¥ triturado ‘se presenta en forma derun polvo blanco,
con una densidad que oscila entre 0,6 y 0,9, Este polvo, no
esponjable, es untuoso, muy fédcilmente humectable, y carece
de olor y sabhor, Ciértos medios de cultivo pueden confsrir-
20 - | le no obstante sabores especificos,

En microscopio, no se puede percibir ninguna es-
tructura de micelio., S observan solamente pedazos o restos
de formas diversas cuyas dimensiones varian entre 5 y SO/u.

Izs proteinas de Trichoderma Album obtenidas se-

25 glin el procedimiento del presente invento se presentan en
la forma de polvo gue contiene 50 a 65% de proteinas.
Ias composiciones centesimales y de aminodcidos

del micelio de Trichoderma Album, obtenido seglin el procedi

miento del invento y secado, se dan en las tablas I y II.

30 En la fabla IT se han indicado las composiciones
31058 )
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partida y de la cantidad de micelio.

tojae nam 20 !
_de otros materiasles protefnicos obtenidos segin los procedi
Los productos proteinicog congtituidos por una

mezcla de proteinas de sustrato y de micelio tlenen un con-

tenido de proteinas que varf{a dependiendo del sustrato de

CCMPOSICION CENTEZSIMAL DEL MICELIO

SECO DE TRICHODERNMA AIBUM

(% en peso)
Proteinas (N x 6,25) 55 a 63
vNitrégeno no proteinico 3a 5
Grasasg 6a 12
Azdcares insolubles 8a 10
Azicares solubles 7a 10
Acidos nucleicos 4a 6
Cenizag 6a 9
Agua 3a 5

!
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comparado con otros materiales proteinicos, en porcentiaje para 16 g de N

/

v s oo bia dins derarar s R (amrintr e e e et B
‘

= [« I {
3 el gq | m%
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o d s ] o e'o o @0 g:} & Q
AR o g2 5 | BEd - | ad
s, 3 3 g Se o 38 i E'H
sls 1B || ® | Eg 8 g8 g8 cE
8 = a '-f 3] g -,gh .gg .
.’4 3 . o _H'g .,-;-.ffj
& L& gd
-1
LIS 8,2| 6,4 | 2,8 | 53| 6,9 8,3 8,310,459 7,
HIS 3,7 13,2 3,1 |24 1,7]22]26]|24]23]|0,9
ARG 4,4 | 7,7 | 14,2112,0| 4,9 5,6 | 5,8 | 6,4 | 5,6 | 4,2
ASP 6,7 |11,4 | 8,1|10,4| 9,5|10,0 | 9,4 |10,2 {10,8 10,9
TRE 4,1 | 4,0 | 3,9| 3,3| 5,0 5,7 | 4,8} 5,4 (5,9 2,5
SER 4,9 5,1 4,6 379 . 4,7 572 593 5’7 5’4' i 8’1
GIU 20,3 18,5 | 19,7 | 24,1 | 24,7 | 13,6 [16,0 |12,0 [13,8 |11,5 .
PRO 10,6 | 5,3 3,5 4,5 6,1 5,4 | 5,51 5,2 | 5,1 | 3,2
GLI 1,6 | 4,0 | 4,41 3,3| 4,2 5,2 | 4,2 | 6,0 | 5,2 | 2,2
ATA 2,6 | 4,2 | 4,4 3,2| 7,9 6,5 | 6,3} 7,1 |6,3 |8,7
CIS—MET 3,1 3’9 6’8 2’0 2,0 3,2 3,9 2,8 4,0 2,5
VAL 5,9 4,8 4,5 4,0 5,7 5,9 5,8 6,0 6,3 6,8
1IE 5,1 -15,2 | 4,1 4,8| 4,6 | 5,6 | 6,1 | 4,7 |54 |6,5
IEU 86 | 7,9 | 7,4 8,2 6,4 | 8,4 | 8,1 |8,1 |9,0 12,3
TIR 5,5 | 4,2 | 3,8 4,1 1,8 | 4,1 | 3,4 | 3,4 | 3,7 |7,3
FE 4,8 15,7 | 4,7| 4,3 3,8} 4,9 | 4,3 | 4,1 |5,0 | 7,1
MAT . PROT, 1
EN % m,s, | 91.4/52,6 |53,9 34,8 40,5 |56,7 63 |75,0 [45,0 |4
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Tal como se ha indicado precedentemente, la espe

!

!
- |

i

cie'Trichoderma Album empleada en el procedimiento gegun

ol invento es una nueva egpecie ée hongog filamentosos que
ha gido seleccionada en el Ingtitut National de Recherche
Agronomique., El procedimiento de seleccidén de la cepa que
se deseribird seguidamente, forma parte igualmente del mar
co del invento. Puede ser empleado con bacterias, estrepfg
mices y otros hongos, especialmenie los ficomicetos (RhiZg

pus); los basidiomicetos (Ustilago, Corticium, Fomes, Ta-

phrina, Sclerotinia, Rhabdocline, Phacidiells, Epichloe,

Nectria, Ophiobolus, Endothia); los edelomicetos (Fhoma,

Ascochyta, Septoria, Colletotrichum, Glososporium, Moniluia,
Sterigmatocystis, Gliocladium, Geotrichum, Acrostalagmus,
Trichoderme, Botrytis, Cephalosporiuvm, Verticilium, Trichn
thecium, Aspergillus, Penicillium, Fussrium, Cladosporiwi,
Pullaiaria, Torula; Thielaviopsis, Alternaria, Cercospora,
Sporodesmium, Helminthosporium, Epicoccum, Graphium).

Primeramente se van a dar aigunas indicaciones
acerca de la taxomomia y la biologia de los hongos.

Los hongos pertencen al sechor de los vegetales
criptdgamos, eucariotos, talofitos, no clorofilicos.

Mgs de 100.000 especies de hongos son conocidas;
ge caracterizan por una pluralidad muy grande de formas
que van desde una célula individuslizada (levaduras) hasta
la organizacibn compleja de los carpbforos (setas). Exis-
ten considerables diferencias de tamafio, aspecto, estructu
ra, actividades metabdlicas, modo de vida, etc.

Se distinguen entre hongos saprofitos, hongos pa
tégenos, hongos simbidticos, hongos micorrizicos.

En los microorgenismos se distingue citolégica-
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,menﬁg un nicleo, mitocondrios, vacuolos, glébulos lipfdi-
cos; glicdgeno, etc. Ias paredes celulares estén constitui
das por celulosa, pectinag, calosa, quitina. El protoplas-
me, fungico estd dotado de movilidad, y se desplaza desde
la papte central, que se vacuoliza, hacia la periferia.
o El talo edifica elementos reproductores (lasxesr
poras), con génesis a veces muy gimples: fragmentacidnr(a;
trogporas) o brote (en las levaduras), .(;u

Las esporés pueden ser también elsboradas poflbé
ganog Qe frucfificacién muy diferentes tales como el sbﬁ;".
brero de los.égaficos ¢ el peritebio'de los pirenomicetos.

Ias esporas, cuya formecién implica la previé‘fﬁ
sibén de dos micleos compatibles, seguica por una divisiﬁhé
reductors, aseguran ls reproduccidn sexuada © pérfecta; R

Ia clasificacidn de los hongos estd basade en Iz
naturéleza del talo vegetativo, gque puede ser:

| 1) plasmodial en log mixomicetos

2) celular o filamentosa en los eumicetos.

En este segundo grupo, se distingue:

2) Los hongos inferiores (sifomicetos o ficomice
tos) en los cuales no hay més que una célula filamentosa
gigante multinucleada. {Los filamentos se alargan y se rami-
fican sin compariimentarse y en general sin anastomizarse.
La mase citopldsmica y los nicleos se desplazan libremente
en el interior de las paredes tubulares.

Los ficomicetos se reproducen por huevos enguis-
tados (cosporas, zigosporas) formados sobre el micelio cono
coﬁsecuencia de una conjugacidén entre gametos libres o en-
tre 6rganos sexuales filamentosos mds o menos diferenciados

b) Los hongos superiores o septomicetos (ascomice




10

15.

20

25

30
31058

'
Hojn nam. 24

_tosilhemiascomicetos, basidiomicetos, hongos imperfectos).
’ Bgstos hongos poseen un micelio constituido por
filamentos microscépicos (las hifas). Ias hifas remifica~
das, yuxtapuestas, anastomizadas, pero jamds organizadas
en tejidos, son dividides en segmentos uninucleados y plu-~
/
rinucleadecg, por tabiques transversales. Estos diafragmag,
frecuentemente cerrados de manera incompleta, permiten lé
circulacidn del protoplasma y de los nfdcleos de una célula
a obtra. Las anastomosis son frecuentes entre hifas de uh@
egpecie o0 de especies afines, lo cual favorece la heterocz
riogis. La heterocariosis consiste en le reunién en un mig
mo micelio de niicleos portadores de potenciales genéticou
diferentes, ya sea porque resultan de mutaciones, ya sea
porque provienen de organigmos diferentes.

Los hongos superiores producen generalmeute sus
esporés sexuadas en o gobre frganos de fructificecién loca
lizados. La diferenciacidén de sus elementos sexuales es ge
neralmente peguefia y la fecundacidn tiende e manifestarss
simplemente por la conjugacidén de nmicleos apareados en fi-
Jamentos no especiglizados; conduce a la formacidén de ao~
cogporas contenidas en ascas 0 bagidicsporas producidas en
basidios. En los hongos imperfectos, la reproduccibn es
ggexuada, a falte sin duda de compailero compatible; la mul
tiplicacidén se efectda por conidios.

El mundo de los hongos es menos amplio ¥y vastd
que el de lasg plantas; No obgtante, los caracteres biolégi
cog de estos microorganismos les conficren una sorprenden~—
te plagticidad y se ha observado que muy numerosos indivi-
ducs esconden en si logs potenciales gendticos de una nueva

raga 0 especie. En estos individuos, se ha encontrado que
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Les ﬁosible suprimir log inconvenientes y extraer caracte-
!
resFinteresantes, aprovechables en numerosos sectores, es-
pecialmente pera las producciones de biomasas alimenticias.
' El procedimiento de'selecqién de los caracteres
interesantes de un microorganismo, seglin el invento, consigd
/
te, en su aspecto més general, en cultivar una cepa salya;
je sobre medios de cultivo selectivos, en incubar los gul;

*

tivos en condiciones especificas de temperatura y de ilumi
hacién, en proceder a microaislamientos y mezclar las Qé;;
pas mejoradas en presencia, 0 no, de acriding naranja,ieéﬁ
nvevo aislemiento de las hifas blancas.

; Tos medios de cultivo selectivos empleados en @l
procedimiento segln el invento se escogen en funcidn dé(':?

criterios molestos de lz cepa salvaje que se quieren hacexr

-~ -
“

desép&recer.
k En su aspectd més detallado, el procedimiento se

gin el presenié invento consiste:

1) en inocular los medios selectivos escogidos
con una cepa salvaje; '

2) en ijncubar cada cultivo en las condiciomes si
guientes: ‘

a) a 279C durante un dfa,

b) a 37°C durante dos dias en la oscuridad y lue
g0 durante dos dfas a la lug, '

¢) a 272C durante dos dias,

3) en exponer seguidemente a 1l0s rayos ultravio-
letas (250 nm) a las cepas blancas y vigorosas que provie-
nen de cada cultive efectvado sobre los medios seleétivos,
durante dos horas & 4¢C;

4) en.transplentar las cepas sobre el medio
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| WSTARON";
5) en incubar los cultivos resultantes durante

dos dfas a 37°C y luego durante dos dfas mas a 272C, tras

.| haber eliminado, antes de lo disminucidén de temperatura de

37 a 27¢C, las cepas que se desarrollan;

6) en cultiver dichas cepas sobre el medio lfqui
do y agitado de "STARON" durante dos dfas a 270C.

7) en proceder a retiradas estériles;

3) en mezclar en presehcia de acridina naranﬁéJ
las cepas de¢ mayor wendimiento, ricas en proteinas, y @o—l
bres en glicosemina y antibidticos;

9) en incubar las cepas resultantes sobre el me-
dio "STAROIM" durante dos dias a 27°C;

10) ern proceder & microaislamientos; y

11) en incubar durante:QOS diag las cepas resul-
tantéé a 27°C; ' '

las cepas asi obtenidas son sometidas de nuevo
al ciclo antes definido, etapas 1) a 11), durante un nime-
ro de éiclos suficiente para obtener uns cepa qué posea
las caracteristicas deseadas. 7

Igualmente es posible someter & las cepas a un
ciclo parcial.

En efeato, los criterios molestos que se quieren
eliminar desaparscen en general unos trag de otros; por 1o
tanto no es necesario mantener en el ciclo de seleccidn la
etapa que pretende eliminar dicho criterio, y estd al al-
cance de un técnico en la materia determinar, gracies a -~
los controles efectuados en el curso de cada ciclo, las
etepas que han de mantenerse y las que han de suprimirse.

En el procedimiento seglin el invento, puesto en
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| préctica para formar el Trichoderma Album, se ubtiliza un
K )

lote de 11 medios de cultivo; 8 medios estdn constituidos

por una solucidn mineral de pH = 6,8 que contiene los cong

tituyentes seguidamente mencionados: .
/ ' KHZI’O4 =183 MgSO4, 7 H,0=0,5 g; "’g”
KClL = 0,2 g3 Ca012 = 0’2 g; -~.1

FeSO4, 7Hé0 = 0,03 g; ZnSO4, 7H20 = 0,01 g;
Cust, , SH,0 = 2 ng; -
agua'destilada: cantidad suficiente para 100-ml;
gelosa 20 g, : | ~.’:
& la que se han afiadido los compuestos siguientes: --..
Medio 1):
30 g de glicerina + 2 g de urea
Medio 2): .
20 g de sacarosa + 3 g de alantoina
Medio 3): ' '
20 g de almidén + 5 g de sulfato de amonio
Medio 4):
20 g de glucosa + 7 g de tirosina
Medio 5)t
5 g de pectina de manzanas ¢+ 7 g de dcido entra-
nflico g |
Medio 6): '
20 g de almiddn + 5 g de nitrato de sodio
Medio T): .
10 g de manita + 8 g de caseins ldctica
Medio 8):
20 g de dcido glucbnico + 10 g de gelatina.
El medio 9 es el medio "STAROK" que contiene glun

cosa = 20 g; peptona = 6 g; extracto de levadura = 1 g; 1i
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H201=,O,5 &3 KH2PO4 =1 &3 FeSO4, 7H20 = 10 mg;. agua desti
lada, cantidad suficiente para 1 litro; gelosa = 20 g-para
nmedios sblidog, _
El medio 10 estd constituido por patatas nutiiti
vas y el medio 11 es suero lictico con-40 g/l. ‘
Tal como se ha indicado precedentemente, pueden
gometerse los cultivos a ciclos percisles; por ejenplo, en

el caso de Tricnoderma Viride, puede someterse a cada onl-

tivo efectuado asobre cada uno de los once medios a léé'étg
pag 1 a 4, puede procederse seguidamente a una incubacisn
durante dos dias a 272C, y luego a microaislamientos'pﬁra
geleccionar las oepas blancas y vigdrosas, ¥y sezuldamente
a una incubacidn, todavia Qurante dos dias mds a 279C, de
egtas cepas blancas y vigor0sas;'1as cepas asi obtenidas
50N ééguidamente inoculadas en los once medios selectivos
¥y se vuelven e comenzar los ciclos, parciales o completos,
comprendisndc los ciclos completos las etapas 1 a 11).

Los c¢iclos parciales o completos del procedimien
to segin el precente invento son representados esquenmgtica
nente en la figura 4.

Los métodos de control efectuados a lo largo de
los ciclos repre=sentados en la figura 4 son egpecialmente:

-~ la valoracidén de la glicogamina después de hi-
drélisis del micelio en HCL 6 N y resolucién en un auto-ana
lizador conocido con la denominacién comercial "Technichon '
TSN,

- la valoracidn microbiolégica de los péptidos
antibidticos, de la tricodermina y de la gliotoxina despuéd

de extraccidn con n-butanol,
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L , ~ la medicidén de la intensidad de la plasmélisis

(secado a 6000, trituracidén y determinamcidén de la fraccién

solvble en agus a pH = 8), 7 I

. » -

- el pesgado de la materia seca produeida y-la’de

L2
~

terminacibn de su grado o concentracién de proteinas me-

diante micrcandlisis KJELDAHL, . e
| - le determinacién ponderal de la cantidad de‘mg
teria seca consumida en el medio.

Las incubaciones efectuadas a 272C segin éijéfo—
cedimiento dél invento se realizan siempre a la luz ﬁéﬁﬁ-
ral. Cuando ge precisa que lag incubaciones se real;%éﬁ a
372C a la iuz, se trata de una luz blanca con una iﬁtéﬁsi—
dad de 2 2 300 watios por netro cuadrado.

. Los mieroaislamientos efectuados en el curso del
procedimiesto de acuerdo con ei presente invento congisten
en sébarar las pifas con ayuda de un nicroscopio dptico.

E1l numero de ciclos a eféctuar depende de la ce-
pa originail y de las caracteristicas deseadas. Los métodos
de control permiten determinar si se han alcanzadoe estas
caracteristicas.

Segun el procedimiento-de seleccidn del presente
invento, pueden oblenerse cepas nue&as'que poseen caracte~
res interesantes, aprovechables en numerosos seciores, es-
pecialmente para la produccidén de biomasas alimenticias.

El procedimiento ha sido aplicado con éxito espg

cialmente g Trichoderna Viride, Fusarium rogeum, Bauveria

Tenella, Trichoderme polysporun, Agpergillus oryzae y se

ilustra por log ejemplos V y VI sigulentes.
Otros ejemplos de aplicacidén del procedimiento

de seleccidn han sido mencionzdos con snterioridad.
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1 = El invento va a ser descrito shora con mayor de-

talle en los ejemplos ilustrativos no limitativos que ge

exponen seguidamente: RO
EJEMPLO 1 | S
5 Cultivo en fermentador :

‘ En este ejemplo, se han tratado, segin el proucedi
miento del invento, medios liguidos de cultivo que contié~
nen 60 6 90%0 de materia seca (gramos por volumen) y que
provienen respectivamente de suero léctico, de jugo détai—
10 | falfa, de harina de trigo, de efluentes de factorias de o
tencidén de proteinas, de jugos de patain, de liquidosiﬁe
maceracibén de maiz (aguas de mperacidn en lus factorias de
obtencién de almiddn de granos de maiz) y melazas de remo-
lacha.

15 Se ha utilizado el dispositive de fermentacidn

gegin el presente invento. fn la cuba (1) se han introduci

do 100 litros de medio y 10 litros de Irichoderma Album ob
tenido por cultivo éobre agitador. Duraute las tres a cin-
-co primeras horas de cultivo, éste ha sido aireado median-
20 te los medios de aireacidén (3) que estaban congtituidos en
el caso presente por una tuberia circuler provista de agu-
jeros y por un dispositivo de aportaciéﬂ de aire. La canti
dad de aire inyectado era tal que el comjenido de O, disuel
to estuviera comprendido entre 6 y 10 mg/L, Se ha manteni~
25 do la temperatura del medio de cultivo entre 24 y 28%C 7y
el pH en un valor comprendido entre 3,7 y 4,8 de un dcido
o de una hase. .

Cuando el micelio ha estade én-su fase exponen-
cial, se ha procedido de acuerdo con el mode de trabajo

30 deserito anteriormente, es decir se ha abierto la vdlvula

31058
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1 ~(101 ¥ ¢ ha puegto en funcionamiento la bomba de circula-
ciéﬁ (15) y el centrifugador (12). El caudal de-oxigego en
el centrifugador ha-sido regulado de manera Que ge mah%eﬁr
ga el contenido de 02 disuelto en un valor comprendidgiéﬁﬁ
5 tre 6.y 10 mg/l. Después de 15 a 20 horas de cultivo,'ée
ha recogido el micelio por trasiego y ¥e le ha filtradc s0
bre un.filtro prensa; se han obtenido 7 a 9 kg de torta de
‘micelio con 50% de materia seca. Esta torta ha sido secada
seguidamente sébre rodillos del $ipo "Hatmaker" o por liio-
10 filizacibn y se ha obtenido una harina de matefiales~%§ia—
mentosos con 57 a 65% de protefnas. ILa composicidn oenéési
mal de los productos obtenidos con cada medio, asi céﬁ;'su
composicién en eminodcidos, eran sensiblemente las mismas
que se indiczn on las tablas I y II. Las cantidades de ma~
15 teri%g gsecas yroducides y que quedan al cabo.de 10 y 20 ho
.ras, se consiénan{en la tabla IV, '

EJEMPLO IT

Cultivo sobre zgzitador

Se ha cultivado Trichoderme Album sobre agitador

20 (150 revolucioncs por minuto) en matraces Erlenmeyer de
500 ml que contienen 100 ml de medio. Los medios aaprendian,
por litro, 40 a 70 g de materia seca ajustada a 3% de N;
el pH de partida era de 4,5. La duracidén del cultivo era
de 20 horas hasta 40 horas a 272C. Ia recogida del micelio
25 se ha efectuado sobre filtro prensa y el gecado se ha rea-
lizado por liofilizacidn.

Los promedios de los resultados obtenidos estén

dados en la tabla III siguiente:

30
31058
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- TABLA IT1

) o . e
g o8 05 disuel] MS produ|MS restan
1 £ pH 0 cida te.
oo HH mg/l g/l 8/1-
o rooty T
<00 ;
O A 8 i _ ,
@ T 1200 {40k {200 [40h {200 {40k |20k {404
Qi o N .
sSmNe o
1o
400 MS 6,5 |7 |4 |4 |6 |9 [30 [ar
70%0 MS 6,5 16,2 5,0 [2,0 [12 |18 |4 [41
|

En lee condiciones de trabajo antedichas, no es
posible hzcer Gntimos los cultivos; no obsiante, son exce-
lentes los rcndinmientos de micelid, pero el agotamiento de
los médios raramente rebasa de 50% debido a la caida rdpi-
da del cxigeno disuelto y lag considerables variaciones
del pH. ’

Otroz ensayos realizados segun el modo de trabae~
jo antedicho, pero manteniendo el pH en un valor entre 3,7
v 4,8 y el contenido de oxigeno disuelto entre 6 y 10 mg/l,
han mosﬁrado que en estas condiciones de pH y de 02 disuel
to podia legrerss la optimizacidn.

EJENMPLO IIT

Comparacidn entre el cultivo en fermentador segin el inven

0 con el cultivo en un fermentador tradicional

En este ejemplo, ge ha realizado un cultivo de

Trichoderia Album sobre logmedios definidos en el ejemplo

I en lag condiciones de trabajo descritas en el ejemplo ITI;

log mediog de cultivo contenian 60 y 90%0 de materia seca;
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| el pH ha sido mantenido en 4,5 y la temperatura en 272C.

Se han medido las cantidades de materia seca producidas y

restantes al cabo de 10 horas a 20 horas de cultivo. Tos
. :

résultados obtenidos estén consignados enrla tabla IV gi~

guiente:

TABLA IV

Oy disuel |#.8. prg M.S. res
Medios higienizados to ducida tantse
4% de /M. S. ng/L g1 g/l
pH mentenide a 4,5
temperatura 27°C

10k {20h |[10n |20n |10n 20n

fermentacidn 60°%/00 MS | 5 3 115 119 133 20
en fernmentador
tradicional o
{suero ldctico,! 90°/o0 S | 4 |i,5 |21 {25 |50 30
harina de trigo)

fermentacidn o
realizada con 60° /oo MS | 8 |7 27 135 |15 3
el dispositivo :
| segin el inven
t0 (7 sustra- '

tos del ejem~ | 90% 00 MS | 6 |6 {30 {45 |38 10
plo I) .

Los resultados de ls tabla IV muestran que todos
los cultivos realizados con el dispositivo segin el inven-—
to han sido controlados y dominados; los resultados obteni
dos son muy buenos. Por el contrario, los cultivos efectug
dos de manera tradicional, es decir en un fermentador adap
tado para obtener bacterias, levaduras o producir antibid-
ticos, enzimas, etc., no han podido ser realizados védlida-
mente mds que sobre dogs sustratos, a saber, el suefo lacti

¢0 ¥ harina de trigo.
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» Como conclusidn, el dispositivo sesin el inveﬁto
permite obtener una meyor produccién de biomasa y un‘agotg
m%ento mayor de los medios. ‘ fx-3
EJEMPIO IV ;u75

Valor nuiritiveo del micelio Trichoderma Album

F1 valor nubritivo del micelio de Trichoderma Al
bun obtenido segln el ejemplo I ha sido comparado con el
valor nutritivo de la caseina léctica, de la torta de so-
ja, della torta de sésamo, de los hengos de Paris y de Jos
grenos de altramuz crudo. ::~

' Tos valores CEP (ganencia de peso/proteinas;iégé
ridas) han sido determinados en ratus mechoas jévenes'égstg
tadas S P F de raza Sprague Dawley; la duracidn del experi
mento ha sido de 17 dias y el grado < concentracidn de pro
teings en log alimentos era de {0%. Cnds régimen ha sido
reequilibrado con aminodeidos indiapensables limitativos.
Cade lote experimental comprendia 20 wnimeles.

Ia composicién de los regimerss y los resultados
obtenidos figuran en la tabla V.

El andlisis de los resultades de la tabla V nmues

tra que las proteinas del Triehodeyma Album poseian un va-

lor nutritivo equivalente a la caseina lactica suplementa-
da con metioning y superior al de las tortas cocidas de so0-
ja y de sésamo.

Bl reducido coeficiente de eficacia ﬁrotidica de
la harina de altramuz cruda es debido a los factores anti=-
mitritivos contenidos en este grano. En cuanto al reducido
valor nutritivo del hongo de Paris, para la rata, éste pue
de ser explicado indudablemente por el elevado contenido dg

carpbforos y paredes celulares. En efecto, en este caso, el




PPN

-t

10

15

20

30
31058

| H
| consumo 85 elevado.

tHaja nam, 35

if
BJEMPLO V

Seleceidn de 1ls cepa Trichoderma Albun

Por el procedimiento de seleccién segin el~brel
sente 1nven+o, se ha aislado, a partir de Trichoderma Jlr:

de, la nueva especie Trichoderma Album que es emnlead¢ on

el procedimiento de obtenc16n de Drotexnas, segun el pre-

gsente 1nverto.

Le especie Trichoderms Album posee pocas paredes;

no produce antibiéticos ni pigmentos difusibles contrarla
P )

mente a la eepecle Trichoderms Viride de la que se derrva.

No posee hifas coloreadas y termdfilasg.

El género Trichoderma pertenece a la clase de
Jos hongoé filamentosos imperfectos (adelomicetos = hifomi
cetos), del orden de las Moniliales y de la femilia de lus
Moniliaceas. ;

El micelio, compartimentado, ramificado, es de
color desdé blanco a verde claro. Los conidios, generalmen
te verdes, son aislados, redondog, monocelulares; son lle-
vaé;s por conidiéforos verticilados.

Los Trichoderms son organismos sapréfitos de los
suelos, Se considera que son benéficos, ya que con frecuen
¢ia son antégonistas de hongos fitopatégenos. Producen nu~
merosas enzimas y antibibticos.

Esta nueva especie ha sido obtenida por el prdce~
dimiento de seleccién seglin el invento.

Después de 1.400 ciclos (parciales o completos)
realizados segin el ciclo revresentedo en la figura 3, se
ha llegado a una cepa de Trichoderms poiifaga, de rendi-

miento, inofensiva, cuyo micelio posee un elevado valor nu
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Ltritivo para log animales.
La eliminacidn de los caracteres molestos escon—
didos e implicados por la cepa original, y la seleccida,.
y .

realizada muy a fondo, de los rendimientos y cualidades -

elimenticias, confirman perfectamente los potenciales. gend

Ia especie Trichoderma Album aislada posee, tal

como se deduce claramente en la tabla VI sigulente, una ve
locidad de multiplicacién y una eficacis energética eléva—
das. Bsta nueva especie posee pocas paredes celuleres, y
un elevado indice de plasmélisie en caliente., Ademds, no
posee hifas productoras de péptidos antibidiicos, gliotoxi
‘na, tricoderminag y pigmentos; no oomprenae individuos ter-
néfilos y con micelio coloreado., Ademds, se hibridiza muy
mal con su antepasado, lo cual consirma gue ha habido reeg
$ructuracién genética.

En la tabla VI, se han indicado losg resultados
de endlisis realizados con cultivos sl cebo de 100, 300,
1,000 y 1.400 ciclos segin el procedimisuto, asi como los
resuitedos de andlisis efectuados con la cepa Trichoderma
Viride original,

La cepa Trichoderma Album puede ser conservada

mediante transplantes,
EJEVPLO VI

Aplicacidn del procedimiert o de seleccidn segin el invento

g las cepas Fusarium roseum, Bauverdis Tenella, Trichoderms

polysporum, Aspergillus oryzae

El procedimiento de seleccién de los mieroorga-~
nismos segln el invento es aplicable a la mejora de otros

microorganismos (hongos, levaduras, hacterias); ha permiti
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' do seleccionar gérmenes que poseen rropiedades especificas
bien definidas. En cada caso, es suficiente escoger bien
los criterios de seleccién, los medios de cultivo, y utili

zar técnicas de control adecuadas. T

Mediante este procedimiento, se ha obtenido:én

- un Trichoderma polysporum antsgonigta de 1§§¢

hongos fitopatdgenos

0 - un Fusarium roseum sistémico, no patégeno y que

aporta una proteccidn de las plantas contra

los fusariums fitopatdgenos

o

. - Aspergillus flavus que no producen aflatoxinas

- un Penicillium coconeun prodactor de aromas de

queso de cabrs

~ Streptomyces productores de antibiéticos hibrd

dos

- bacterias y Streptomyeces vroductores de endo-~

peptidasas

-~ Acrogbalagmug ephidum hipernatdgenos para log

pulgones,

La tabla VII ilugtra algunos resultados.

Los resultados de la tabla VII muestran que a
partir de material biolégico de diferentes origenes es po-
gible alcanzar objetivos muy diversos y muy precisos, lLa
seleccidén de log caracteres interesantes escOgidQs y la
eliminacidn de las propiedades molestas son mds 0 menos
largos o amplios, dependiendo de los microorganigsmos salva
jes ensayados, Algunas veces, los obstdculos son importan-
tes, y serd preferible cambiar la cepa original para alcan
zar la meta establecida, En todos los casos, se obtlenen

regultados interesantes.
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| EJEMPLO VII

Revalorizacidn de concentrados de proteinas golubles de pes

P
v

cado ‘
Se ha utilizado un concentrado de proteinasiéoig

bles de pescado con una concentracidn de 90% de protein%s

gobre materia seca. Se ha disuclto estd concentrado exd zua

tro voldmencs de agua (peso/volumen).

| En el dispositivo seglin el invento se han intro-

ducido 30 litros de la solucién de concentrado definido -an

teriormente ¥y 1 a 2 litros de Irichoderma Album obtenidae
por cultivo sobre agifador. 1

Sz ha mantenido la températura en 24-28eC y el
pH del medio en un valor cbmprendido.enﬁre 3,7 y 4,8.

Se han efectuado peribdicamente retiradas para
determinar el aiargor del concentrado de proteinas solubles
de pescadc. Se ha detenido la reaccién cusndo el concentra
do estehe desprovisto de amargor, es decir después de. apro
ximadamente 3 = 5 horas.

El producto obtenido era una mezcla de concentrs
do y de micelio que eventualmente se puede separar por fil
tracibén o centrifugacidn.

En el ensayo de laboratorio antes expucsto se ha
utilizado como producto de partida un concentrado de pro-
teinas solubles de pescado, que se ha disuelto en agua pa-
re obtensr un medio nutritivo liguido. En la prdctica se

puede hacer actuar Trichoderma Album directamente después

de la hidrdlisis papainica, tras separacién de los materia
les insolubles. Se evitan de este modo una etapa de secado

y una etapa de disolucidn, que son inftiles.
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| EJHHMPLO VILI

i
Depuracidn de los jugos de difusibén de agucarera

Los jugos de difusidn, que son los jugos de difu

gibn obtenidos a partir de rajas de remolacha, cristalizan

dificilmente por causa de la presencia de impurezas, tgles
!/
como por e¢jemplo fenoles y aminodcidos. s

-~

Si se trabaja segun el procedimiento del invento

sién, se obtiene por una parte un jugo clarificado que:--.
cristaliza bien y simplifica por esta raszén la ulterior
tecnologia de fabricacidn del azmicar y por otra parte -pro-

teinas de Trichoderma Album. En efecto, el hongo empiéééo

consume todo el ni%régeno presente como impureza en este
jugo e hidratos de carbono y se obtiene un micelio que preg
senta las caracteristicas definidas en la tabla I.

- Por ejemplo, si se utiliza vn jugo de difusidn
Vcon una concentfacién de 17% de materia seéa ¥ que contio-
ne 1% de N con relacidén a la materia seca, puede obtenerse
por una parte un jugo clarificado con unz concentracién de
15% de materia seca y por otra parte 15.a 20 g/1 de jugo

de difusién con 50% de proteinas de Trichoderua Album.

Asi, en lugar de obtener melazas, que son subpro
ductos de la industria azucarera, se obiiene segin el in-
vento una fraccidn proteinics con una concentracién de 50
a 65% de proteinas y se mejora la cristalizacién del azi~

car.
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g el S b o -
E=l 8l ew | o= | BQ '
8. 8o | po | po | S8 , -
a5 | 8| 2o | 2o | &F RN
.20 © . @ i g L
P8 -0 | & o o
[0] [0} [0] » :
Nl byt J > iTiempo de duplicacién
© L W o o R
s 2 9 g |(en horas) R
Eficocia energética
L BN Ut <
- o < : < |{(centidad de M.S...ne-
2 S > 8 8 |cesaria para obtener
1 & de micelio seeo)-
Eficacia de la sintew
o w ~ -leis proteica (camtis
O e . o N jdad necesaria de MiS.
N w |para obfener 1 g de
proteinas) (en g)

o i -
a3 . ~ -~ N G:fado mfd:.Lo de ma‘ac.a
o o) ~ Ul © |ria proteica del micg

o lio (en % MS)

R 0o - Cantidad de proteinas

o -3 - o - |producidas en 48 h a

~ partir de 40 g de WS
3 Indice de plasmblisis
o “ - o ., |(fraccién soluble en
o Py S o |asua a pH = 8 después
51 de 20 h de secado a
602C) (en %)

1 .

Re) v w ~ w |% de protefnas en la
o © ° b M |fraccibén plasmolizada

o N\ 0 N . |Glicosamina (en % pa-

~ (S U Ul @ |ra 16 g de N)

1) + n | Péptidos antibidticos

© | ©° > S & |excrecionados (en g/l

de medio de cultivo)
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S 2 @ S | Los medios en 48 h pare
o o w o 140 g de MS/1, pH = 43
o 2790 4 a 8 wng de 0}18
g ‘, \ vy
3 3 % | no disueito/1 (en % 57
Coeficiente de eficacia
W ® proteica en una rata
Y : despues de 17 dias de
Xe) ~ 1 1 1
_ régimen equ:.llbrado que
co;uprende 10% de proted
nas




=
Tojn ndm, 4)

PABLA VIT

0 o) o o 8 :
B U Il B B R 0
X QO 0O oWw 2@ .
O = O —=O i~ O m‘d -
o0}l o " o oo L
©w o 4] w 4] o =@
w
TROCHODERIA POLYSDO’?TM -
O 0 . Proteccidén de judias oon
@ v o i tra Colletothricunm, Lin~
deuuthianus nimero de
pl::ntlcu] as protegidsae %
. o | ASPERGIILUS FLAVUS
o o o 3 n | B8 Ge aflatoxinas produ~
, 8 cidas pgor litro de delo
d de cultivo
PUSARIUNM ROSEUM
- W n - Proteccidn del guisante
o i v v O contra log fusariums pa-
tégenos nimero de plantl
ciiles rrotegidas en %
o ® o SIMFPSOMYCES AUREUS
3 P 5 3 o | me c% endopeptidasa pro
o o o o ducida por litro de me~
dic de eultivo
[
N N 8 H
Wl 9| 'S |°oE% | srreproMycES GRISEUS
8 8 b S g g WL Ak ]
I* | sroductor de nigericine
W | lo | ng de la grisorixina y
© o © S |OlK® | de la nigericina produ-
O 2 3 - -
. sblg cida por litro




4=

& -

10

15

20

25

30
31058

| EXPLICACION DE LOS SIMBOLOS DE REFERENCIA . (IETRAS Y NUME-

g ntim. 4—6

ROS) DE IAS FIGURAS 1 y 4 DE LOS DIBUJCS

FPigura 1
A = produdtos, subproductos, desechos.
B1 = trituraciones, homogeneizacioneg,-
B, = sgeparaciones diferenciales.
C = fracciones sblidas. '
D = fracciones liquidas.
E = temizados selectivos.
P = mirerales.
G = sustencias orgdnicas.
H, = concentracidn,
H, = egberilizacidn.
= adiclones, ,

Hs |
Hﬁ = fermentacidn gegin el invento.
HS = separacidn,

I1 = tratamiento por cslor.

I, = tratamientn por dlcalis.

I3 = tratamiento por dcidosg.

I4 = geparaciones,

Jd = sustancias numicas = abonos.
X = fracciones liquidas.

I = micelio.

M = efluentes,

N1 = gecado.
N, = trituracidn.
Né = acondicionamiento.
Q = harina con 50-60% de proteinas.

P = abonog,
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41-2

L Q = enzimag,

Figura 4 ,

22 = inoculecibn de 11 medios sblidos. ' {4?:

23 = incubaciéﬁ un dia a 279C, ' “%*

24 = incvbacibn dos dfas a 372C en oscuridad. R

25 = incubacién dos dias a 37¢C a la luz.

26 = incwbacidn dos dfas a 279C,

27 = desecho de todos los cultivos mal degarrollados, colo
readoé, qus producen pigmentos o que oxidan losrm;&ios

28 = exposicidn a ultravioletas (250 nm) durante dos;hpéﬁs
a +40§0 de ¢epas blancas y vigorosas. o

29 = transplante a wedio STARON,

30 = incubacidn dos dfas a 372C.

31 = las cepas gque se desarrollan son rechaszadas,

32 = incubscidn dos dias a 27°C.

33 = incubacidn dos dfas a 279¢C,

34 = desecho de %todos los cultivos mal desarrcllados, colo
reados, qua producen pigmentos 0 que oxidan los me-
dios.

35 = microaislamientos.

36 = incubacién dos dfas a 27¢C,

37 = cultivo agitado en medio liquido STARON durante dos
dias a 279C.

38 = rechazo de todos los cultivos coloreados.

39 = recoleccidn y separacidn,

40 = jugos.

41 = determinaciones.

41-1 = pH, '
= oxf{zeno disuelto.

Hoju nim. 4.7
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| 41-3
41-4
415
41-6
41-7
42
43

44
441
442
443
444

45

46
47
48

-

contenido de materia seca.
nitrdgeno total,

péptidos antibidticos.
tricodermina.

gliotoxina,

retiradas estériles.

micelio escurrido hasta peso seco durante una noche

a 609°C,

determinéciones.

contenido en materia seca.
contenido en proteinas.
contenido en glicosamina,

intensidad de la plasmélisis,

mezclado en presencia de acridine naranja de las cg

pas de mds rendimiento ricas ern proteinas, y pobres

en glicosamina y entibidticos.

incubacion en medio STARCN dos dias a 27¢9C,

microaislanientos.

incubacidn dos dfas a 279C.

Hoja num. 48
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. Haje niim. 49

! . REIVINDICACI ONES

Los puntos de invencidén propia y nueva que se -

presentan para que sean objeio de esta soliéitud.de Patin~
te de Invencidn en Espafia, por VEINIE sfios, son losg quéiée
recogen en las reivindicaciones giguientes: '

' &,~ Procedimiento para la obtencidn de protefs
nas alimenticias, caracterizado ﬁorque censiste en culti-
var, & una témperatura inferior a 289C, el hongo Trichoder
me, Album sobre medios nutritivos liguidos, siendo marfent-
do el pH de dichos medios en un valor comprendido entre
aproximadamente 3,7 y 4,8, siendo de aproximsdamenie 6 a
10 miligramosz/1itro el contenido de oxfgeno disuelto, rea-
lizéndose dicho cultivo con una agitacién eficaz no traumg
tizanfe y en condiciones tales que el esponjamiento o aumen
t0 de volumen sea précticamente nuio.

28,~ Procedimiento segin la reivindicaoién.Tg,
caracterizado porque la temperatura estd comprendida entre
24 y 28ec,

8.~ Procedimiento segln una de las reivindica-
ciones 18 6 28, caracterizado porque los medios nutritivos
provienen de productos asgricolas, subproductos ¥y residuos
de industrias agroalimenticias y de sustratos protefmicos
a revalorizar.

42.- Procedimiento segin la reivindicacibn 38,
caracterizado porgue los productos agficolas se escogen en
tre harinas, especialmente de trigo, centeno, maiz, cebada,
avena, guisantes; tubérculos y raices, especialmente de a

tatas, topinambur, mandioca, batatas, remolachas, melazas
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. | f

—y-pulpas:dqu:empiagha, zanghbrias, colinabos, ete.; pulpas

- » e, « L N
¢

y»teéumentc§~de"frﬁ%as~especiéi@ente platanos, pifias, na-
ra%jas,/manzanas, orujos diversos; y productos fibrosos,
tales como bagazos, pajas, madera, etc.

58,~ Procedimiento segin la reivindicacién 38,
caracterizado porque log subproductos y residuos de indus-
trias agroalimenticias comprenden especialmente excremen-
tos de aves de corral, residuos de cunetas, basuras domés-
‘ticas, aguas residuales, efluentes de fébricas de conser—
vas, de obtencién de proteinas, vinazas de destileria, 1i-
gquido ﬁe maceracidén de maiz, aguas de difusidén de azucare-
ra, productos provinientes de la fauna marina, especialmen
te de ﬁeseados.

62.- Procedimiento segin la reivindicacifn 582,
carac?erizado porque los productos provinientes de la fau-
na maring son aguas de prensa y concentrados de proteinas
solubles de pescados.

72.~ Procedimiento segin la reivindicacién 32,
caracterizado porque los susiratos proteinicos gon pulpas
de remolacha y concentrados de proteinas solubles de pesca
dos,
8&.~ Procedimiento seghn la reivindicacidn 1g,

para la obtencibén de proteinas de Trichoderma Album,.carag

terizado porque el contenido de nitrégeno (N atémico) de

dichos medios nutritivos es ajustado a un valor de aproxi-

madamente 4 a 5% con relacién a la materia seca. |
‘ 98,- Procedimiento para la obtencibén de protei~

nas alimenticias,




Hoja nGm. 5'

i

P | '
Tal y como se ha -dpserito en la memoria que an-

tecete, epresentado en los dibujos que se acompatlan y ps

ra/los fines que se han especificado.

|

’

Esta memoria consta de cincuenta y una hojas es
critas a maquina por una sola cara.

Medrid, 1g,]IC.1974
; P.A,
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