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L g El presenfe invento congierne a vn pracedimiento
paré la obtencidn de proteinme alimenticias ds origen fungi
co o0 a partir de organismés pluricelulares, en particular
ﬁor empleo ae un heevo organismo pluricelular. Concierne _
iguelmente & las proteinas alimeniicias asi obtenides.iAdg~
‘mds tiene como objeto un dispositivo de fermentacidn gue es
‘i#ualmpnte conveniente para la realizacién del prccedimien»
%0 del invento, Igualmenie, txene cono obaeto un procedi-
niento de muta016n de micro-organismos y en partlcular o -
hongos, | '
Tos Liﬂrouorgan¢smos (bacterias, 1evaduras, honw
g) intervienen en la preparacién de alimentos eranoq y
animaleé actuanto por sus enzimas N san'utilizados para lé
produccion industrial de moléculas orggnices, muches ds las
-cuales won metabolitos banales o comunes (etancl, deide acd
ico; deifo eftrico, glicerina, lisins, deido glutdmice,
dcido asclrbico, 6te. ...).

. Dosde el comienzo de la era pasioral, 1037micr0m
~organismos simbidticos han sido cultivados sobre diversos
sustratos (melazes, bagazos, suero lictico, liquidos bisul-|
fiticos, ete.), conrvistas'a la revalorizacién de ios UL
productoa v a la 6btenci6n de biomasas, Las biomasas eran
utilizadas sobre todo en la slimentacidén de animales comor
aportacion de viteminas, de sales minerale: ¥ de pr 188,

Por razones coyunturales, el desarrolle de estas

pricticas ha ouedauo limitado durante largo tlvalo. Ias

principales causas de este estancamiento han sido: las iry

E("

guieridades en la calldad las dificultades en el control y

dominio de los cultivos ¥y en el mantenimiento y conseyves

cidn de les cepas, la gparicidn ds monentisles de proteinas
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_y de vitaminas mds baratos, la reestructuracién industrial,

1lajr nvm 2

como consecuencia del descubrimisnto de recursos y yacimien
tos £ésiles, que ha éce}erado el desarrollo agricola, etc.

Estos Gltimos 20 afios, las producciones industriz
les de biomasas‘han conocido una reactivacidn muy noteble.,

- Los elemeﬁtos gue han motivado dicho. resurgimiento y reacti
vacién'son principalmente: los progresos de la bioiogla mo-
‘lecular, el descubrimiento de micrOAbrganismos que consumen
manantiales energéticos no convehcionalos (por ejemplv para
finas), la necesidad de la resorciéd de efluentes sgmoali-
menticios cada vez mds voluminosos,llas necesidades erecion
tes de proteinsu, la mpariecién de nuevas tecnologfes que
tienden a reducir el consumo de energia, etec.

4 pariir de 1960 se ha desarrollado una intensa
invegtigacién acerca del cultivo de las.biomases, Se ha ro-
lacionado con levaduras de alcanos, bacterias gue oxiden sl
metanol, espirulinas que crecen sobre medios carbonatados,
hongos suscaptibles de metabolizar diferentes tipos de
efluentes, '

Ios ensayos nutritivos reallzados con numerosas
especies animales han puesto en evidencia el elevado valor.
nutritive y la iﬁocuidad de las biommsas asi obtenidas.

Los micro;organismos susceptibles de producir pro
tefnas alimenticias son las bacterias y los hongos (levadu-
ras y hongos filamentosos); deben poseer las siguienteg ca~
racteristicas:

- una buens especificidad frente a los sustratos;

- w corto tlempo de duplicacibn (de 20 minutos &

5 horas);

- una elevada eficacia energéiica (100 gramos de
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- hidratos de carbono = 25 g 32 gramos de pro-
teinas);
- un crecimiento a,ias tehparaturas exigidas (do
200C de a 509C); : |
- un crecimiento & velores éxﬁrgmados de iy
- un crecimiento con concentraciones redveidas o
eloveadas de sustratos; | :
;= deben realizar un agoﬁa&ienﬁo néximo de log mel
[ dids,(i@duccién’de 1aDQCy G laDd B 05 de
90 & 98%); -
/ ~ el cosechado y el secado de la biomasa‘debgn
ser féciles; | o
- ¢l ¢ontenido de proteinas debe sef elevado
(40-65%); | |
- los contenidos de 4cides nucléiéos y de pare-
des nucleares deben ser redvsidos;
- los gérmenes empleados ne deberdin poseer poder
patégeﬁq (virulepoia y excrebiép de toxinSs) ¥l
no'debeﬁ producir bacteriocsinaes ni desprender

olores Gesagradables;

- ol coeficiente de eficacia protidica (C.E.P.)

-

" de la biomass debe ser elevado.
Se ha encontrado, por primera vez porilo queiaaﬁ
be la solicitante, que un microorganisme filamentoso podia
servir como alimento, . '
En efecto, mientras que las bacterias y los hon-
£os filamentosos son utilizados corrientemente en tecnolo-
gin aelimenticia y para la produceidn de hetabolitos divers
B0s, vitaminas, aminofcidos, antibibticos, enzimas, ete.,

tnicamente las levaduras han sido cultivadas bastente am-
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"

- plismente para ser consumidas como alimentos. Esta capaci-

.duccién y de lus cuslidedes nutritivas de las levadu-ns

“de la acclén de este microorgenisme filsmontoso sobre sus-

loge nvun 4

dad de las levaduras para proporcionar importentes cantida
deg de biomasas ha sido confirmads con el descubrimiento
/.

de su propiedsd de crecer sobre los slcanos., Se han nmubli-

cado numeroscs trabajos, revistas y obras scerca de la pro

alimenticiaes.

El microorganismo filamentoso utilizado en el
procedimiento del invento pertonecce él gbnero de los Tri-
choderna,

o Se ha encontrado ademis que tal microorgenismo
filamentoso permitia revalorizar determinacdos sustratos
proteinicos, especialmente sustratos proteinicos com alto
contenido de proteinas cuya utilizecién es limitada por el
hecho de que contienen por ejemplo productos téxicos v/o
prodﬁotos que les conficren un cierto grade de amargor.

El procedimientoc segin el invento permite por lo

tanto la obtencién de proteinas elimenticles que provienen

tratos proteinicqs. El invento concierne igualmente a los
productos proteinicos asi obtenidos, estando constiﬁuidos.
estos productos por proteinas de sustratos modificados (dg
puradﬁs, desintoxicados o desprovistos de emargor) even-
tualmente en mezcla con proteinas del microorganismo fiia—
mentoso o Ynicamente proteinas del microcrgenismo filomen-
toso,

- El procedimiento para la obteneidn de proteinas
elimenticlas consiste en cultivar, en éondiciones que e
deseribirén seguidamente, un microorganismo filamentogo jle]

1ifago capaz de metabolizar especialmente los productos




[ O VO P PGP R

LSt 1 3 Mot e 4 it & mONY o 85 ¢

s A ¥ o ATV 30

10

15

20

25

30
31058

1. 1) En cultivar, a una temperatura infericr s

nismo que ha sido depositado en la Collection Nationals ds

Huojn nam t';

—agricolas y los residuos de las industrias alimenticiag,
0 de depurar, desintoxicar y suprimir el amargor de log

sustratos proteinicos.

El procedimiento segin el presente invento cone

siste:

2890,-91 honge Irichoderma Album sobre medios nubritivos-

liquidos; siendo mentenido el PH de dichos mediocs en un va
lor comprendido entre aproiimadémente 3,7y 4,8, slendo de
aproximadanente 6 a 10 miligramos/iitro el contenido de
oxigeno disuelto, realizéndose dicho c&l%ivo bajo wna agi-
tacibn eficaz po traumatizante Ny en coﬁdiciones tales que
el esponjamientc o aumento @e volumen sea précticemcnte nu
1o, |

El hongo Trichoderms Album enpleado en ¢l proce-

dimiento sezin el presente invento es un DLevo microorgas

Cultures de Microorganismes de 1'Institut Pasteur en Parig
con el némero I-032 el 2 de junio de 1977. Este honge asi
come su procedimignto de obtencibn se deécribirén COXL ma~
yor detalle en la continuacién de la presente memoris des-
criptiva., | |
.Los medioanutritivos que son convenientes para
los fines del pregente invento, es decir sobre 10s'cua1és

se desarrolla dicho Trichoderms Album, comprenden medios

liquidos que contbienen nitrégeno proteico, nitrégeno,aﬁini
co, o nitrogeno mineral (amoniacal o nitrice) que gemeral-
mente son desechados, Provienen en general de productos

egricolas, de'subproductos v desechoe de industrias agro-

alimenticiag. Estos medios pueden estar constituldos iguall




)

i
;
i
4
1

B

09108
(VLI

10

20

25

AN
@]

- e
Thojuo nam O

mente por sustratos proteinicos que se desean revalorizar.
Eptre los productos agricolas convenientes, se cita-

. . . 4
réan, por ejemplo, harinas: de trigo, centeno, maiz, cebada,

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

topinambur, mandioca o yuca, batatas, remolachas, melazas
y pulpas de remolacha, zanahorias, colinabos, etc.; pulpas

y_tegumentos de frutas: .de plédtanos, piflasy naranjas, man-

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

maderas. Estos medios pueden ser utilizados tal como estén
; pueden ser ?reviamente higienizados o esterilizados.

Tos efluentes y residuos agroalimenticios que pueden
ser empleados en el procedimiento seglin el invento, compren
den ;specialmente exérementos de aves de corral, residuos
dg cunetas, basuras domésticas, aguas.residuales, efluen-
tes de fabricas de conservas; de obtencidén de proteinas,
vinazas de destileria, liguido de maceracidén de maiz, aguasd
de difusidén de ‘azucareras, los productos'que’provienen de
la fauna marina,'esjecialmente del pescado y crustéceos
(por ejemplo el krill). Estos productos son especialmente
aguas de prensa_(pescado soluble)'y 1osvconcentrados de
proteinas solubles de pescado.

h titulo de ejemplo de sustratos proteinicos pueden
citarse especialmente pulpas de remolacha y concentrados
de proteinas solubles de pescado. .

Igualmente pueden utilizarse nezclas de los produc~
tos antedichos en calidad de medios nutritivos.'

Cuando se-émplean sustratos proteinicos que se de-

sean revalorizar, se cultiva el hongo Trichoderma Albun

en las condiciones indicadas precedentemente, hasta que

’

sean eliminadas las caracteristicas indescables de eshos
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|_sustratos.

' 90% de proteinas, que poseen un valor .alimenticio manifies—

90% de agua; este agua es d1f1011 de eliminar y por prensa~

" ¢cha pren adas con una concentracidn de aproximadamente 80%

- Lard
e nim {

'
3

' Por ejemplo, cuando se utiliza un concentrado de

proteinas solubles de pescado en calidad de medio nutritivo

que comprende sustancias amergas, se emplea el procedimien-|

to del invento hasta que el sustrato proteinico quede des-
-provisto de amgrgor. E1l sustrato proteinico obtenido com-

prende evidentemente micelio de Trichoderms Album, qus pus-

de ser el;mlnado 0 no por medios clasicos de separac1onh
Los concentrados de protefnas solubles de pesca~

dos tienen en general une concentracidn de aproximadamente

t0, No es necesaric por 1o tanto transformar estag pvotc;w

nas de pescado en proteinas de Trichoderms, Album' estd es

1s razdn de que en el caso de la revalorlzaclqn de tales
éustratos se haga actuar el hongo justémonin'duran%é sl
tiempo necesario pare eliminar el amargor; serd fdeil para
un +denico en la materia determinar el $iempo necesario pa-
ra eliminar este amargor. Los ensayos realizados han mostry
do que en general era suficiente dejar desarrollarse el

Trlchodarma flbom sobre tales medios; en las cond1c1ones in

dlCddaS preoeaentement

N
ras,

. Otro sustrato protefnico gue puede ser utmllzaEO

durante aproximadamente—3 a 5 how-,

segin el invento estd constitnido por pulpa de remolachsa.
!

La pulpa de remolacha tiene en general una'COncentracién de
do segun la tecnlca anterior se obtienen pulpas de remola-

de agua, Se ha encontrado que haciendo asctuar Trichoderma

Album sobre pulpas ds remolacha puede obtensrse, despuds de

|
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prensado de pulpas que tienen una concentracidn de 50%,

‘nas contenidas en las pulpas de remolachas y que retienen

el agua.

dio considerado afiediéndole hidratos de carbono o nitrdge-

tlajre i 8

agua solamente. Estos productos son dtiles para .la alimentg
cién animel, especislmente para la del ganado bovino,

En este caso se piensa que el Trichoderma Album

elimina, por la accién hidrolitica de sus enzimas las pzcti

Puede ser ventajoso, cuando se utiliza un sustra-
to proteinico ds mala calidad, oﬁtener un producto protein;
co que tiene un valor protelco mejorado; esto puede cer rea
lizado segin el invento haciendo desarrollarse a Egigggggg:
ma Album sobre el medio que primeramente ha sido depurado,
desintoxicado o desbrovisﬁo de su amargor por la acciin de

Irichoderma Albwn; es importante entonces equilibrar el meo-

no. Se cbtiene entonces un producto proteinico constituide

por el sustrato modificado y por una cantidad mds o menos

importante de proteinas de Trichoderma Album dependiendo
del grado de desarrollo del hongﬁ-alcanéado en el momento
en que se detiens ol procedimiento del invento.

Cuando se utiliza en calidad de moedios nutritives
unos medios sin valor alimenticlo, se hace crecer el hongo

sobre este medio pare agotar al mdximo a este Wltimo. Se dg

tienen entonces pfoteinas de Trichoderma Album. Es importan
te sntonces equilibrar estos medios,

Los gradoé de'materia seca de los medios nutriti-
vos 1{quidos empleados en el procedimiento segin el inﬁenﬁo
estdn condicionadds al grado‘de agotamiento de dichos me-
dlos. Sl los medios son agotables & fondo, el grado do mate)

ria peca puede ser elevado pero existe un factor Limitativo
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—que es el contenido de oxigeno disuelto, debiendo ser mante

diog nutritivos debe ser de aproximedamente 4-5% de.materia

1k nam 9

nido éste entre 6 y 10 miligramos/litro de medio. Se deter-
mina el grado de sgotamiento de cada medio por un método

ponﬂefal, comparando .l pesod micelio obtenido vy el -gendo

RETNU

de materia seca residual, S -

S

El contenido de nitrégeno. (N-atdmico) derloﬁ»ﬁe-

secé; ﬁﬁ.teori&, son necesarios 5 grémos de nitrégenb;bara
hacgr consunir 100 gramos de hidfaﬁqs de carbonory pars pro
ducir aprorimalamenie 32 gramos derproteinas; por lo_tanto
es necesario ajustar el contenido dé nitrdégeno de lcs;me~
dios a un velor préximo a este valbr tebrico. Si el conteni
do de nitrégeno de 1los medios nutritivos es demaéiaéc;slevg
do, se le afiaden hidratos dé carboné; par el contrario, si
este contenido es demasiado reducido se afiade nitrégeno en
una forma aprepisda, espscialmente en forme de sulfato de
emonio o nitrato de amonio ¥ en cantided suficiente vars e
ner uh contenido de nitrdgeno de aproxhnaﬁamenter4—5'gramos
por cadza 1bO gramos de materia seca. ’
ios medios nutritivos liguidos pueden obienerse &
,pa:tir de produc%os agricolas, dejsubprddactcs y do resi- ;
duos de industriss a.groalimeni;iciass por ejemplo poxr el pfg
cedimjento repr&senfado en la figurs 1, qua'ilustra la ob-

tencidn de proteinas de Trichoderms Album. Segin cste pfocg

dimiento los productos, subproductos o residuos son'sometiu
dos & wa o0 varias trituraciones, a una o #-rias homogensi-|
zaclones y separaciones dlferenciales. Ias frécciones's6liw
das reswltantes son tratadas'seguidaménte segin procédimieg
tos cldsicos conocidos con vistas a la recuperscidn de suge

tancios himicas utilizables como abonos. Tag fracciones Jiat
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—quidas recogldas son reunides, concentradas, eventualmente
higlenizadas o esterilizadas, y su contenido de -nitrdgeno
es ajustado a un valor de aproximagamente 4 a 5% de materie
Seca, antes de ser sometidas al procedimiento segin el vro~
gente invente, El micelio recupsrado es seguidamente sscado
¥ acondicionado para proporcionar una harina de prote’nas

que contiene en general 50 a 65% de'proteinas; log efluen~

apoytaciones do enzimas.

!

E1l pH de los medios de cultivo debe estar compren
dido entre 3,7 y 4,3 y sex mantenidé en un valor comprendi-
do cn esta game durante toda la operacién de cultive.. In
efecto, cnsayos preliminafeg han mostrado que el agotamien~
tc de los medics raramente sobrepasé de 50% en ol caso de
la répida caida del oxigeno disuelto y de variaciones consi
derables del pH, Por lo tanto es indispensable mantener el
pH dentro de la gama antedicha con el fin de obtoner unza op
timizacidn‘de los cultivos, E1l pH es mantenido auntomdtica~

mente por dosificadores que permiten afiadir al medlio nutri-

de utilizarse por ejemplo so08a, deido clorhidrico, deido
sulfirico o‘cualquier otro dcido o base apropiaao. Igualmeg
te,'és necesarioc qué el contenido de oxigeno disuelto esté
‘comprendido entre aproximamdamente 6 y 10 miligramos/litro,
preferentemente 8 miligramos/litro.

Loy cultivos de Trichoderma Album son resglizados

a una temperatura inferior a 282C, preferentemente entre 24

y 289C, E1 Trichoderma Album ya no se desarrolla mds e una
temperatura superior a 289C, Por el contrario, este microor

ganismo trabeje a una tempsratura inferior a 249C pero con

tes liquidos resultantes son utilizados como abonos o como

$ivo una dese o wn dcido, dependiendo del valor del pH; pug'
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_una Qelocidad my lenta. Por lo:tanﬁo és ventajoso ﬁrabéjar

& wna femperatura comprendida entre 24 y 28ec,

, Ia operaéién de cultivo debe realizarse con una

: égitacién eficaz ﬁo tradmatizanta, es decir con una agiva~
cidn que no inhibé'el ¢recimiento del microorganismofy’ﬁajo

-la cual éste no experimente lisis,

Tos cultivos de Trichoderma Album pueden ssr Yes—
P

- lizgdos sobre agitadores o en fermentadores; es impoftéﬁte :
respetar las condiciones oPeratorigs antes definidas;iHay
querhacer observar no obstante gue el crecimiento de..los mi
croorganismos en culfivo sumergidos, és,decir en ferméh%adg
res, es generalmente mucho mds rdpico y que el agotamieﬁto
de 108 medios es mis completo en el caso enrque so conbiro-
len y dominen los problemas de agitacién, de aireacibn y de
esponjamiento o aumento de volumen, _. -
Los tipos de férmentadores,utilizados'para culti-
var las bacterias y las levaduras no sonréficaces para desg

rrollar y reproducir hongos filamentosos. Los fendmenos mds

diffciles de dominar on el emplso del procedimiecnto gegim

%o o aumento de volumen, s

Mientras que las levaduras y las bacterias tole-

ran agitaciones violentas, elwecimiento de Trichoderma Al=

bum es fuertemente inhibido mds alld de wna agitacidn de
150 vueltas/minuto y el microorganismos experimenta 1i§is
con 400 vneltas/minuto. Este fenbmeno o5 un factor limitati
vo importants, toda vez gque no es posible mentener el grado
de oxf{geno disuel$o en 4 niligramos/1litre agivando a menos

de 100 vueltas/minuto.

T

el invento son: la agitecidn, la airescién y el esponajamien

- Una aireacién importante (1. a 3 litros de aire/li
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_tro de medio/minuto) no puede mantener por gl sola durante

Tlape noim 12 l

mis de 3 a 6 horas el grado &e oxigeno disuelto en un valow
d/e 5 miligramos/litro. Ademds, con importantes volimenes de
éire-es imposible de dominar el aumento de volumen o ©spon-
jamiento, |

En el curso de las fermentaclones, las espumas
plantean siempre problemés. En el presente caso, las sustan
ciag antiespumantes deben ser alimenticiam; por consiguien-
te, deben prohibirse'los antiespumanites a bagse de siliconas

Ias mezclss de acéites vegetales y sales de deoi-
dog grasos no han dado mds que resultados muy modlauoa.

Por lo tanto es necesario modular la agitacién,
la aireacién y las cantidades ds agentes antiespumanies con
el fin de obtener un satisfactorio ccmpromiso,

‘ Con el fin de obtener este saiisfectoric compromi
80, se ha puesto g punto un nueve dispositivo do fermenta~
cién que constituye otro objeto del presente invento.

El dispositivo de fermentzcidn segdin el presente
invento comprende, a titulo do elemantos esencimles: un fer
mentador, medios de oxigenacidn y medios aﬁtiespumantcs.
Comprende también medios de fegulacién de la temperatira, .
de pH y del contenido de oxigsno disuelto,

- Bl fermenfadoy debe comprender on lento sistems
de mezclado del micelio y del medio de cultivo; este‘siste~
ma Qe mezclado puede estar constituide por ejemplo por un |
conjunto de placas perforadas scbre las cuales se oncuentra
el micelio, siendo dichas placas paralelas y estando uni-
das entre ellas por un sistema que permite desplazarlas den
tro del medio de cultivo. ‘

Iog medios de oxigenacidn deben ser apropiados ra
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_ra oxlgenar el meolo de cultivo; pueden estar constituidos

i
ventajosamente por un centrifugador de cdmaras que permita
uns, oxiﬁenacién fuera del fermentadof; Otros dispositivos ‘
de oyigenac16n fuera del fermcntador, tales como bombias cen
trlfugas, dispositivos venturl, mozcladores estaticos y Chl
-meneas de oxigenacidn pueden manl;eSyarSQ mds apropifdcs en
el caso de un cambio ée los grados de recirculacién‘re%enin
dos; que dependen de los sustratos yfde gus concehtrécibneS'

| Los medios antiespuman%es deben permitir la:resor
eldn de 1la espuma formada, por egcmplo en el cenirifagaﬂo“
de cdmaras, Estos medlos deben permltlr la 1 OrESCLén de una
columna liquLda en voladizo con respecto & los medios -de
oxigenacidn, completados eventualnente por medios cl%sibos
quimicos y mecdnicos, ' L
- El dispositivo segfin el invento puede ser utilizg
do pars el culﬁlvo de bacterias, levaduras y hongps rilameg
tosos. En el caso del cultivo de hongos fllamenuogou, 8s
necesario prever medlos de desobstruccibn; éstos pnedpn es~
tar conotltuldos por un vaso de expensién o por m°3103 ael-
maulcos, o} pueden realizarse de modo continuo por un.filtro
extorior por ejemplo de cinta o bands, o bajo vacio. Los mi.
croorganismos separado% son reinyectados en este caso en el
fermentador por medié de una bomba volumékrica o de una cin
ta transportadora. Aunque estos medios no sean indispensa~
bles en el caso de cultivos de levaduras o de'bacﬁerias,r
con frecuencis es ventajoso 1nuercalar un vaso de eypanslén
entre el fermentador y los medios de oxigenacidn,

Un modo de reallzacldn del dispositivo Ge fermen-

tacidn segin el invento apropiado para el cultivo de hongos

filamentosos va a ser descrito ahors detalladamente hacien—|
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.80 refeorencia a la figuré 2, que es una vista esquemdtica
de égte dispositivo, y & la figura 3, que es un modo de reg
lizacién particular de una varianto.

El fermentador dol dispositivo segin el invento
estd constituido por una cuba (1), generalmente cilindrica,
.cuyo fondo tiene preferentemente nna forma troncocdnica y
estd provisto de un conducto de trasiego (2). Esta cuba (1)
‘comprende medios de aireacién (3) éue permiten reallzar la
aireacidn del medio de cultivo al comienzo ds la 0perqcién
d@e cultivo de hongows filamentosos.‘Comprende también wr con
junto de placas perforadas (4) unidas entre si por el sopor
te (5) y por columas (6). E1 soporte (5) estd unido con un
sistema excéntrico (7) movido por un motor (21) que permite
mover el conjunto de las placas imprimiéndole un movimiento
de apajo a arribva, El sigtema excéntrico y el conjuato de
lzs placas perferadas constituyen une especle de agitador
que permite hacer subir al micelio por encima del nivel del
1l{quido. Es evidente qus este sistems de agitacién puede
ser reemplazado por cualquier sistems sndlogo. Por ejemplo,
puede utilizorse el sistema de agitacién representado ¢n la|
figura 3. Esto sistema de agitacidn, qus constituye una va~
riante segin 6l 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 cuba de fermentacién (1) comprende %ambiéﬁ una
conduceidn (8) para evacuacién de los gases (aire y gas cer
bénico), E1 fermeﬁtador estd unido con un vaso de expensidn
(9) por intermedio de wna conduccidn de didwetro grende. Ia

conduccién (10) estd provista en su extremo, en unibn con
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el fermentador, con un tamiz de retencién (11) y con wna

vélvola de cierre (12). EL vaso de expansién (9) comprende
un temiz de retencidn (13). Estd unide con el centrifugador
ds cdmeras (14) por intermedio de uma conduccidn (153, "que

comprende eventualmente un cuello de cisne (20) y en’euyo

-eurso estd sitvada una bomba de circuldeién (16) y uﬁé"édmi

sién de aire (17). El centrifugador de cémaras,(14)'“
unido con la cuba (1) por 1ntermed10 de la conducc16n (18),
que llega a la parte superior de le cuba (1). -

Por intermedio de la canalizacién (17) puséo in-
Yectarse aire-si es necesario. ' ti;i

Iz conduceidn (18) debve ser obligatoriaménié~db
didmetro supgrioﬁ en la cahalizacién de entrada en eiiéénr
trifugador y debe estar.en voladizo con rslacidn al cenﬁfi-
'fugagor para permitir ls formaciln de una columna de 1fqui-
do con el fin de evitar la formaci&n de espunas de esta ma.-
nera, la espuma formada ss resorbe en la parte éscendenke
de la conduceidin (18). 7

En le puesta en prdctica del procedimiento segin
el invento, en el dispositivo de fermentacién que se ha de-
finido anteriormente el mezclado del medio- de cultivo y del

microorganismo Irichoderma Album se realiza lsntamente a g

z6n &2 aproximadsments 15 a 30 movimientos por minuto, gra—-
cias al slstema de placas purforadas (4), que hace subir al
micelio por encima. del nivel del 1fquido, ,
Durante las a4 primaras horas de operacién de
cultivo, la aireacién se realiza por el fondo g 1a cuba 7
por intermsdio ds los medios de aireacidn (3) la a1reac1on

se realiza asi al comienzo para evitar el paso de los fiia-

mentos y el crecimiento en el vaso do expansidng luego,
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_cnando el micelio estd en su fase de crecimiento exponen-

* fermentador, El caudal es regulads en funcidn de las necesi

Hajn nom 1 6

cial, la vdlvule (2) es abieria; la bomba de circulacidn
(jG) ¥ el centrifugador de cdmaras (14), en el que so reali
zé la oxlgenacidn, son puestos en marcha; la expulsién del
fluido se efectda a mayor altura en la canalizacidn de.did~
metro mayor (18), lo cual permite la disipacidn de lu espu~-
ma on la columma de liguido reconstituida. E1 medio reoxige
nado se vierte en la cuba del fermentador (1) a aproximada-
mente 30 centimstros por encima del nivel dsl liquids; la
placa superior del mezclador arrastra la psquella capa de eg
pura en el medio, Los dos tamices (11) y (13) permiten £ile

trar el medio nutritive y contensr al micelio deniro del

dades de oxfgeno. Gracias a este Qisposiltivo, es fécil de
‘mentener en ol medic un grado de oxfgeno disuelto convenien
te (de 6 a 10 miligramos/litro) y csegurer wn crecimlento
6ptimo del microorganismo y un agotamiento mdximo de los mp
~dios de cultivo.

El dispositivo segin el invento permite realizar
de modo continuo el cultlvo; en este caso, los tamices son
entreabiertos, el micelio recogido en el centrifugador es |
evacuado por lavados y tlrasiegos; la parie eliminada del 1§
guido es resemplazada por medio nutritivo de nueva aporta~
cidn..

El dispositivo segﬁn el invento,; que psrmite res-
lizar una eficaz oxigenacidén de los medios de cultivo y do-
minar la formacién Qe espuma 0 esponjamiento, es perfectamen
te apropiado para los cultivos de bacterias y de levaduras,
Este dispositivo de fermentacidn segin el invento es por lo

tanto un dispositivo de fermentacidn de microorganismos en
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_general (bacterias, levaduras, hongos).

En el casc de cultivoé de bacterias y de levadu-
ras, pasan cantidades variables de micrborganismos al cen-
tfifuga&or; al comienzo del cultivo, éstas son inyectgiés
de nuevo en el fermentador por lavades y trasiegos, y,iée«

guidamente, durante cultivos continunos, son recogidas; s

parte del jugo que ha sido eliminada es reemplazada'pqr gn -

medio de cultivo de nuevs aportacidn.

Tal como se ha indlcado precedentemente, las fer-

mentaciones seglin el procedimiento del invento psra ls ob-

tencibn de protefnas pueden realizerse de un modo continuo
o de un modo discontinuo, - |

Cuando las fermentaciones se rsalizen de un modo
discontinuo, se retira aproximsdamente los 9/10 del c@ltivo
céda“15 a 20 horas aproximadamente y se reemplazan estos 7
9/10 de culibivo por un medio de nusva apcriacidn ajustado e

higienizado. En numerosos casos, e8 posible la recircunla~

- eibén de los efluentes.

El producto protefnico obtenido segin el procodi-

miento para la obtencidn de protefnas pusde ser recogido

ventajosauente segin el sistems seguidanente. indicado:

—hds e &
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Medio de cultivo
% eventualuente equili r{—
brado e higienizado

Aceibn de
Trichoderms. Album

- frasiego
- recogida sobre filtro prensa
~ prensado

w7 Efluentes |-rwe—smmm

Torta de micelio
proteinas del sus~ ¥
trato y/o proteinas : desecho
de Trichoderma Album

~ gacado
- trituracidn
-~ gcondicionaniento

Harina de proteinss

Después de haber trasegado, la cosecha ¢S recupo-
rada por filtracidn, por ejemplo sobre un filtro prensg o
cualquier otro dispositivo apfoPiado de filtracidn. Despuéq
de filtracién, el cultivo es prensado para formar una toria
de micelio que contiene 30 a 50% on peso de materia ssca.
Egta torta de micelio es seguicdamente secada, eventualmente
triturada y acondicionada con vistas a su conservacidn o a
su transﬁorte. | l

El secado del producto proteinico por liofilizge
cibn, atomizacién, fluidificacidn o sobre un rodillo secea-
dor (del tipo "Hatmaker") secador de bands o secador newx-

tico, es muy rdpido, Estos procedimientos de secado permi-
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_ten obtener y llegar a un slimento con unaréalidad excéﬁcigr
 nal y que no dejen ninguna céluls susceptible de vivir,
, Por el contrario, los procégimiéntos estéticosrde
éecado alleran el valor nutritivo del'prbducto,:En eféctq,
la plasmblisis libers las estructuras aminicas y:giuékﬂioas
~simples que reaccionan por reaccién:de "Méillard“. igé’pro~

cedimientos estdticos de secado han de ser prohibidos por

¢ JRRY

i

lo tanto, o
. } A la salida del filtro prense; el pradacto{rroteé
nico, gue contiene especialmente el ﬁicelio de Irichelerma
Album, posece una estructura filementosa bien individugiiza—
da, Al secar, esta estructura se hace muy desmenuzaﬁle.y 50
* deshace esponidneamente., : : :i?i

Cuando el producto pro%eiﬁico estd constituido
tnicamente por proteinas de Trichoderna Album, el micelio
seco y triturado se presenta en forma de un polvo blancb;
con una densidad que oscila entre 0,6 y 0,3. Este polvo, no|
espbﬂjable, es untuoso, muy fécilmente humectable, y carece
de olor y éabob. Ciertos madios de'caiﬁivo pgeden conferic-
le no obstants sabores especificos, '

En microscopio, no se pueds percibir ninguna es-

T w

tructura de micelio. Se¢ observan solamente pedazos o restos
‘de formas diversas cuyas dimensiones varisn entre 5 y 50 .

Ias proteinas de Trichoderma Album obtenidas se-

’ s P -
gun el procedimiento del presente invento se presentan en

7

la forma de polvo gue contiene 50 a 65% de proteinas,
las composiciones centesimales y de aminodcidos
del micelio de Trichoderma Album, obtenido segin el procedi

miento del invento y secado, se dan en las %ablas I y IT.

En la tabla II ‘se han indicado las composiciones
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_de éfros materiales proteinicbs obtenidos segin los procedi
mieﬁtos cldsicod. | |

Los productos proteinicos constituidos por una
meécla ée proteinas de sustrato y de micelio tionen un con-
tenid? de proteinas que varfas dependiendo del suatrato de
-partide y de la cantidad de micsllo. .

]
i " .
|

T TABTA I
COMPOSICTON CENTESIMAT, DET MICELIO

SECO DB TRICHODERMA ATBUM
(% on peso)

Proteinas (N x 6,25) A ; 55 ; 63 i
‘iNitrégeno no proteinico v ~ 3a 5
Grasas : 6ai2
Azdcares insolubles ; 8 a 10
Azdcares solubles . 7a 10
Acldos nucleicos 4a 6
' Conizas o $ ‘ 6a 9
Agus, ' ‘ 3a 5
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TABLA II

COMPOSICION DEL TRICHODERMA ALBUY

"cpmparadc con btros materiales proteiniqos, en porcenisje para 16 g de K

5 g | he |
g o g E EO 4?139
= Eq; 'Ei : Kgg .'O‘g o
' S | w | BY| % §¢ ‘gh gg
: & st 58 ot Ho =2 1 =3
g3 g N g oA I =T BT By
EREER R SRR AR A
5 1% | Bl o | 8§ a2 | a9 ‘&8 | ES
g le | % Bl | gsl 3 |50 |28 8y
X B o o] =] o G | BO |, N ot 2
0 O 4= [1e] [e] wl O [)] @ O Q-0 F—I‘.
Q | & & i b | O | ©e | wo | HY
A1) (] a B4 (o] O L oo
0 = & o & <44 AR
«f [0 o o (SR8
&5} H - | &= S28e)
LIS 28,2 6,4 12,81 53)6,918,37]8,3|10,41/5,9] 7,1
HIS 3,7 | 3,21 3,1 | 2,4 | 1,7] 2,2) 2,61 2,41 2,3 0,9
ARG bod | 1,7 | 14,21 12,0 4,9 5,6 | 58| 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 |10,0
TRE 4,1 1 4,0 | 3,9| 3,3| 5,0 5,7 | 4,8 5,4 | 5,9 | 2,5
© - SER 4:9 | 551 | 4,61 3;8| 4,7 5,2 | 5,3 | 5,7 | 5,4 | 8,1
GIU 20,3 118,5 | 19,7 | 24,1 | 24,7 | 13,6 |16,0 12,0 [13,8 {§1,5 .-
PRO 10,6 1 5,3 | 35| 4,5 6,1 | 5,4 | 5,5 ] 5,2 | 5,1 | 3,2
 GII 1,6 | 4,0 | 4,4} 3,3| 4,2 5;2 | 4,2 | 6,0 5,2 | 2,2
A 2,6 |42 | 4] 3,20 7,90 65 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 59 | 4,8 | 45| 4,0] 57| 59 |58 |6,0 |63 |6,8
IR 551 15,2 | 4,1} 4,8 4,6 | 5,6 16,1 | 4,7 | 5,4 6,5
IEU 86 | 7,9 | 7,41 8,2 6,41 8,4 18,1 | 8,1 9,0 12,3
TIR 5,5 4—,2 338 4-,1 1,8 4;1 354 374‘ 327 793
FE 438 5?7 457 4‘73 318 479 4‘}3 4g1 5;0 791
MAT,PROT, ,
BY ¢ 1.8, | 314152,6 | 53,9 34,8 | 40,5 |56,7. 163 75,0 45,0 | 4
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- Sterigmatocystis, Glioclzdium, Geotrichum, Acrostalsgmus,

-
[Iaja ndan 2:£

_ . Tal como se ha indicado preocedentemente, la espe

cie Irichoderma Album empleeda en el procedimiento segin

e% invento es wna nueva especie ée hongos filarcentosos que
ha sido seleccionada en el Institut National de Recherche
Agronomique, EL1 procedimiento de sclecéién de la cepa que
se describiréd seguidamente, forma parte igualmente del war
co del invento. Puode ser empleado con bacterias, estrepto

mices y otros hongos, especialmente los ficomicetos (Khizo-

pus)} los bagidiomicetos (Ustilago, Corticiua, Pomes, Ta-
phrina, Sclerotinia, Rhabdocline, Phzeidiella, Epichloe,

Nectria, Ophiobolus, Endothia); los adelomicetos (Phema,

Ascochyta, Septoria, Colletotrichum, Glososporium, Morilie,
Irichoderme, Botrytis, Cephalosporids, Yeriticilium, Dricho
thecipm, Aspergillus, Penicillium, Fusevium, Cladosporium,
Pullglaria, Torula, Thielaviopsis, Llternarie, Cercospors,
Sporodesmium, Helminthosporium, Epicoceum, Graphium).

Primeramente se van a dar elgunas indicaciones
acexrca de lé taxonomis y la biologia de los hongos.

Tos hongos pertencen al sector de los vegefales
criptégamos, eucariotos, talofitos, no clorofilicos.

.

Mds de 100.000 especies de hongos son conocidas;
ge caracterizan por una plurslided muy grande de formas
que ven desde una célula individuslizeda (levaduras) haéta
la organizacidn compleja de los carpéforos (setzg)., Exis-
ten considerables diferencias de tamafio, aspecto, estructu
ra, actividades metabdlicas, modo de vida, ete,

Se dlstinguen entre hongos saprofitos, hongos pa
tégenos, hongos ‘simbibticos, hongos micorrizicos.

En los microorgenismos se distingue. citoldgica-

- POOR
- QUALITY



PR

15

20

25

30
31058

| poras), con génesis a veces muy simples: fragmentacién (ax |

Hagn nam 23

L mente un nﬁcleé, mitocondrios, vacuolos, gldébulos Yipidi-
cos, glicbgeno, etg,'Las paredes celulares estén constitud
das por celulosa, ﬁéctinas, calosa, quitina. El protoplas-
ma, fingico estd ddtado de movilidad, y se desplaza désﬁe
la partc central, que ge vacuoliza, hacia la perLfcrwa.

; ~ El talo-edifica elementos reproductores (lav es—
trosporas) o brote (en las levaduras). 7 i

Ias esporas pueden ser tambidn elaboradas'fdr'ég
ganos de fructificacibn muy diferentes tales como el”ébmﬁ'
brero de los agaricos 0 el peritecio de log pirenomi"eﬂos.

Las esporas, cuya foruaclfn implica la prévxﬂ fu
1316n de dos nicleos compatibles, seguita por una div1s:6r
reductora, aseguran ls reproducecidn sextade o perfec%a,

| Ia clasmflcaclén de los hongos estd basnda en la
naturaleza del talo vegetalivo, que puede ser:
1) plasmodial en los mixomicetos
>2) celuler o filamentoss en los eumicetbos.

En este segundo grupo, se distingue:

&) Dos hongos inferiores (sifomicetos o ficomice
tos) en los cuales no hay mis que una céluia Tilamentosa
gigahte multinucleada. Tos filamentcs se alargan y se ramim
fican sin _compartimentarse y en general °1n.alastomlzarse,
La masa citopldsmica y los micleos se desplazan llbremente
en el inferior de leg paredes tubulares.

Los ficomicetos se reproducen por huevos enqﬁisu
tados (oosporas, zigosporas) formedos sobre el micelio como
consecqencia de una conjugacién:entre gametos libres o en-
tre drganos sexuales filamentosos mis o menos diferenciados

b) Los hongos superiores o geptomicetos (asconmice
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| 09, hemiascomicetos, basidiomicetos, hongos impeffectos).

Estos hongos poseen un micelio constituido por
f%lamentos microscépicos (las hifas), las hifas remifica-
dés, yuxtapuestas, anastomizadas, pero jamds organiza&és
en tejidos, son divididas en segmentos uninuclendos y p1u~
rinucleados, por tabiques trengsversales., Estos diafragmas,
Pfrecuentemente coerrados de manera incomplets, permiﬁeh.la
circulacidn del protoplasma y de los ndcleos de una-déiula'
a otra., Las anastomosis son frecuentes entre hifas de una
especie 0 de especies afives, lo cﬁal fevorece la heberoca
riosis. La heterocariosis consiste en le reunidn en un mig
mo micelio de nicleos portadores de potencisles genéticés
-Giferentes, ya sea porque resultan de nutaciones, ye =08
porque provienen de organismos diferentes.

Los hongos superioreg producen generalmente sus
espor;s sexuadas en 0 sobre frganos de fructificecibn loce
lizados. Ia diferenciacién de sus elementos sexuales es ge
neralment ¢ péqueﬁa & la fecundzcidn tiende a manifestarse
simplemente por la conjugacidn de nlcleos apareades en fi-
lamentos no eppecializados; conduce a la formacibn de as—
cogporas contenidas en ascas o bagidiosporas producidas en
basidios. En los hongos imperfectos, la reproduccién os
asexuada,_a falta sin duda de compafiero compatible; la mul
tiplicacibn se eféctia por conidios.

ELl mundo de los hongos es menos emplio y vasto
que el de les plantas. No obstante, los caracteres bioiég;
cos de egtos microorganismos les confieren una sorprenden~
te plasgticidad Yy e ha observado que muy numerosos indivi-
duos esconden en si los potenciales gendticos de una nueva

raze 0 especie. En estos individuos, se ha encontrado que
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res interesantes, aprovechables en numerosos sectores, eg-

El procedimiento de selecc;én de los caractores

interesantes.de un microorganismo, ségun el invenﬁo,’ébnsig

fe, en su aspecto més general, en cpltivar wng cepa éalvar

tivos en condlciones egpec ag de iemperatara hs du xiumg'

l

na01ﬁn, en proceder a microaislamientos ¥y mezelar las ce-

pag mejoradas en presencia, 0 no, do aeridina naranjy, ‘econ

nuevo aislamiento de las hifas blancas. 257?:

s

Los medios de cultivo selectivos empleados e nfnl

-procedimiento segin el invento ae escogen en funeién. da
criferios molestos de la cepa saivaae,que 82 quieren hacer

de sapare cer.

En su aspecto nés deﬁalWRﬁo, el procedimiento se
gin el presente invento consigste:

1) en inocular los medios selectivos escogidos
¢on una ceﬁa salvaje" .

2) en 1ncubar cada culiivo en Jas eonQ*01onvu gi
guientes: '

a) a 27°C durante un dfa,

b) a 37¢C duranie dos dias en 'a oocurldad NG luc
&0 durante dos dias a la lug, . '

¢) a 27°C durante dos dias,

3) en exponer seguldanente a los. rayos ultravio-
letas (250 mm) a las cepas blencas ¥ vigorosas que provie-
nen de cada cultivo efectvado sobre los mediosg seleétivos,'

durante dos horas a 42C;

4) en transplantgr las cepas sobre el medio

pecialmente pars las producciones de biomasas alimenticias.
/
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" STARON";
I

5) en incubar los cultivos resultantes durente
dos dfas a 372C y luego durante dos dfas mis a 279C, tres
haber eliminado, antes de le disminucién de femperatura do

37 a 279C, las cepas que se desarrollan;
’ /

6) en cultivar dichas cepas sobre el medio liqui

do y;agitado de "STARON" gurante dos dias a 279C.
‘ 7) en proceder a retiradasfestériles'
| 8) en mez»lar en presencia de ecridina naru*ga
las Lepas de maycr rendimiento, ricas en proteinas, 'y po-
bres en glicosemina y antibiéticos; '
9) en incubar las cepas resultentes sobre el mo~
dio "STARON" durante dos dias a 2740;
-10) en proceder & microaislamientos; y
11) en incubar durante dos dfas lag cepag resul-
tantes a 27eC;
lag cepas agl obtenidas son sometidas de nuevo
al ciclo antes definido, etapas 1) a 11), durante un ndue~
ro de clclos suflclente para obtener ung cepa que posaa
las caracteristicas deseadas.
Igualmente eg posible gometer a las cepas a un
ciclo parcial. ' ¢
' En efecto, los criterios moiestOS que ge quiefen
eliminar dese areéen en general unos treg de otros; por lo
tento no es necesario mantener en el ciclo de seleccidn la
etapa que pretende eliminar dicho criterio, y egtd al al-
cance de un téecnico en la materia determinar, graciass a
los controles efectuados en el cwrso de cada ciclo, las
etepas que han de mantenerse ¥ las que han de suprimirsc.

En el procedimiento segin el invento, puesto en




e P arn P o s nh 1k A 2

15

20

25

30
31058

Medio

Medio

Medio

Medio

Nedio

Medio

Medio

2):

’
Hajn nam. 27

-préactice para formar el Trichoderma Album, se ubiliza un
lote de 11 medios de cultivo; 8 medios estén constituigos
por una solucién mineral de pH = 6,8 que contiene los cong

tituyentes seguidamente mencionados:

K32304 = 1 g5 Ugh0, 7 H20=O,57g;
KCl = 0;2 g3 CaCl2 = 0,2 g5 _
FéSO4, TH)0 = 0,03 g; ZnS0,, TH,0 = 0,01 g;

CuSO4, 5H20 2 mg;

il

agua destilada: cantidad suficiente pars 100 ml;

gelosa 20 g,

a la que se han afiadido los compuestos siguientes:
Medio 1): .

30 g de glicerina + 2 g de urea

20 g de sacarosa + 3 g de elantoina

3)e

20 g de almiddén + 5 g de sulfato e amonio- -

20 g de glucosa + 7 g de tirceina

(=4

5 g de pectina de manzanas + T g.de écido antra-
nflico - |

o

20 ¢ de almidbn + 5 g de nitrato de sodioc
10 g de manita ¢ 8 g de cazseina Idctica
20 g de dcido glucdnico + 10 g dé gelatina,

El medio 9 es el medio "STARONY que contiene gig

g; peptona = 6 g; extracto de levadura = 1 g3 iR
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quido de maceracién de maiz = 4 g; Wall = 0,5 g; MgSO4, 7

|

njsa ntun 28 i

H20 L 0,5 g&; KH21’O4 = 1 g; FOSO4, i, 0 = 10 mg; agua desti
lada, cantidad suficiente para 1 litro; gelosa = 20 g para
medios sdélidos,

EL medio 10 estd congtituido por patatas nubriti
vas y/el medio 11 es suero ldetico con 40 g/1,

Tal como ge ha indicado precedenfemente, pueden,
gometerso los cultivos a ciclos parciales; por oacmpio, en.

ol caso de Trichoderma Viride, puede somsterse a cads cul-

tivo efectuado sobre cada uwno de log once medios a lus etla
pas 1 a 4, puede procederse seguidamente a una incubucién
durante dos dias a 272C, y luego a microaislamicntos para
geleccionar las cepas blancas y vigorosas, y seguidanente
a una incubacién, todavia durante dos dfas mds a 2727, de
estas cepas blancas y vigorosas; lag cepas asi cbtenidag
son seguldamente inoculadas en los once medlos selectivos
Yy se vuelven a comenzar 10s ciclos, parciales o completos,
comprendiendo los ciclos completos las etapas 1 a 11).

Los ciclos parciales o completos del procedimien
t0 gegin el presentc invento son representados esquendtica |
menie en la flﬂura 4.

Los nétodos de comtrol efectuados a 1o largo de
los ciclos representados en la figura 4 son especialusnte:

~ la valoracidn de la glicossmina despuds de hi-
drélisis del micelio en HCL 6 N y resolucidén en un auto;ang
lizador conocido con la denominacidn comercial "Technichon
TSMiﬂ

~ la valoracidn microbioldgica de los péptidos
antibiéticos, de la tricodermina y de la gliotoxina despuds

de extraccién con n~butanol,
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|

1 I - 1a medicidn de la intensidad de la plasmblisia
(seéédo a 609C, trituracién y. determinacidn de la fraccidn
soluble en agua a pH = 8), 7

~ el pesado de la materia seca producida v la de

5 | terminacidn de su grado o concentracién de protelnas me- -

dlante nicroagndlisis YJ LDAHL,

i - _ . =la determinacidén ponderal do la cantidad de mg,
§ o teria seca consumida en el medio. |

i 7 Lag incubaciones efectundas a 270¢ seg&n‘§}fpro-'
i . 10 | cedimiento del invento se realizanfsiempfe a larluzuéaﬁu~

; ' ' ral. Cuando se precisa que las incubaciones se realizan a

: . 3720 a la 1uz, se trata de una luz blanca con ung nntcns;-
dad de 2 a 300 WathQ por metro cuadrado.

P i Tos microaislamientos efﬂcuuados en el curso del

i - 15 procedlmlento de acuerdo con el presente 1nvento congisten

en separar las hifas con syuda de un microscopio 6p$ico.
El nimero de ciclos a efectuar depsnde de.la ce-

a original y de las caracteristicas deseadas. Los nétodos
pa orig ,

de control permiten-determinar si se han alcanzado estas
H 20 | caracteristicas., - L

Segin el procedimiehio.de selececidn delrpresente
invento, pueden 6btene§se cepas nue&as'que'poseen caracte~“
g - res interesantes, aprovechables en nnmerosgos séotbres, es-
; ‘ pecialmente para la produccidn ge blomasas allmentlclcs.

" 25 . . E procedlmlento ha sido aplicado con éxito esp

clalmente a Trichoderma, Viride, Fusarium roseum, Bauveria

Tenella, Trichoderma polysporun, Aspergillug oryzae v se

ilugtra por log ejemplog V ¥y VI siguientes.

Otros ejemplos de aplicacién del,procedimiento
L - 30 de seleccidn han sido mencionados con anterioridad.
x 31058 '
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- El invente va a ser descrito shora con mayor de~
talle en los ejeiplos ilugtrativos no limitativos que se
cxponen seguidamente:

EJEMPLO 1

cultivo en fermentadox

En este ejemplo, se han tratado, segin el procedi
miento.del invento, medios liquidos @e cultivo que contie~
nen 60 é 90%0o de materia scea (gramo% por volumen) y que
provienen respectivazente de suero }éotico, de juge de al-
falfa, do barinua de ¥rigo, de efluentes de factorias de ob’
toneidn de proteinas, do juzos de pateta, de liguidos de
maceracién de maiz (aguas de mperacién en las factorias de
obtencidén de almiddén de granos de maiz) y melazas de remo-
lacha.

Se ha utilizado el dispositivo devfermentacién
segﬁﬁ.el'presente invento. En la cuba (1) se han introduci

do 100 1litros de medio y 10 litros de Trichoderma Albun ob

co primeras horas de cultivo, éste ha sido aireado median-

el caso pressnbte por una tubefia circular provista de agu-
jeros y por:un dispogitivo de abortacién de aire. Ia can@i
dad de aire inyectado era tal que el conbenido de 0, disuel
o estuviera cowprendido entre 6 y 10 mg/l, Se ha manieni-
do la temperaturs del medio de eultivo entre 24 y 28eC y
el pH en un valor comprendido entre 3,7 y 4,8 de un deido
0 de una base.

Cuando el micelio ha esgtado en su fase exXponen-
cial, se ha procedido de acuerdo con el modo de trabajo

descrito anteriormente, es decir se ha abicrto la vdlvula

tenido por cultivo sobre agitador. Durante las tres a cin-

te los medios do aireacién (3) que estaban constituidos en|

H
i
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_(10)!y se ha puesto en funcionamiento la bomba de eircula-
el centrifugador ha sido regulado de manera que se mantépp

tre 6 y 10 mg/l. Despuds de 15 a 20 horas de cultivo,-se

ha recogido el micelio por trasiego y se le ha filtrado'gg

micelio con 50% de materia scca. Bsta torts ha 51d0 secadar
seguidamente sobre rodlllos del tipo "Hatmaker" o pOr‘llO—
filizacién y se ha obtenido una hw~1na de materlaleS»;lla~
mentosos con 57 a 65% de protefnas. Ia conposicidn Céﬁteéi
mgl de los productos obtenidos con cada medgio, as{ domo su
composicidn en aminodecidos, eran sensiblements las miSmas
que se indican en las tablas I y II. las cantidades- 3¢ ma-
terias secas producidas y que quedan al cabo de 10 y 20 ho
.Tas, se consignan en la tabla IV, ‘ |
EJENPLO II

Cultivo sobre agitador

Se ha cultivado Tricho derna Album sobre agitador

(150 revoluciones por minuto) en matraces Erlenmeyer de
500 ml que conbignen 100 ml de medio. Los medios Gmprendiér
por 1litro, 40 a 70 g 48 materia seca ajustada a 3% de N; )
el pH de partida era de 4,5. Ia duracidén del cultivo era
de 20 horas hasta 40 horas a 27°C Ta recogida gel mloello
se ha efeo»uqao sobre filtro prensa y el seczdo se ha rea~
lizaao por liofilizacidn. |
Los promedios de los resultados'obtenidos estan

dedos en la tebla IIT siguiente:

cién (15) y el centrifugador (12). Bl caudal de cxigeno en|

bre un.f£ildro prensa; se han obtenido 7 a 9 kg de toris de

-3
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|- TABDA III
K R
{ [o]
5 o O disuelf MS produ|Ms restan
b 50 pH . to cida
oI Q H mg/J. &/l g/l
O «30
< QoY ;
Or i S|
geod s |20h{40h {20h [40R{20h [40h (20 {40h
oo o -
= ARO
l l PR
40%0 MS 16,51 7 4 4 6 g |30 et
T0%0 MS . |6,5 |6,2 |5,0 [2,0 {12 [18 |49 JM
[ A

En lag condiciones de trabajo antedichas, no es
posible hacer éptinos los cultivos; no obstante, son exce-~
lentes los rendimientos de mlcello, pero el agotamiento de
los medios raramente rebasa de 50% debido a la caida tapl-
da del oxigeno disuelto y las considerables variaciones
del pH. |

Otros ensayos realizados segin ¢l modo de traba-
Jo antedicho, pero manteniendo el pH en un valor cntre 3.7
¥y 4,8y el contonldo de oxfgeno disuelto entre 6 y 10 mu/l
han wostrado que en estas condicionss de pH ¥ de O2 dlsuel
to podia lograrse la optimizacién.

EJEMPLO TII

Comparacidn entre el cultivo en fermentzdor segin el inven

to con el cultivo en un fermentador tradicional

En este ejemplo, se ha realizado un cultive de

ITrichoderma Albwa sobre losmdios definidos en el ejemplo

I on lag condiciones de trabajo descritas en el ejemplo II;

los medios de cultivo contenfan 60 y 90%o de materia seca;
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| el pH ha sido mantenido én.4;5 ¥y la temperatura en 279C,

Se han medido las cantidades de materia seca producidas y

restaﬁﬁes al cabo de,10 horag a 20 horas de cultivo. Los

resultados obtenidos estén consignados enrla tabla IV si-

guiente:

TABLA TV

' Oy disuel|M.S. pro |M.S. res
Medios higienizados

ta ducida tante ™
4% de T/, S. ng/1 &1 &/l
pH mentenido a 4,5 .

temperatura 272C » E
10h 20h110h 200 [10% 20 1

fermentacidn 60% o0 ¥S | 5 3 {15 119 |33 20
en fermentador caan
tradicional o

(suero ldctico,! 90%00 S | 4 1,5 {21 |25 |50 - 30

harina de trigo)

fermentacidn o .
realizeda con 60°/o0o M3 | 8 |7 27T 135 |1

el dispositivo :

segun el imven
to (7 sustra-
tos del ejem- | 90%0co MS| 6 |6 [30 |45 |38 10
plo I) |

1
(U%)

Dos resultados de la tabla IV muestran gue todos
los cultivos realiéados con el dispositivo Segﬁn el inven-
to hen sido controlados y dominados; los resultados obteni
dos son muy buenos, Por el contrario, los cultivog efecﬁug

dos Ge menera tradicional, es decir en un fermentador adap

1 tado pars obtener bacterias, levaduras o produeir antibid-

tlcos, enzimas, ete., no han podido ser realizados vélida~
nente mds que sobre dos sustratos, a saber, el suero lédoti,

¢o0 y harina de trigo.
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1 - . Como conclusibn, el dispositivo segin el invento
perﬁite obtener una mayor produceién de biomasa y un agota
miento mgyor de log nedios. .

EJEMPIO IV '

5 Valor nutritivo del micelio Trichoderne Alhum

El velor mutritivoe del micelio de Trichoderma LY

bun ébtenido gsegin ol ejemplo I ha s;do comparado con el -

Valor nutritivo de le caseina 1écticé, de la>torta,de'so—

ja, pe le torta de sésamo, de 1ds hongos de Paris y‘aé los
10, . | grenos de altramuz crudo, f | '

Los valores CEP (ganancialde peso/protefnas ingé
ridas) han sido determinados on ratas machos jévenes deste
tadas S P F de raza Sprague Dawley;:la duracidén del experi
mento ha sido de 17 dias y el grado'o concentracidn de pro
15 teinas en log alimentos era de 10%, Cada régimen ha sido
reequilibrado con aminodcidos indispensables limitativos.
Cada lote experimenicl comprendia 20 animales.

La composicidn de 103 regimenes y los resultados
obtenidos figuran en la tabla V.

20 El enflisis de 1os rosultados de la tabla V mueg .

tra que las proteinas del Trichoderma Album poseian un Ve~
loxr nutritiﬁo equivalente a le caseina léctica suplementaQ
da con'metionina y superior al de las tortas cocidas de so-
ja y de sésamo.

A25‘ . EL reducido coeficiente de cficacie ﬁrotidica ds
la harina de altramuz cruda es debido a los factores enbi-
nutritivos contenidos en este grano. En cuanto al reducico

valor nutritivo del hongo de Paris, pera la rata, éste pue
de ser explicado indudablemente;por el elevado contenide de
30 carpbforos y paredes celulares. En efecto, en este caso, cl

31058
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 consumo 8s elevado.
EJEHPLO V

Seleceibn de la.ceﬁa Trichoderma Album

/

sente invento, se ha aisladoe, a partir de Trichoderma Vird

de, le nveva.especie Trichoderma Album que es empleada en

el procedimiento de obtencidn de proteimas, segin el pre-.
gente inverto, - o

La especie Trichoderma Album posee pocas paredes:

no produce antibiéticos ni pigmentos difusinles, contrarig

mente a la especie Trichoderme Viri@g de la que so deriva.,
No posee hifas coloreadas y terméfilas. - i*aé

El género Trichoderms pertencce a la clase’ de
los hongos filamentosos imperfectos (adslomicetos =.hifomj
cetog), del orden de las Mopilisles y de la familia_de lag
Moniliaceas.

Il micelio, compartimentedo, ramificado, ea de

te verdes, son-aislados, redondos, monecelvulares; son lle-
Vad;s por conididforos verticilsdos.

. Lios Trichoderms son organismos sapréfifos de los
suelos, Se congidera que son bendficos, ¥a que con'freouegg
¢la son antagonistas de hongosg fitcﬁaﬁégenos,'Pfoducen'nu—'
merosas enzimas y antibidticos. |

Esta nueva especie ha sido Obteﬁida por el proce-
dimiento de seleccién segin el invento, . ’
' Después de 1.400 ciclos (parciales o edmpletos)
realizados segun el ciclo representado en la figura 3, se

ha 1legedo a una cepa de Irichoderma polifaga, de rendi~

miento, inofensiva, cuyo micelio posee un elevado valor mu

color desde blanco a verde clarc, Log conidiog, generalmég '

Por el procedimiento de seleccién segtn el pre-
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_trltlvo para log animalesg.

La eliminacidén de log caracteres molestos escon-
didos e implicados por la cepa original, y la seleccibn,
realizada muy a fondo, de los rendimientos y cualidades
elircenticias, confirman perfectamente los potenciales gené
ticos excepcionales que poseen 1los hongos.

Ta especie Irichoderma Album aislada posee, tal.

como se deduce claramente en la tabla VI giguiente, una ve
locidad de multiplicacibén y una eficacia energética ecleva~
das. Esta nueva espoele posee pocaé paredes celulares, y
un elevado indice de plasmélisis on caliente. Ademds, no
posee hifas productoras de péptidos antibiéticos, glio%oxi
‘na, tricodermina y pigmentbs; no conprende individuos ter~
néfilos y con micelio coloreado. Ademds, se hibridina muy
mal con su antepasado, 1o cual conflrma que ha habido rees
tructuracién genética.

En la fabla VI, se han indicado los resuliados
de andlisis réalizados con cultivos al cabe de 100, 300,
1.000 y 1.400 ciclos segin el procedimiento, asi como log
resultedos de endlisis efectuados con la cepa Irichoderma
Viride original,

La cepa Trichoderma Album puede gey conservada

mediante transplantes.
EJENPLIO VI

Aplicacidn del procedimierto de seleccifn sestn el invento

& lag cepas Fusarium roseum, Baouveria, Tenella, Trichodérma

polysporum, Aspergsillus oryzae

El procedimiento de qelecc16n de los microorga-
nismog segun el invento es aplicable a la mejora de otros

microorganismos (hongos, leveduras, bacterias); ha permiti
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4o seleccionar gérmenes gue poseen propiedades especificas

bien definidas. En cada caso, es suficiente escoger bien

los criterios de sele001dn, los medios de cultlvo, ¥ wkili

Hediante “este procedimiento, se hé obtenido:

un Trichoderma polysporum dntagonista de los

hongos fitOpatégénos

- un Pusarium roseum sistémico, no patégens 'y que

aporta una proteccidén de las plantas .adntra

., .

los fusariums fitopatdgenocs

- Aspergillus flavus que no producen aflatoxinasg

- un Penieillium coconsun productor de arongs de

queso de cabra ' R

~ Streptomyces productores de antibibticos. hibri
dos

- bacterlqs y Sfreptomvceo productores da endon

peptidasas ' ff’

- Acrostalagmus aphidun hiperp tégenos pars log

<

pulgones, 7

Ia tabla VII ilustra algunos resultédoﬁ. ,

Tos résﬁltadOS de la tabla VII mpestran que a
partir de materigl bioldgico de diferentes origenes es'poée
gible alcanzar objetivos muy diversos y muy precisos, Ia
seleceidn de log carécteres interesantes escogidos y la’
eliminacidn de las propiedades molestas son mds o menos
largos o amplios, dependiendo de log microorganismos salva
Jes ensayados., Algunas veces, los obstdculos éon importaﬁ—
tes, ¥y seré preferible cambiar la cepa. original pare alcan
zar la meta establecida. En todos los casos, ge ootwenpn

esultados interesantes, . )
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I
EJENPLO VII

Revalorizacidn de concenuradog de oroteinas solubles de nes

cado-
Se ha utilizado un concenﬁrado de proteinas soln
bles de pescado con una concentracidn de 90% de prote;nus

Bobre materia seca. Se ha disuelto este concontrado en cug

En el dispositivo segin el invento se han intro-

.

duciﬁo 30 litros de la solucibn de concentrado definido an

teriormente y 1 a 2 litros de Trichéacrma Albunm obtenido
por cultivo sobre agitador. '
Se ha mentenido la temperatura en 24-282( y ‘el
pH del medio en un valor comprenaidq.entre 3,7y 4,3.
'S¢ han efectuado periédicémente retiradas. para

determinar el amargor del concentrado de proteinas solublies

de pescado. Se ha detenido la reaccidn cuzndo el concentrg
do estaba desprovisto de amargor, es decir después de apro
ximadamente 3 a 5 horag, ' _

El producfo obtenido era una mezela de concentra
do y de m100110 que eventualmente se puede oeparar por fil
tracidén o centrlfuga016n. '

_ In el ensayo'de laboratorio antes expuesto se hﬂ°
utilizado como produéto de partida un‘concentrado de pro-
tefnas solubles de pescado, que se ha disuelio en agus pa~
ra obtensr un medio nutritivo liquido. Bn la prdetica se

puede hacer actuar Trichoderma Album directamente desphcs

les insolubles. Se evitan de este modo una etapa de secado

¥y una etapa de disolucidn, que son indtiles.
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| EJERPLO VIIT

Depuracidn de los jugos de difusidn de azucarers

/' Los jugos de difusidn, que son 109 Jugos de difu
sién obtenldos a partir de raaas de remolacha, crlsta*lvan'
dificilmente por cavsa de la presencia de 1mpurezas, talns
como por ejemplo fenoles y sminodcidos.

Si se trabaja segin el procédimiento delrihventor

utilizando, en calidad de medio nutritivo, un Jugo de difu-

sidn, se obtiene por una parte un jugo clarificado qus
cristaliza bien y simplifica por este razén la ulteiior
tecnologia de fabricacidn del astcar ¥y por otra parte Lo~

teinas de Irichoderma Album. Bn efscto, el hongo eﬁpléado

consume todo el mitrdgeno presente como impureza en egte
jugo e ﬂldrafO“ de carbono y se obtisne un micelio. que pve
senba las caracteristicas definidas en la fabla I. -

Por ejemplo, si se wtiliza un jugo de dlfue¢6n
con ung concenbraelén de 17” de mauerma sgca ¥y que co tia-
ne 1% de N con re19016n a la meteria seca, puede obfenerse
por una parte un jugo clarificado con una concentracidn de
15% de materia seca ¥ por oftra parte 1 a 20 g/1 de jugo

e difusidn con 50 de protefnas de Trichoderma Albom, -

&
d .

Asi, en lugar de cbbtener melazas, que gon subpro
ductos de 1la 1nduuur1a azucarera, se obbtiene segin el in-
vento una fraceibn protelnvca con una concentracidn de 50
a G5% de protefnas y se mejora la cristalizacién'del a0

car. ' ' : . o -
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g Lo &
g g 5 s ©
D oo DW | w= e
© A "o} p O it ] oig
p,”b &S 20 20 e
w8 .o | @ 2 o
w® g o o 0
o D w e O ITiempo de duplicacidn
o 05 W S S j(en horas)
Eficacia ensrgética
o Wl H . PRGER- Y4 ,
= o hes 3 o |(cantidad de KNS, no-
o)) o Ul Q (@) : S o e 1
o ps o 3 S |cesaria para Oblener
1 g de micelio sazo)
‘Eficacia de la sinte-
» o ~ | 8is vroteica (eanti~ -
0 - n w b 1dad necesaria de ¥.S.
A ui fpare obtener 1.g. de
projeinas) (en g)
a2 o -~ ~ ~ |Grado medio de.mate~
o o ~ i © |ria proteica del.mice
o lio (en % MS) - .
. o - {Cantidad de protefnas
) -3 ° % = |producidas en 481 a
' partly de 40 g de MS
a Indice de plasmélisis
o “ N " ., |(fraceidn soluble en
ek o S o |azua a pH = 8 despuds
3 de 20 h de secado g
602C) (en %)
wn : o .
Q0 N <) & WP de proteinas en la
® © fraceién plasmolizads
o o e - w |Glicosamina (en % pa-
~ n W ul @ jra 16 g de I)
: o - v | Péptidos antibibticos
o o . [ ) ; .
W S v | excrecionados (en g/l

de medio de cultivo)
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_EXPLICAGION DE TOS_SINMBOLOS DT REFERGECIA (LETRAS Y KRUME~

ROS) DE T.AS FIGURAS -1 v 4 DB LOS

TRUJCS

Ficura 1
A = produdtos, subproductos, desechos.
,B1 =,érituraciones, homogeneizaciones.
B, = separaciones diferenciales.
C = fracciones sblidas.
D = fracciones liguidas,
E = fenmizados selectivos.
F = minerales,
G = sustancias ofgénicas.
H1 = concentracién..'
Hé = esterilizacitn,
H3 = adiciones.
H# =Lfermenﬁaci6n gsegin el invento.
A H5 = geparacidn.
I‘l = tratamiento por calor.
I, = tratamiento por dlealis,
I3 = tratamiento por dcidos.
I4 = separacioﬁeg.
J = sustancias himicag = gbonos,
X = fracciones liquidas.
L = micelio,
N = efluentes.
N1 = gecado.
N, tritﬁracién.
Né = gcondicionamiento,
Q = harina con 50-60% de protefnas,

abonos.
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= Q %‘enzimas.

(Pigura 4

22 = inoculecibn de 11 medios sélidos.

23 = incubacién un dfa a 279C,

24 = incubaciéﬁ dos dfas a 37°C en oscuridad.

',‘25 = inoubacién dos dfas a 372C a la lusz.

26 = incubacién dos afas a 279C, - SRR

27 = desecho de todos los culbivos mal desarrolladiﬁi}éolg.
reados, que producenrﬁigmentos 0 que oxidan 1og}medios

| 28 = exposicibn a ultravioletas (250 nm) durante dos_horas

g +402C de cepas blancas y vigorosas. .

29 = transplente a medio STARON, - a;:

30 = incubacién dos dfas a 379C, ' o

31 = las cepas que se desarrollan gon rechazadas.'i ;:

32 =\£ncubacién dos dias a 279C. |

33 = incubacién dos dfas a 279C, e

34 = desecho de todos los cultivos mal deserrollados, colg
reados, que producen pigmenfos 0 que oxidan 10s me-
dios.

35 = microaislamientos, 7

36 = incwbacidn dos dfas o 2700, 77 :

37 = cultivo agitado en medio Ifquido STARON durante dos
afas a 27°C, - |

38 = rechazo de todos los cultivos coloreados..

39 = recoleccibn y separacién,

40 = jugos, |

41 = determinaciones.

41~1 = pH. .

41-2 = oxigeno disuelto.

Uign niun 47
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- 41-3
414
415
41-6
417

’43

44
441
44-2
44-3
44-4

45

46
47
48

42. .

=4

i

il

H léjl\ ndm. 48

contenldo de materia seca.
nitrdégeno total.

péptidos antibidticos,
tricodermina,.

gliotoxina,

retiradas estériles,
micelio escurrido hasta peso seco durante una noche
a 602C,

determindciones.

contenido en materia seca.

contenido en pfoteinas.

contenido en glicosanina,

intensided de la plasmélisis,

nezelado en presencie de acridina naranja de las cg
pas de mds rendimicento ricas en proteinas, y porres
en glicosamina y antibidticos,

incubacidn en medio STARON dos dias a 279C,
microaislomientos. A |

incubacidn dos dfas a 279C.
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Los ountos de invencidn nronis ¥ nueva cue s¢ pre-
& - " - S

gen en las reivindicaciones siguienies
12,~ Dispositivo de fements cién ﬁedorud g3

obtener protelnas alimenticias de origen fingico o deriva-

des de orgonismos pluricelulares, -caracterizado porque com-

prende: wn fermentador, medios &e oxigenacidn, medios an;
uleonuma:teu, medios pars resvler la temgeratura, el »d ¥
el contenldo Ge oxigeno disuelto, ¥ even%ualmen%e rediog de
desobstrucciba, '

22,~ Dispositivo segln lz reivindicacidn 12, ca
racterizado porque comprende: a) vna cuba de fermentacibn
provista de va conducto de trasiego y medios de agitacibn

es! como medios de aireacidén; b) medios de desobstruccidén

‘constituidos wor vr vaso de exp -sidn, estando provisto di-

-

'cho vzso de expensién de tamices de retencidn; ) meulos de

oxigenceidn wnidos con el vaso de expansidn por intermedio
de un conducto en cuyo recorrido esté sitﬁada uns bomba de
circulacidén, estando unidosilos medios con la cuba por in-
termedio del conducto que esté en voladiZo'con relacidn a
dichos medios para permitir la formacidn de wa columa 1i-
gquida, en cuya parte ascendente se resorbe la espuma.

32,~.Dispositivo segln wa de las reivindicacio-

nes 1& 6 22, caracterizado porgue los medios de agitacidén

e e e
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de la cuba de fermentacidén estén constituidos por vn con-

junto de nlocas nerforadas wnidas entre si por wr sonoric

¥ por columnas, estando unido dicho somorte con v sishena
xeéntrico que pemi te mover el conjunto de las placas de
abajo o arriba en dicha cubc.
42,~ Digpesitvive sefm une cuclouicrs de las rei-

vindicaciones 1% a 32, carccherizado norcuc los meclios de

-

*

asitacidn estén constituidos por wn conjuanie de »lacas tni-
dags con wn eje horizontal.

5&,~ DISTOSITIVO DI FIXTIRACTION I':JO_L..DO PiRA
ODETITZR PRODEINAS ALIEITICIAS D3 ORIGIT FUUGICO C DERIVA-
DAS DZ ORGAIISIIOS PLURICELULARES.

Tel y como se hz descrito en la Ilemoria que ante-
cede, rexresentodo on log dibujos que se acompsian ¥ pore
los Tines guc se han especificado,

Este llemoria consta de CIITCUXITA hojas escritas =
néquine por wna sola cars.

ladria, 18.MAV1873
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