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4 Bl presente invento concierne e un procedimiento

tlajn o, 1

para la obtencidn de proteihas alimenticias de origen fingl
¢o 0 a portir de organismos pluric?lu;arés, en‘particmlar
por enpleo de un nuevo orgaﬁismo pluricelular, Coneierhe

jgualmante a las proteinas‘alimen%icias;asi'obtenidaé;~Adén

mids tiens como objeto un dispositivo de” fermentacidn ane es

igualmente conveniente para la realizacidn del proc§dﬁnienu

to del invento. Igualmente, tiene coﬁo objeto un precedi-
. : " L . ;
iento de mutacién de micro-organismos y en particular de

- b

hongos, . : , S

t

Tos microuofganismos (bac%%rias, ievaduras,,hnn-
goé) intervienes en la preparaciénrde alimentos humanoﬁjy
animaleé sctunando por sus enzimas yison utilizades péra in
produccidn industrial de moléculas orgénices, muchas de las
cuales eon metabolitos benales o comunes (etanol, deido acd
tic0; deido cltrico, glicerina, lisine, deido glutdmice,
deido asclrbico, 6bC, +.0).

. Dosde elrepmienzo @e la era pasvtoral, Los micro-
~organismos simbiéticos han sido culiivados sobre diversos
sustratoe (melazas, bagazds, suero léctico, liquidos bi.sul-|
fiticos, ete.), con vistas a la revalorizacién de ios aub-
pfo@uctos ¥ & 12 obtencién do biomasas. Ias hiomasss eran :
utilizadas sobre todo en la alimentacién de animales comﬁ
aportacidn de vitaminas, de sales minerales y de proteinas.

Por razones coyunturales, el desarrollo derestas

précticas ha quedado limitado dursnte largo tiempo. las

Sode

@

principgles causas de este estancamiento han sido: las 'rr;

gularidades en la calidad, las dificultades en el control ¥

gominio de los cultivos y en el mantenimiento T COnsSeYvass

« £ - e . . N
cion Ge las cepas, .la aparicidén dsz menentisles de profeinas
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tajr niom 2

_y de vitaminas mds baratos, la reestructuracidn industrial,
comb consecuencia del descubrimisnto de reéursos ¥y yacimicn
tos £ésiles, que ha écqlerado el desarrollo agricole, ctc,

Estos dltimos 20 aiios, 1as producciones industria
les de biomasas'hah conocido una reactivacién muy notable,

- Los elemontos que han motivado dicho resurgimicnto y‘reacti
vacidn son principalmente: los progresos de la blologia mo-

'lecular, el descubrimiento do micro~ofgénismos gque consumen
manantiales energdticos no convehcionales (por ejemplo para
finas), la nocesidad de la resorcidn de efluentes agroali»
menticios cada vez mds voluminosos, las necesidades crecion
tes de proteinas, la aparicibén de nuevas tecnologias que
tienden a reducir el consumo Ge energia, etc.

A paf%ir de 1960 se ha desarrollado una intensa
invegtigacién acercg del cultivo de les.biomasas. Se ha ro-
lacionado con levaduras de alcanos, bacterias que oxidan al
metanbl, espirulinas que crecen sobre medios carboﬂatados,
hongos suscepiibles de metabolizar diferentes tipos de
oefluentes, ‘

Ios ensayos nutritivos realizados con numerosas
especies animales han puesto en evidencia el elevado valor,
nutritive y la iﬁocuidad de las biomases asi obtenidas,

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

-~ una buens especificidad frente a los sustratos;

- un corto tiempo de duplicacién (de 20 minutos a

5 hofas);

- una elevada eficacia energética (100 gramos de
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1 - - hidratos de Earbono = 25 a 32 gromos de pYo~-
teinan);

- un crecimiento a las emperaturas exigiags (de
2092C de a 502C); _ o

5 - - un crecimiento a velores extremedos do pi;

i H

‘elevadas de sustratos; |
- deben realizar un agotamiento méximo A6 los me
dios (reducecidén de 1a D Q Gy o la D B~05 ée
10 | 90 a 98%); | | ‘
i - el cosechado y el secado de la bicmasa dehen
ser féciles; | »
~ el éontenido de proteinas debe ser elevedo
(40-65%) ; |
25 o — los contenidos de &cides nuelelcos y de pave-
| ) des nucleares deben sar redveidoss 7
- log gérmenes emplesdos no éeberén poseer poder
patégeﬁo (virvlencia y excrecién de toxinas)ry
no debeﬁ producir bactericsinas ni desprender
20 : | ~ olores desagradables; |
| - el‘cbeficiente de eficacis protidiea (C.E.P.)
Ge la biomasa debe ser elevado. .
Se harencontradc, por primera vez por lo que fe
. be la soiieitante,'que un microorgenismo filamentoso podis
25 servir como alimeﬁto. . -
En efecto, mientras que las becterias y los hon
&gos filenentosos son utilizados corrientemente en técnolo~
gla alimenticia y para la produccidn de metabolitos diver-
B0s, vitaminas, aminoécidos; antibibticos, enzimas, ete.,
- 30
31058

unicamente lag levadures han gido cultivadas bastante Bl
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- pliamente para ser consumidas como climentos. Fots capaci-~
dad de las levaduras para prbporoionar importentes cantidg
éﬁs de biomasas ha sido confirmada con el descubrimieﬁto
de éu propiedad de crecer gobre los alcanos. Se han publi-
cado numerosos trabajos, revistas ¥y obras scerce de lg prg

_ducciéﬁ ¥ de las cualidades nutritivas de Jas levaduras
alimenticias.

, EL microorganismo filanentoso utilizedo en el
procedimlento del invento pertenece él género de los Iyim
chodexrna,

, ' Se ha encontrado ademéds que tal microorganismo
filamentoso permitia revalorizar deterninados sustratns

. proteinicos, especialmente sustratos proteinicos con alto

contenido de'proteinas cuya utilizecién es limitada por el
‘hecho de que contienen por ejemplo productos téxicos y/o
prodﬁétos que les confieren un cierto grado de anargor.,

El procedimientc segin el invento permite por lo
tanto la obtencidn de proteinas elimenticias que provienen
de la accidn de este microorgenisme £ilamentoso sobre sus-
tratos proteinicos. El invento concicrne iguslmente a los
productos protoinicos asgi oﬁﬁenidos, estando congtituidos

" estos productos por proteinas de sustratos modificados (dg
purados, desintoxicados o desprovistos de 8Margor) even-
tualmente en mezcla con proteinas del microorganismo filgw
mentoso o Unicamente proteinas del microorganismo filemen-
t080, '

‘ El procedimiento para le obtencién de pfoteinaa
elimenticias consiste en cultivar, en condicidnes que se
describirén seguidamente, wn microorganismo filamentosoe ro

1{fago capaz de metabolizar especialmente los productos
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| oxigeno disvelto, reslizéndose dicho culbivo bajo una agi-

Tajn nam : 5

~—agricolas ¥y los residucs de las industries alinenticiag,
¢ de depurar, desintoxicar y'suprimir el amargor de }ps
sustratos proteinicos, . 7

‘ Fl procedimiento segln el presente inventércoﬁ;
siste:.' -

) ' 1) En cultivar, a une temperaturs inferior s

282C, el hongo Trichoderma Album sobre medsos nutritivos-
.liquidos; siendo mentenido el pH de dichos medios en hn Vg,
lor comprendide enire aproximadamente 3,7 y 4,8; siépdo de

aproximsdamente 6 & 10 miligramos/1i%tro el contenids de

tacién eficaz no traumatizante y en condiciones tates que
el esponjamienic o0 eumento de volumen gea practicemente nn
lo.

E1l hengo Trichoderma Album empleado en ¢l proce-

dimiénto segun el presente invento es un nvevo nicroorge~
nisgmo que hé sido Gepositade en ls Collection Nationsle de
Cultures de Microorganismes de 1'Institut Pastcur en Péris
con el nimero I-032 el 2 de junio de 1977. Este hongo asi
¢omo su prboedimiento de obtencibén se describirin con ma~
yor detalle en la continuacién de la presente memoris deg-
eriptiva, A |

Los medios nutritivos que son convenientes pars

los fives del presente invento, es decir sobre los cuales

se desarrolla dicho Trichoderna Album, comprenden medios
liquidos que contienen nitrbégeno proteico; nitrégeno,ahing
¢o, o nitrogeno mineral (amoniaeal o nitrico) que genergl-
mente son desechados. Provienen en general dé produétos
agricolas, de subproductos y desechos'de industrias agro-

alimenticias, Estos medios pueden estar constituldos igual
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f 1 mente por sustratos proteinicos que se desean revalorizar.
i .

Entre los productos agricolas convenientes, se cita-

rén, por ejemplo, harinas: de trigo, centeno, maiz, cevada,

avena, guisantes, elc.: tubérculos y raices: de patatag,
. 5 topinambur, mandioca o yuca, batatas, remolachas, melazas

y pulpas de remolacha, zanahorias, colinabos, ete.; pulpas

Yy _tegumentos de frutas: .de plétanos, piflasy naranjas, man-

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

maderhs. Estos medios pueden ser uwtilizados tal come ecutéan

' | ‘ P
10 |o pueden ser previamente higienizadoé 0 esterilizados.

Los efluentes y residuos agroalimenticios que pueden
ser empleados en el procedimiento segin el invento, compren
den %specialmente excrementos de aveé de corral, residuos
de cunetas, basuras domésticas,.aguas'residuales, efluen-
15 tes de Tébricas de conservas; de obtencidn de proteinas,
vinazas de destileria, liquido de maceracidn de ralz, aguaz
I de difusidn de ‘azucareras, los productosique’provienen de

la fauna marina, ‘especialmente del pescado y crusticeos

(por ejemplo el krill)..Estos productos son especialmente
| 20 aguas de prcnsa:(pcscadd soluble) y 165 concentrados de
: proteinas sblubies de pescado.

;A titulo de ejemplo de sustratos'proteinicos pueden
citarse especialmente pulpas de remolﬁcha y concentrados .
de proteinas solubles de péscado..

25 Igualwente pueden utilizarse mezclas de los produc~
Tos antedichos en calidad de medios nutritivos.
Cuando se'émplean sustratoé proteinicog qﬁe se de-

sean revalorizar, se cultiva el hongo Trichoderma Album

en las condiciones indicadas Precedentemente, hagta que

%0 sean eliminadas las caracteristicas indeseables de estos
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_sustratos,
i

Por ejemplo, cuando se utiliza un concentrado de

proteinas solubles ds pescado en calided de medio nutritivo

que comprende sustoncias amargas, se emplea el procadinien-—

- .

to del invento hasta que el sustrato proteinico quede des-

provisto de amargor. El sustrato proteinico obtenidq‘cpm-:

prende evidentemente micelio de Trichoderms Album, qué“pue-
de ser eliminado ¢ no por medios ciésicos de sepafaci%h. i
' Tos concentrados de protefnas solubles do bé%caw
dos tienen en general una cbncentracién de apfoximadéﬁ§§ts
90% de proteinas, que poseen un valor .alimenticio maéiiies~
to. Nb es necesaric por lo tanto trensformer eétas_§r5ﬁéiu

nas de pescado en proteinas de Trichoderma Album; esta es

la razén de que en sl caso Qe 1la revalorizacidn de tales
'sustpatos se haga actuar el hongo justamente duran%é al-
tiempo necesario para eliminar el amargor; serd fdcil pars l
un téenico en la materia determinar sl %lempo necessrio pa-
. re éliminai' este amargor. Los ensayos realizados han mostrg
do gue en general era suficiente Qejar deserrollarse el

Irichodsrma Albom sobre tales medios, en las condicionce in

dicadas precedentemente, durante aproximadements 3 a & hoe |

N
ras,

Otro sustrato proteinico que puede ser &ﬁiliza&o
segin el invento estd constituido por pulpa Ge remolacha.
Is pulps de remolacha tiene en generél_una-concentraciég de
90% de agua; este agua es dificil de eliminar y por pbénsam
do segin la téenica anterior se cbtienen pulpss de remola-

cha prensadas con una concentracidn de aproximadamente 80%,
de agua.'Se ha encontrado que hsciendo actuar Trichodeggg

41bum sobre pulpas de remolacha puede obtenerse, despuds de
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~prenuado do pulpas que tienen una concentracidn de 50%,

‘nas contenidas en las pulpas de remolachas y que retienen

el agua, ' !

Hajn nam 8

agua solamenta. Estos productos son Utiles para .la alimenta

cién animal, especislmente para la del ganado bovino.

En eoste caso se plensa que el Trichoderma Aibum

elimina, por la accién hidrolitica de sus enzimas las pecti

, Pueds ser ventajoso, cuando ss utiliza un sustra-

to proveinico ds mala calidad, obtener un producto préteing
co que tiene un valor proteico mejofado; osto puede ser res
lizado segin sl invonto haciendo desarrollarse s gggggéggg:
ma Album sobre el m=dio que primeramente he sido depurﬁdo,
desintoxicado o desprovisto de su amargor por la accion de

Trichoderma Albuwmn; es importante eﬁtonces equilibvrar el ms-

dio considerado afiadiéndole hidratos de carbono o nitrdége-
no. Se obiiene eatonces un producto proteinico constituido
por el sustrato modificado y por una cantidad mds o menos

importante. de proteinas de Trichoderma Album dependiendb

del grado de desarrollo del hongo.alcanéado en el momento
en que se detiene el procedimiento del invento,

Cuando se utiliza en calidad de medios nutritivos
unos medios sin valor alimentieic, se hace crecer el hongo
sobre este medio paru agotar al mdximo a este ultimo. Se ob

tienen entonces prote:nas de Irichoderma Album, Eg importan

te entonces equilibrar estos medios,

Los gradoé ée.materia seca de los medios nutriti-
vos liquidos empleados en el procedimiento segin el invénto
estan condicionadés al grado'de_agotamiento de dichog me-
dios. Si los medios son agotables a fondo, el grado de mate;

ria seca puede ser elevado pero existe un factor limitativo

|
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|- El contenido de nitrégeno (N atdémico) de 108 me-

Vajae ndim. 9

mina el gredo de agotamiento de cada medio por un método
popderal comparando .el pesod micelio obtenido y el grado
de materia seca residual. L : ”_'

dlos nutrLtlvos debe ser de aproxlmadanente f=5% de materla

ducir aproximadamente 32 gramos de protefnas; por v tanto
es necesario ajustar el contenido de nitrdgeno de 1los me-
dios & un velor préximo a este valor tedrico, Si el eonteni

‘do de nitrdgenc de los medlos notritivos es demasicdo -eleva

§

este”contenido es demasiedo reducido se afizde nitrégeno en

una forms aprepiada, espscialmente en Lorma de sulfato de

ner vn conbenids de nitrdégeno de aproximademente 4-5 gramos

por cada 100 gramos de materia szca.

partir de productos agricolas, de subproductos y de regi~
duos de industrias ggroalimenticias, por ejemplé por el pig
cedimiento representado-en la figura 1, que ilustra la ob-

tencibn de proteinas de Trichoderms Album. Segin este proce

dimiento los productos, subproductos o residuos son someti-

dos & una o varies trituraciones, & una o varias homogenei-

das reswltantes son tratauas soguldamente segin procedimlcn

‘tos cla31cos conocidos con vistas a lg recuperacidn de suge

tancias himicas utilizables como abonos. Tas fracciones 1fe

_que es el contenido de oxigeno disuelio, debiendo ser mante

nido éste entre 6 ¥y 10 miligramos/1litro de medio. Se dstexr-

ca. En.ueorla, son necesarios 5 gramos de niurogonu Dara -

hacer consumir 100 gramos de hidratos de carbonoe y pars pro

do, se. le afizden hidratos de carbono; por el contraris, si
amonic o nitrato de amonio ¥ en canticad saficiente para te

Iog medios nubritivos liguidos pueden obtenerss s

zaciones y separaciones'diferenciales. Las fracciones séli-|

|
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- & una femperatura inferior a 289C, preferentemente entwve 24

ajn nim 10

-quidas recogidas son reuﬁidas, concentradas, cventualmente
higienizadas o esterilizadas, y su contenido de nitrdgeno
a8 sjustado a un valor de aproximedamente 4 a 5% de materia
seca, antes de ser sometidas al procedimiento segin el pre-
gonte invento., El micelio racupsrado e¢s seguidaments wecado

.¥ acondicionado paras proporcionar una harina de protainas
qué contiene en gencral 50 a 65% de proteinas; los of Lueri-
'tes liquidos resultantes son utilizados como sbonos o como
aportaciones de enzimas,

E1l pH de los medios de cdltivo debe catar compren
dido entre 3,7 y 4,3 & ser mantenido en wn valow conprendi-
do en esta gams dursnte toda la operacldn de cultivo., En
efecto, ensayos preliminarég han mostrado que el agotiemien~-
to de los medios raramente sobrepasa de 50% en el caso de
la répids cafida del oxigeno disuelto y de variaciones consi
derables del pH, Por lo tanto es indispensable mantener el
pH dentro de la gama éntedicha con el fin de obtoner una 0D
timizacidn de los cultivos. E1 pH es mentenido automdtican~
mente por dosificadores que permiten aifadir al medio nutri-
tivo una bsse o un deido, dependiendo del valor del pHj pug‘
de utilizarse por ejemplo sosa, deido clorhidrico, deido
sulfdrico 0 cuélquier otro écido o base apropiaao. Igualmen
tey 88 necesario que el contenido de ox{geno disuelto esté

‘comprendido entre aproximademente 6 y 10 miligramos/litro,
preferentemente 8 miligramos/litro.

Log cultivos de Trichoderma Album son realizados

y 28°C, E1 Trichoderma Album ya no se desarrolla mis & una

temperatura superior a 289C. Por el contrario, este microor

ganismo trabaja a una temperatura inferior a 242C pero con
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-vna velocidad muy lenta. Por lo tanto es ventajoso trabajar

-la cual Sste no experimente lisie,

len y dominen los problemas de agitacidn, de alrea016n v de

Hajn nam. 11

& una temperatura comprendida entre 24 y 28¢C,
Ia operacidén de cultivo debe realizarse con una

/ ' o

agitacién eficaz no trawnatizants, es decir con une agita-

¢ifn que no -inhiba el crecimiento del microorganismo y bajo

Los cult1voa de Trichoderma Albnm pueden sor rea~|

lizados qobre 391tadores 0 on fe“mentadorus' es imporuante :
respetar las condieciones operatorias antes definidas;rHay
que hacer observar no obshante que el crecimiento ﬁe:ios mi
croorganismds en cultivo sumergidos, es decir en féfmﬂﬁtado
res, es generalmente mucho mds rdpico y.que el aaotam¢ento

- de ‘los medlos es mds completo en el caso en gue so eontro~

espogjamiento.d ammento de volumen, ,

Los tipos de fermentadorss utilizados péfa culti-
var las bacterias y las levaduras no son eficaces para desa
rrollar y reproducir hongos filamentosos., Los fendmenos mds

diffciles de dominar en el emploo del procedimiento segin

el invento son: la agitacidn, la airescibn y el esponajemie:

40 0 aumento de volomen,

Mientras que las levaduras y lss bacterias moJew

ran agltaciones violentas, elcarecimiento de Trlcnoderma Al

bum es fuerfemente inhibido mds a2lld de una agitacidn de

150 vueltas/minuto y el micrabrganismos experimsnta 1i§is
con 400 vueltas/minuto. Este fonbmeno es un factor limitati
vo importante, toda vez que no es posible manfenerrel gradé
de oxf{geno disuelto en 4 miligramos/1i%ro agitando a menos

de 100 vueltas/minuto.

-

Una aireacién importante (1 a 3 litros de aire/1i

2
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- 1la aireacién_y las cantidades de agentes antiespumantes con

Comprende también medios de regulacién Go la temperatura,

Hajn niun 12

més-de 3 & 6 horas el grado de oxfgeno disuelto en un velor
d? 5 miligramos/litro. Ademés, con importantes volumenes de
éire-es imposible de dominar el aumento de volumen o espon-
Jjamiento.

En el curso de las fermentaciones, las espumas
plantean siempre problemes, En el presente caso, las sustag
ciags antlespumantes deben ser alimenticiam; por consiguien-
te, debon prohibirse los entiespumantes & base de siiiconas

Las mezclag de acéites vegetales y sales de Aci-
dog grasos no han dado mds que resultados muy medianos.

Por lo tanto es nece¢sario modvlar la agltacidn,

el fin de obtener un satisfactoric compromiso.
) Con el fin do obtener este saiisfactorio compromi
80, se ha puesto a punto un nwevo dispositivo do fermenta~
cidn que constituye otro objeto del presente invento.
El dispositivo de fermentecidn segin el presentc
invento comprende, a titulo de¢ elemsntos esenclales: un fex

mentador, medios de oxigenacidén y medilos antiespumantes,

de pH y del contenido de oxigsno disuslts,

EL fermentadqr debe comprender un lento sistems
de mezclado del micelio y del medio de cultive; este sisto-
ma de mezelado puede estar coﬁstituido por ejemplo por un
conjunto de placas perforadas sobre las cuales se encuentra
el micelio, siendo dichas placas paralelas y estando uni-
das entre ellas por un sistema que permite despldzarlas den
tro del medio de cultive. '

Los medios de oxigenacidn deben ser apropiados pg
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. " oymgenar el medio de cululvo, pueden estar consh it idog

ven%agosamente por un centrlfuﬂador de cdmaras que permita -
une oxigenacién fuera del fermentador. Otros dispositivos _
de oxigenacién fuera del fermentador, tales como bdmﬁéé cen
ﬁrlfugas, u¢sp081t1vos venturi, mezcladores estatico y chi

-meneas de oxigenacidn pueden manlLestarse més aproplados on

el caso de un camblo de los grados de recircula016n reienl«

dos, que dependen de los suuiratos y de 5us conceﬁtra01ones
Tos medios antlespumanues deben permitir 1’ resoy

¢iln de la espuma formoda, por eanmﬂlo en el centr 1gador

de cdmaras, Estos medios deben permitir la formacién~da una

columna 1fquida en voladizo con respecto a los medios-fde
oxigenacién, completados eventualmente por medios clésicos
quimicos y mecdnicos. '

- El dispositivo segdnrel invento pueds sex utiliz

{0

do para el cultivo de bacterias, leveduras y hongos Tilemen

. A....._..

tosos. En el caso del cultivo de hongos fllamenuosos, os
necesario prever medics de desobsiruccidn; éstos pueden es-

tar constituidos por wn vaso de expansién o por medios zel-

métlcos, o pueden realizarse de modo continuo por wn filtro

exterior por ejemplo de cinta o banda, o bajo vaefo. Los m,
croérganismos separado% son reinyectados en esté céso en el
fermentador por medio de una bombe volumétrica 0 de una ecin
ta transportadora. Aungue estos mediocsz no sean indispensa-
bles en el case de cultivos de levaduras o de bhacteriasg,
con frecuencia es ventajoso interoalar-un vaso 3e expansidn
entre el fermentador Y los medios de ox1genaCL6n. '
Un modo de rea117a01on del dlopOSltLVO de fermen=-
taeidbn segin el invento apropiado para el cultivo ds hongose

Tilamentosos va a ser descrito ahors détallédamente hacien—

.
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1 _do referencis a la figura 2, que es una vista esquemdtica
de éste dispositivo, y a la figura 3, que ©s uh,modo de rea
lizacidn particular de una variants.

E1l fermentador del dispositivo segin el invento
5 estd constituido por una cuba (1), generalmente cilindrica,
_cuyo fondo tiene preferentemente una forma troncocénica y

estd provisfo de un conducto de trasiego (2). Esta cuba (1)
“comprende medios de aireacién (3) éue permiten realizar la
aireacién del medio de cultive al comienzo de la operacién
10 . | de cultivo de hongos filamentosos..Comprende tanmbidu an con
Junto de placas perforadas (4) unidas entre sf{ por el sopor
te (5) ¥y por columas (6). E1 soporte (5) estd unido zon un
pistema excéntrico (7) movido por un motor (21) que permite
mover el conjunbo de las placas imprimiéndole un movimiento
15 “de apajo a arriva, El sistema excédnirico y el conjunto de

| las placas perferadas constituyen una especle de agltador
que permite hecer subir sl micelio por encima del nivel del
1l{quido. Es evidente que sste sictema de agitacidn pucde
ser reemplazado por cualquier sistems sndlogo. Por ejemplo,
20 pueds utilizorse el sistema de agitacibén representado en la|
figura 3. Este sistema de agitacidn, que constituye una vor
| riante segdﬁ el invento, estd congtiinido por un conjunto
de placas (4) unido con un eje horizontal (5) animado de un
movimiento de rotacidn, por ejemplo en el sentido indicado
25 por la flechs.

Iz cuba de fermentacidn (1) comprende'taMbiéﬁ una
conduccidn (8) para evacuaciln de los gases (aive y gas cer
bénico)., El fermentador estd unido con un vaso de expansidn
(9) por intermedio de una conduccién de didmstro grande; Tal

30 | conduccién (10) estd provista en su extremo, en unién con
31058 o




10 -

15 -

20

25

30
31058

‘por intermsdio de los medios de aireacidén (3); la aireacidn

Hajn ndam 15

el fermentador, con un tamiz de retencidn (11) ¥y con ung

védlvula de clerre (12). El vaso de expansién (9) comprende
un tamiz de retencidn (15) Estd uniao con el cencrlfugador

de cémeras (14) por intermea io de una conducclén (1 ), que'

comprendes eventualmente un_cuello de ‘eisne (20) Y enrquyo

-eurso estd situada una bomba de cirenlsdcién (16) y una admi

316n de sire (17). E1 centrifugador de cdmaras (14) eqta

:unido con la cuba (1) por 1ntermed10 de la conducc16n (18);

que j1lega a la parte superior de la cuba (1),

Por 1ntermedlo de la canallzaCLén (17) Puede ine

. -

Jecterse aire si es necesario, . T
Iarconduccién (18) debe ser obligatoriamenﬁé?dé'
digmetro superior en la cana11 aolén de enmrada en ol cen~
trifugador y dsbe estar en voladizo con ralacibn al cnntrlm
fugador para permitir la formacién de una columa Qe 1iqui-
do con el fin de evitar ls formacién de espuma; de esta ma-

nera, la espuma formada se resorbe en la parie ascendente

~de la conduccidn (18).

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

finido anterlormente el mezclado del medJo de cultivo y Gol

‘microorganismo Trlchodsvma Album se realiza lentamente a-rag

zén da aproxn.maaaaentA 15 a 30 movimientos poxr mlnubo, L8~
cias al sistema de placas perforadas (4), que hace subir al
micelio por encima. del nivel del 1iqui§o, ,
Durente las 3a4 primeras horas de operacidn de
cultivo, la aireacién se realiza por el fondo ds la cuba

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

mentos y el crec1m1pnio en.el vaso de expansidng luego,

S, S e i s e s e Bamet
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_cuando el micelio estd en su fase do crocimiento exponen-

" fermentador. E1l caudal es regulado en funcién de las necesi

_Glog de cultivo..

oy niun ‘36 l

{

cial, la vdlvula (2) es abierta; la bomba de circulacidn
(}6) y el centrifugador de céméras (14), en ol que se reali
za la oxlgenacidn, son puestos en marcha; la expulsién del
fluido se eféctda a mayor altura en la canalizacidn de.didm
_metro mayor (18), lo cual permite la disipacién de la espu-
ma e¢n la columna de liguido reconstituida. E1 medio reoxige
nado se Vierte en la cuba del fermen%ador (1) a apfokimada—
mente 30 centimetros por encima del nivel dsl 1{quidvu; la
placa superior del mezelador arrastra lo paguelia capa de c3
puma en el medio, Los dos tamices ({1) y (13) permiten £il-

$rar el medio nutritivoe y contener al micelio dentro del

dedes de oxfgeno. Graciss a este dispositivo, es fdcil de
mentener en el medio un grado de ox{genc disuelto convenien
te (de 6 a 10 miligramos/litro) y cssgurar un crecimlento

6ptimo del microorganismo y un agotamienio wiximo de los ny

ElL dispositivo segin el invenio permite realizar
de modo coﬁtinuo,el cultivo; en este caso, los tamices son
entreablertos, el micelio recoglido en el centrifugador es
evacugdo pof lavados y trasisgos; ia parie eliminadg del.li
quido es reemplazadé por medio nutritivo de nueva aporta~
cién.

El dispositivo segin el invento, que permite rea-
1izar une eficasz oxigenacién de los medios de caltivo y do-
minar la formacidn &e espuma o esponjamiento, es perfectamen
te apropiado para los cultivos de bacterias y de levaduras,
Egte dispositivo de fermentacidn segin el invento es por lo

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

tencién de proteinas pueden realizarse de un modo continuo

- ventajosamente segin el sistema seguidamente ~indicado:

Haju nim 17 )

En el caso de cultivoes de bocterias y de levadu- -

ras, pagan cantidades variables de mlcroorganlvmos al cen-~

trlxugauor, al comlenzo del cultlvo, éstas son 1nyectaaaa

Ge numvo en el fermentador por lavados y trasiegos, y, se~

guidamente, durante cultlvos continnos, son ve00ﬂ1das;Aié
parte del jugo que ha sido eliminada es reemplazada- ﬁ&ﬁ_ﬁn
medio de cultivo de nuevs aportacion, .
Tal como se ha indicado precedentemeﬁte,.laé férm
nentacionss gegﬁn el procedimienﬁo-ﬁel invento para 1é7§$_
0 de un modo discontinuo. 7 )
Cuando las fermentaciones se realizan do un modo
discentinue, se retira aproximsdamente los 9/10 del culmlvo
cada 15 a 20 horas aproximadamente y se reemplazan e tos
9/10 de eultivo por un medio de nusva,apﬁrtacién ajustado e
higlenlyado En nurerosos casos, e9 roaible la reelrcujam
cidn de los efluentes. 7
‘Bl producto protefnico obtenido segin el procedin

miento pars la obtencidn de protefnas puede ser recogido .

corhin et
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Medio de cultivo
eventualmente equili [&—
brado e higienizado

. rd
Trichoderme Album [V

- tragiego
- recogida sobre filtro prensa
- prensado

J; Efluentes w--¥mm7

Torta de micelio
proteinas del sus~
trato y/o proteinas ‘ de secho
de Trichoderma Album ' '

~'secado
- trituracidn
- goondlcionamiento

Harins de proteines

Después de haber trasegado, la cosecha ¢S recupe-
rada por filtracidn, por ejemplo sobre un filtro prensa o
cualquier otro dispositivo apfopiado de filtracién. Despuég
dé filtraciSn, el cultivo es prensado para formar una “torta
de micelio que contiene 30 a 50% en peso de materia seca,
Egta torta de micelio es seguidamente secada, eventualmente
triturada y acondicionada con vistas a su conservacidn o a
su transﬁorte. | i

Fl secado del producto proteinico por liofiliza~
cién, stomizacidén, £luidificacidn o sobre un rodillo seca~-
dor (del tipo "Hatmaker") secador de benda o secador noums-

tico, es muy rdpido., Estos procedimientos de secado pormi~
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-ten obtener y llegar a un alimento con una calidad excepcip

* deshace espontdneamente,

le no obstants sebores espseificos,

Hojn ndam 1 9

nal y que no dejan ningmma célula susceptible de vivir,

Por el contrario, los procedimientos estdticas de

4

secado alteran el-valor nutritivo del producto. En efevto,
la plasmblisis libera las estructuras aminicas y ginc{dicas
simples que reaccionan por reaccidén de "HMaillard®, To's pro-

cedimientos estdticos de secado han de ser prohibidos por

-

lo tante. o 7 , Tl

A la salida del filtro prensa, el productozprOtoi

nico, gue contiene especialmente el micclio Ge Irichaderma

Albvm, posee una estructura filementosa bien individw

weliza~

da, AL secar, esta estrud%ura se hace muy dosmenuzable y se
Cuando el producto proteinicoresté constitui@o
Unicamente por proteinas de Trichodsrma Album, el micelio
seco ¥y frituraéo se presenta en fbrﬁa de un polﬁo blanco,
con vne densidad que oscila entre.096 y 049, Este polﬁo, 10
estﬁjable, es untuoso, muy fécilmente humectable, y éarece

de olor y sabor. Ciertos m=dios de cultivo pueden conferir-

En‘microscopio, no se puede percibir ninguna es-
N &

tructura de micelio. Sc observan solaments pedazos o restos

de formas diversas cuyas dimensiones varisn entre 5 ¥y 50/&.

Ias proteinas de Trichoderma Album obtenidas se-
- gbn el procedimicnto del presente invento se presentan en
la forme de polvo que contiene 50 a 65% de proteinas,

Ias composiciones centesimales y de aminodcidos

‘del micelio de Trichoderma Album, obtenido segin el procedi
miento del invento y secado, s2 dan en las tablas T y Ii;

En Ja tabla II se han indicado las composiciones
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_de éﬁros materiales proteinicos obtenidos segin los procedi
mientos cldsicos.

Tos productos proteinicos constituidos por uns
meécia Ae proteinas de sustrato y de micelio tienen uﬁ con-—
tenido de proteinés que veris dependiendo del sustrato de

-partida y de 1z cantidad de micslilo,

TABTA T
COMPOSICION CENTESIMAYL DRL MICELIO
SECO DIy TRICHODERIA AIEUM
(% on peso)

Proteinas (N x 6,25) 55 é 63
_1Nitr6geno no proteinico - 3a 5

Grasas 6ai2

hzicares insolubles ~ 8a10

Azdcares solubles . 7 a 10

Acidos nucleicos  4a 6 )

Cenizas .' . { 6a 9

dgua ‘ , Ja 5




TABLA IT

COHMPOSICION DEL TRICHODERMA ATEBUM

comparado con btros nateriales proteinicos, en porcentaje para 16 g de I

e - ) RN I
Lo o] o !
§ PRI NE | N
. ] ot 1.1 3
=$1 r‘j '5* o "'51 ] 0]
§ ' gg | B8 LR ﬁfﬁ
= el Q- ot o | ] AR
© o o} 4 P ! Pt i Q| o<y
o w2 ﬁ N © < IR RS ,
pE 9 o = &y i 5| gs g gm
. q g Pl H ...1 o Q
o ) @ o i) £ Qo 2w g
e ) 0} & .| o 0o = e |-Hg © .
N s i @ 5 < < ] gt 3oy
s | @ S 3 |9 20l o | @8 loag | S
8| E 5 ® | da | H | da | g8 | 08
i © Q o o H -1 MO iyl el g
[0} [o) 4 o] (=) wl O 0] 00 Jago & )
s 1% LBl e | ™ | 85| % |5F [ 5s |0
o = .ﬁ g .g ,gq-q ';.gia
g‘ Q o =9 <:ri’cH
ik 1 & | 8° 48
LIS 28,2| 6,4 | 2,8 5,3| 6,91 8,383 [10,4 15,91 7.1
HIS 3.7 1 3,2 3,1 | 24| 1,7 2,2|2,6]| 24123059
ARG 4,4 | 7,7 | 14,2 12,0 4,9 | 5,6 | 5,8 | 6,4 | 5,6 | 2,2
ASP 6,7 |11,4 | 8,1/10,4| 9,5/10,0 | 9,4 |10,2 10,8 |10,0
IRE | 41 | 4,0 | 3,90 3,3] 50| 57| 4,8 5,4 | 5,9 |25
SER 49 15,1 | .4,6] 3,9| 47| 525,357 |5,4 |8,
GLU 20,3 18,5 11957 | 24,1 | 24,7 | 13,6 [16,0 [12,0 13,8 |11,5 .
PRO . 1096 573 3}5 4’95 6!1 5;4 595 5;2 5,1 3,2
GLI 1,6 1 4,0 | 44| 3,3| 4,2 5,2 | 4,2 | 6,0 | 5,2 | 2,2
A4 2,6 | 4,2 | 4,4 3,2) 7,9 6,5 | 6,3 | 7,1 | 6,3 8,7
CIS-MET 3y1 399 6;8 290 2,0 3,2 3g9 2,8 490 295 R
VAL 5,9 | 4,8 | 45| 4,0} 57| 5,9 |58 |%5,0 |6,3 |6,8
IIE 501 15:2 | 41| 48| 4,6 | 5,6 | 6,1 | 4,7 | 5,4 |6,5
IEU 8,6 1 T8 | o4 82| 6,4 | 8,4 | 8,1 | 8,1 9,0 f2,3
IR 252 142 | 3.8 41 1,8 | 4,1 3,4 | 3,4 3,7 | 7,3
TE 48 157 | 47| 4,3] 3,8 4,9 |4,3 | 4,1 5,0 | 7,1
AT PROT, ,
E¥ ¢ 1.5, | 91»4152,6 |53,9 34,8 | 40,5 |56,7 ls3 75,0 [45,0 | 2
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- . Tal como se ha indicado precedentemente, la espe

cie Irichoderme Album empleada en el procedimiento segin

el invento es una nueva esbecie ae hongos filamentosos que
ha sido seleccionade en el Institut Netional de Reché?che
Agronomique. El pfocedimiento de seleccidn de la cepa que
se describird seguidamente, forma parie igualmente dél nar
co del imvento. Pusde ser empleado con bacterias, estrepto
mices y otros hongos, especialmente los ficomicetos (Rhiwo -

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

phrina, Sclerotinia, Rhabdocline, Phacidiella, Epichloe,

Nectriz, Ophiobolus, Endothia); los adelomicotos (Phoma,

Ascochyta, Septoria, Colletotrichum, Gloeosporium, Monilie,
-Sterigmatocystis, Gliocladium, Geotrichun, dcrostalagmus,
Trichoderma, Botrytis, Cephalosporium, Varticilium, Tricho
thecium, Aspergillus, Penicillium, TFusevium, Cladosporium,
Pullalaria, Torule, Thielaviopsis, Llterrarie, Corcospore,
Sporodesmiun, Helminthosporium, Epicoccus, Graphium).
| Primeramente se van a dar elgras indicaciones

acerca de la texonomia y la biologfa de los hongos,

Tos hongos pertencen al sectoi de los vegetales
criptégamos, eucariotos, talofitos, no clorofilicos. )

Més dé_100c000 especies de hengos son conocidas{
se caractgrizan por una pluralided muy grende de formas
que ven desde una célula individuglizeda (levaduras) hasta
la organizacién compleje de los carpéforos (setes). Exis-
ten considerables diferencias de‘tamaﬁo, aspecto, estrucﬁg
ra, actividades metabdlicas, modo de vida, ete.

Se distinguen entre hongos saprofitos, hongos pg
tégenos, hongos gimbidticos, hongos micorrizicos. '

En los microorganismos se distingue citoldgica-
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L mente un nicleo, mitocondrios, vacuolos, glébulos lipidi-

cos, glicbgeno, ete. Las paredes celulares estdn constitui

das por celulosa, pectinas, calosa, quitina. El protoplas~
/

ma fingico esté dotado de movilided, y se desplaza.dgéde
la pwrto central, que ge vacuoliza, hacia la perlrerﬂa.

- El talo-edifica elementos reproductores (1ac es-
poras), con génesis a veces muy gimples: fregmertaoiéh (ar.

trosporas) o brote (en las levaduras). )
lasg esporas pueden ser tamb_ua elsboradas ﬁdr ér

ganos de fructificacidn muy diferentes tales como éiiébm—
brero de 1os agaricos o el peritecio de los pirenoﬁiés%os.

_ Tas esporas, cuya formeciln implica ls pféﬁié fu
-5i6n de dos micleos.compatibles, seguida por una diviéién
reductora, aéeguran.la reproduccidn sexuads 0'pérfecta.

- La clagificacién de les horges estd basada en la
naturaleza del talo veget,tvvo, gue puede sers -

' 1) plasmodial en los mixomicetcs

2) celular o filamentoss en los euwmicelos.

En este segundo grupo, se dis%ingue:

a) Los hongos inferiores (sifomicetos o ficomicg
t08) en los cuales no hey més'que una eélule filamenﬁos
giganﬁe mulfinuoleada. Log filamentos gse alargan ¥y se'ramiw
fican sin compartimentarse ¥y en general gin anastomizarse.
Ia mesa citopldsmica ¥y les micleos se desplazan libremeﬁie
en el inferior de lasrparedes‘%ubulares.

Los ficomicetos se reproducen por huevos’enqﬁisn
tados (cosporas, zigosporas) formedos sobre el micelio como
consecuencie de una conjugacidn entre gametog libres o en-

tre érganos sexuales Tilamentosos mds o menos diferenciado

Db) Los hongos superiores o septomicetos (ascomice

0.
e
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-tog, hemiascomicetos, basidiomicetos, hongog imperfectos).

Estos hongos poseen un micelio constituido por
f%lamentos microscépicos (lag hifas), Ias hifas remificg-
dés, yuxtapuestas, anastomizadas, pero jamds organizadas
en tejidos, son divididas en segmentos uninucleadosy y plu-
rinucleados, por tabiques lrensversales. Estos diafragmas,
frecuentenmente cerrados de maenera incompletsa, permiten la
cireulacién del protoplasma y de los nfcleos de unéﬂcélula
a otra. las anastomosis son frecuentes citre hifas de una
especie o de especies afines, lo cﬁal fevorsve la h2teroca
riosis. Ia heterocariosis consiste en le reunidn en ﬁh wig
mo micelio de micleos portadores de potencinles gendticos
-diferentes, ya sea porque resultan ge mutaciones, va sea
rorque provienen de organismos diferentes.

Los hongos superiores producen gensralmente sus
espor;s sexvadas en o sobre Organos de fructificacién loca
lizados. La diferenciacidn de sus elementos gexuales es go
neralment ¢ psquefia § la fecundecidn tiende a manifestarse
simplemente por la conjugacidn de nfclevs apareados en fie-
lamentos no especializados; conduce a la Pormacidn de ag~
cosporas contenidas en ascag o basidiospores producidas en

. ¢
‘basidios. En los hongos imperfectos, la reproduccibn es
asexuada, a falta sin duds de coumpafiero compatible; la mul
tiplicacion se efectda por conidios.

El mundo de los hongos es menos anplio y vasto
que el de las plantas; No obstante, los caracteres bioiégi
cos de estos microorganismos les conficren una sorprenden~
te plesticidad y se ha observado que nLy numerocsos indivi-
duos esconden en si log potenciales genéticos de una nueve

.

raze. 0 especle. En estos individuos, se ba encontrado que
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e85 posible suprimir los inconvenientes y extraer caraeté-
res inieresantes, aprovechables en numerogses sectores; ege
Apeclalmenuc pars las produ“01ones de biomasas ¢ l:Lmem:.c:Lasa
El procedlm,ento de seleccidn de log caracbores
inieresgntes.de un microorganisme, gegun el 1nven$o;‘con31§
e, eﬁ su aspecto'més general} en cultivar wna cepa:;élvan
Je sobre medios de cultivo selectivos, en incubar iﬁépcul_
tivos en condiciones esﬁecﬁficas de temperaturs y dé*ilumg'
nacién, en proceder a microsislemiemtos y mezclarrlas’ceu
pas mejoradas en presencia, o no, ée acridina naranjs, con

nvevo aislemiento de las hifas blancas.

PP

Los medios de cultivo selectivos emplead6é~eh el
procedimiento gegln el invento ase escogenren,funciéﬁfée
criterios molestos de la cepa'salvaje que s2 guieren haéer
desaparecer. ' '

" En su'aspeot§ més detallado, el procculmlenio sa
£in el presente invento consiste:

1) en inocular los medios °eJrct1vo egcogid

-
(e
47

con una cepa salvaae"

2) en incubar cada cultivo en las condicionss si

&uientes:

a) a 27°C durante un dfa,

b) & 37¢C durente dos d¢as en is oscuridad y lue
Faxo) duranue dos dfas g la lug, '

¢) a 27°C¢ Gurente dos afas,

3) en exponer seguidamente o Jos rayos ultravio-
1etas (250 nm) a las cepas blancas y vigorosas que provie—

nen de cada cultlvo efectuado sobre los med‘oa seloctlvos,

aurante dos horas a 4°0;

4) en transplantér las cepas sobre el medio
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_YSTARON ; |
| 5) en incubar los cultivos resultantes durente
dog dfas a 379C y luego durante dos dias mds a 272C, tras
haber eliminado, antes de le disminucibn de temperatura de
37 a 27¢C, las cepas que se desarrollan; |

i

) 6) en cultivar dichas cepas sobre sl medio. 1{qui
do y agitado de "STAROW' dqurante dos dfas a 2720,

7) en proceder a retiradas egtériles;

8) en mezclaf en presencia de acridina naranjas
las cepas de mayor rendimiento, ricas en proteinas, y po-
bres en glicosamina y antibidticos;

9) en incubar las cepas resultentes sobre el mo-
dio "STARON" gurante dos dias a 279C;

10) en proceder a microzislamientos; y

_ 11) en incubar durante dos dfas las cepag resul-
tanﬁe; a 27eC; |

lag bepas egl obtenidae son sometidas de nuevo
al ciclo antes definido, etapas 1) a 11), durante un nime-~
ro de éiclos suficiente para obtensr une Cepa que posea
las caracteristicas deseadas.

Igualmgnte es posible someter a las cepas a un

En efecto, los criterios molestos que se quieren
eliminar desaparecen en general unos tras de otros; por lo
tanto no es necesario mantener en el ciclo de seleccién.la
etapa que pretende eliminar dicho criterio, y eotd al al-
cance de un téenico en ls materie deferminar, gracias a
los controles efectuados en el curso de cada ciclo, las
etepas que han de mantenerse ¥y las que han de suprimlrse.

En el procedimiento segin el invento, puesto en
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| prictice para formar el Trichoderma Album, se wtiliza un

lote de 11 medios de cultivo; 8 medios estan constituidos

por una soluolén mineral de pH = 6,8 que contiene 100 cong

7 tltuyeniea segulaamerte mencionados

KH2PO4 =1 g3 MgSO4, 7 H20—0,5 g3 L R
KCl = O s2 &3 CaCl2 = 0,2 g3

Cus0y, SHL0 = 2 ng; , : o

#

agua destiladas oantlaad suficiente para iOO ml 3

gelo°a 20 g, . SERRE
a la que se han afiadido los compueston sxgu:entes‘f,gjf
Medio 1) . : IR
7 30 g de élicerina + 2 g de urea}
Medio 2)¢ | .
N 20 g de sacarosa ¢+ 3 g de elantofina
Medioj3): '

20 g de almldén 5 g de sulfato de amonio
Medio 4): |

20 g de glucosa ¢ 7 g de b¢rc ina
Medio 5)¢ |

5 g de pectina de manzanas + 7 g de &cido entra-

nflico |
Medio 6): 7 Ny

20 & de almidén + § g de nitfaﬁo de sodio
Medio 7): | '

10 g de nmanita + 8§ g de caseins ldciica
Medio 8): |

20 g'de dcido glucdnico + 10 g g de gelatina,

Bl medio 9 es el medio "STARON' que contiene glu

cosa = 20 g; peptona = 6 g3 extracto de levaduré =1g; 1L}
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quido de_maoeraoién de maiz = 4 g; FaCl = 0,5 g; MgSO4, 7

mente en la fiﬁura 4,

!
THogn ntm 28 l'

H20 ; 0,5 83 KH2P04 = 1 &; FeSQ4, 7HéO = 10 mg; agua desti
lada, cantidad suficiente para 1 litro; gelosa = 20 g para
medios sélidos, _
El medio 10 estd constituido por patatas 5u%ri@i
vas y,el medio 11 es suero ldotico con 40 g/l.
L Tal como se ha indicado pfeoedenﬁemenﬁe,/pueden

gometerse los cultivos a ciclos perciales; por ejemplo, en

el céso de Irichoderma Viride, puede someterse a cadu cul-
tivo efectuado sobre cada uno de 10@ once medioy & Jas cta
pas 1'a 4, puede procoderse seguidamente a una incubacién
durante dos dias a 272C, y luego a microaislamientos para
seleccionar las cepas blancas y vig orosao, ¥y seguicamente
a wna incubacibn, todavia duramte dos dfas mds a 279C, de
estas cepas blancas y vigorosas; lag cepas asi obtenidas

son ﬂewuldanente inoculadas en log once medios selccotivos

¥ se vuelven a comenzar los ciclos, parciales o completos,
comprendiendo los ciclos complevos las etapas 1 a 11).

Tos ciclos parciales o completos del procedimien
t0 segin el presente invento gon representados esqueméticg

Log nétodos de control efectuados a lo lergo do ’
los cmclos representados en la figura 4 son esp001u1mnnue'

~ la valoracién de la glicosaminz despuds de hi-
drélisis del micelio en HCL 6 N y resolucidn en un auto;ang
lizador conocido con la denominzcidn comercial "Technichon
TSMi"

~ la valoracidn microbioldgica de los péptidos
antibibticos, de la tricoderming y de 1a gliotoxina despuds

de extraccidn con n-butanol,
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5 - la medicibn de la intensidagd de la plasmblisis

— i

(seéédo a 602C, trituracidén y determinacién de la fraceidén

soluble en agua a pH = 8),

terminacién de su grado o concentracibn de proteinas ine-

/
diante microansglisis RKJELDAHL,

- la determinacidén ponderal de la cantidad.de mg

- | teria seca consunida en el medio. : S LT

Las incubaciones efectvadas a 272C segin el pro-

cedimiento del. invento ge realizan sienore a 1a_1uz,natu~

ral. Cuando se precisa que las incubacionss se realizan a
372C a la luz, se irata de una luz blanca con ung iﬁﬁéési»
dad de 2 a 300 watios pérrmetro cuadrado, 7 f_

Los microaislamientos efectuados en ol ourso dol
procedimiento de acuerdo con ei presente invento conSiéten
en separar las hifas con ayudé de un microscopio Gptico.

El n&ﬁero de ciclos a efectuar de?ende de la ca-
pa original y_de las caracteristicas desezdas. Logs métodos
de control permiten determinar si se han aleanzado estas.
caracteristicas. ‘

Seglin el procedimienﬁo.de seleccién del presente
ihvento,rpuedenVSbtenegse ¢epas nue&as que poseenrcaracte~‘
res infteresantes, aprovechables en numerosos sectorés,'es-
pecialmente para la produccidn de biomasas alimenticias.

El procedimiento ha sido aplicado con éxito eépg

cialmente a Trichoderma Viride, Pusariunm roseum, Bauverig

Tenella, Trichoderma polysporun, Aspergillug oryzae y se
ilustra por los ejemplos V y VI siguientes.

Otros ejemplos de aplicacidn del procedimiento

de seleccidén han sido mencionados con anterioridad.

1
|
I

- el pesado de la materia seca produeidarywla'dg
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jeros y por un dispositivo de aportacibn de sire. Ia canti
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= ' El inventc va a ser descrito shora con mayor de~
talie en log ejemplos ilustrativos no limitativos que se
exponen geguidamente:
EJEMPLO 1

Cultivo en fermentador

miento del imvento, medios liquidos de cultivo que contiec-
hen 60 6 90%o de materia soca (gramosg por volumen) ¥y que

provienen respectivanente de suero lédctico, de jugo de al-

tencidén de proteinas, de jugos de patata, de liquidos de
maceracién de maiz (aguas de meeracidn en las factorfas ge
obtencién de almiddn de granos de maiz) y melazas Ge ramo-
lacha. |

Se ha utilizado el dispogitivo de fermentacidn
segﬁﬁ elvpr@sente invento. En la cuba (1) se han introduci

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

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

¢o primeras horas de cultivo, éste ha sido aireado median-

el caso presente por una fuberia circular provista de agu-—

13

to estuviera comprendido entre 6 y 10 mg/l, Se ha manteni-
do la teuperatura del medio de cultivo entre 24 y 282C y
el pH en un velor comprendido entre 3,7 y 4,8 de un dcido
0 de una base.

Cugndo ol micelio ha estudo en su fase exponmen-
cial, se ha procedido de acuerdo con el modo ge trabajo

descrito anteriormente, es decir se ha abierto la vdlvula

- In este ejenmplo, se han trataao, sogin ol procedil

felfa, do barina de trigo, de efluentes de factories de obh

te los medios de aireacidn (3) que estaban congbituidos en|

dad de aire inyectado era tal que el conbtenido de O? disuel
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~(10i:y se ha fuesto en funcionamiento la bomba de circula-
91657(15) y ei centrifugador (12). El caudal de oxigené en
el centrifugador ha sido regulédo de manera qué e nanten~
ga el contenido de 02 disuelfo en un valor compfend?@b en—
tre 6/y 10 mg/1. Después dc 15 a 20 horas de cultiVO}fse

ha recogido el micelio por trasiego y se le ha filtfédo,sg

bre un filtro prensa; se han obtenide 7 a 9 kg de toria de

| micelio con 50% de materia seca. Esta torta ha side secada

segﬁ#damenﬁe sobre rodillos del tipo "Haimaker" o po£~lio~

Tiligacidn y se ha obfenido una harina de materiales. fila-

mentosos con 57 a G5% de proteinas. Ia composicidn centesi

composicién en aminodeidos, eran senglblementes las mismas
que se indican en las tablas I y II. Ias cantidades de ma-
terias secas produéidas ¥ que quedan al cabo de 10 ¥ 20 ho
.ras, se congignan en la tabla IV, '

EJEMPIO IT

Cultivo sobre agitador

Se ha cultivado Trichoderma Album sobre agitador

(150 revoluciones por minuto) en matraces Erlenmeyer de
por }itro, 40 a 70 g aé maﬁeria'seca ajustada a 3% de N ’
‘el pH de partida era de 4,5; La duraqién del cultivo eré
de 20 horas hesta 40 horas a 27°C., Ta recogida del miceiio
se ha efectﬁado sobre filtro prensa y el secado se ha rea-
lizado por liofilizacibn, I
Los promedios de 10s resultados obbenidos estdn

dados en la fabla ITII siguiente:

mal de los productos obtenidos con cada medio, asi comd su|

500 ml que contienen 100 ml de medio. Los medios dmprendiér

-
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| _TABLA TIT

| Q
g o3 0, disuel} MS produiMS restan
b BO P . o - cida te
o e g~ mg/ 1. &1 &>
°ITESY
or¥A°H T ] '
Honod 20h {40h {20 h {40 {20 |40k 200 |40n
omo N ' ‘
B AaRo 1
ot
40%0 HS J65 7 (4 |4 [6 |9 |30 |7

En las condiciones de trabajo anfedichas, no es
posible hacer éptimos los cultivos; ne obstante, son exce-
lentes los rendimientos de micelid, pero el agotamisnto de
log medios raramente rebasa de 50% debido a la cafda rdpi-
da del oxigeno disuélto ¥y las considerables variaciones
del pH. . _

Otros ensézyos realizados segin el modo de traba-
Jo antedicho, pero manteniende el pH en un valor entre 3,714
yﬁ4,8 y el con‘tenido de oxigeno disuelto entre 6 y 10 mg/1,
han mostrado gque en estas condiciones de pH y de 0, disue}:

to podia lograrse la optimizacidn,

EJENPLO TIT

Comparacidn entre el cultivo en fermentador seglin el inven

to con el cultivo en un fermentaodor tradicional

En este ejemplo, se ha realizado un cultivo de

Trichoderina Albunm sobre losmedios definidos en ol ejemplo

I en las condiciones de trabajo descritas en el ejemplo II;

log medios de cultivo contenfan 60 y 90%o de materia seca;
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o1 pH ha sido mertenido en 4,5 y la tempe ratura'en 279G,

Se han modldo las cantidades de materia seca producidas y
restentes al cabo de 10 horas a 20 horas de cultivo. Los

resultados obtenidos estén consig padoo en la tebla I7 gi-

guiente: N
. _TABIA IV SR
; | . T
/ 02 digsuel [M.S. pro N‘S, reg
Meﬁ¢0° hig 1en14aaos to | dueide tante
4% %IVMS myli /1 @q

pH mantenido & 4,5
temperatura 272C

10h |20n 10h'xn110h 20

fermentacibn 60% 00 M5 | 5 | 3 [15 |19 |33."-20
en fermentador ’
tradicicnal o
(suero léctico,| 90°/o0 MS | 4 1,5 (21 |25 |50 30
harina de trigo) '

fermentacidn o , :
realizeds con | 60 /oo MS | 8 |7 27 135 {15 3
el dispositivo ,

segun el lwen
o (7 sustra~ ,
tos del ejem- 90%o0 NS | 6 |6 30 145 138 10
plo I) o

Los res ultad00 de la teb]a IV muegtran que todos
los oultJvos realizados con el dispositivo segin el inven-
t0o han sido'contrblados y dominados; los resulfados obbeni
dos son muy buenos, Por el contrario, los cultivos efectug
dos de manera tradicional, es decir en un fermentador adap
tado para ootener bacterla“, lev aduras o producir antibjéé
ticos, enzimas, ctc., no han pOﬂl&O ser realizados v4lid
mente més que sobre dos sustratos, a saber, el suere ldctj

¢o ¥ harina de ftrigo
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| . Como conclusibn, el dispositivo segin el invento
perﬁite obtener una mayor produccién de biomasa y un agota
niento mayor de los medios. . '
BJENMPIO IV

Valor nutritivo del micelio Trichoderme Album

El valor mutritivo del micelio de Trichoderma Al

bun. obtenido segun ol ejemplo I ha sido comparado con el -

valor nutritivo de le caseina ldctica, de la torta & so-

ja, de la torta de aésamo, de 1ds hongos de Paris y'de los
granos de altramuz crudo. ‘

Tos valores CEP (ganancia de peso/proteinss ingd
ridas) han sido determinados en ratas machos jévenes desie
tadas S P F de raza Sprague Davley; la duracién del experi
mento-ha side de 17 dias y el grado o concentracidén de pro
teinas en los alimentos era Ge 10%. Cada régimen ha sido
reequilibrado con aminodcidos indispensables limitativos.
Cada lote experimental comprendfa 20 anirales,

La composicidn de los regimenes y los resultades

obtenicos figuran en la tabla V,

tra que las proteinzs del Trichoderma Albun posefan un va-

da con metionine y superior al de las tortas cocidas de so-
ja y de sésamo,

" Bl reducido coeficiente de eficacie ﬁrotidica do
la harinra de altramuz cruda es debido a los factoves anti-
nutritivos contenidos en este grano, En cuanto gl reducido
valor nutritivo del hongo de Paris, para la rata, éste pue
de scer explicado indudablemente por el elevado contenido de

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

El andlisis de los resultados de la tabla V mues |
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 consumo es elevado,

Seleccidn de la cepa Trichoderma Albun

4 - . . . :
Por el procedimiento de seleccidén segin el pre-
gente invento, se ha aislado, a partir de Trichoderma Vird,

de, le nueva especie Trichoderma Album que es em.pleaﬁQ

el proccdlmvenio de obten016n de proto1nas, sevun el pre«

sente inverto.

[
/

no produce ntlblétlcos ni pigmentos difusinles

La especie Trichoderma Album poaee pocas paredes;

, contrarig

la que se deriva, -

merte a le especie Trichoderms Vlr'd de

No posee hifas coloreadas ¥ Serméeil )
7 El género Trichoderma pertencce a la clase de

los hongos filamentosos imverfecios (adslomicetos = hifom;

cetos), del orden de las Konilisles

ydelafwﬁhﬁﬁelmi
Moniliaceas. |

El micelio, compartimentado, ramificado, eg de
color deqde blenco a verde claroo Los cnn¢d¢os, generalmcn
te verdes, son. alolados, redonao g, monocelulares; son 11e—
vad;« por conididéforos verticilados. ‘

Los Irichoderma son’ organismos sapféfiﬁoé de los
suelos. Se consldera gque son benéficos, ¥a que con frecucn:
cla son antagonlstau de hongog fltO“BLéUGnOS. Producen nu-
merosas enzimas y. antibibticos.

Iste nueva especié ha sido obtenida por el proce-
dimiento de seleccidn segin el invento, . -

Deé@ués de 1.400 ciclos (parciales o éompletos)
realizados segﬁn el ciclo representado en la figura 3, se
ha llegado a una cepa de Irichoderma polifaga, de rendi-~

miento, inofensiva, cuyo micelio posee un elevado valor nu
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Ia eliminacién de los caracteres molestos escon-
didos e implicados.por la cepa original, y la seleccién,
realizada muy a fondo, de los rendimientos y cualidades
alimenticias, confirman pepfectamente los potenciales gend
ticos excepcionales que poseen los hongog.’

La especie Irichoderna Album aislada posee, tal.

como se deduce claramente en la tabla VI siguiente, una ve
locidad de multiplicascibn y una eficacia energdtica oleva-
das., Esta nueve espceie posee pocas paredes celuleres, y
un elevedo indice de plasmélisis en caliente. Ademés, no
posee hifas productoras de péptidos antibidticos, Zliotoxi
nﬁ, tricodermina y pigmentos; no comprende individuvs tore-
méfilqs ¥y con micelio coloreado. Ademds, se hibridizna muy
mel con su antepasadc, lo cual confirma que ha habido recs
tructuracién gendtica.

En la tabla VI, se han indicado los resuliados
de andlisis realizados con cultivos al cabe de 100, 300,
1.000 y 1.400 ciclos segfn el procedimiento, asi como log
resultedes de endlisis efectuados con la cepa Trichoderra

Bt et oo vy

Viride original,
4

Lo cepa Irichoderma Album pucde ser conservada

mediante ftrensplantes,
EJENPLO VI

Aplicacidn del procedimierto de seleccidn secin el invento

g las cepas Fuserium roseum, Bauverie Tenella, Trichoderma

polysporun, Aspersillus oryzae

El procedimiento de seleccidn de log microorga~
nismos segin el invento es aplicable a la mejora dec otrog

microorganismos (hongos, leveduras, bacterias); ha permitl
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4o seleccionar gérmenes que poseen propiecdades especificas

log eriterios de seleccién, los medios de cultivo, y utili

resultndos interesantes.
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bien definidas. En cada caso, es suficiente escoger bien

zar técnicas de control adecuadas.

Mediante este procedimiento, se ha obtenido:

- un Trichoderms polysporum dnbtagonista de log

ro hongos fitopatdgenos

H

~ va Fusarium roseum sistémico, no patégernc’y qug

[ aporta uns proteccidn de les plantas contre

log fusariums fitopatdgenos

= Aspergillus flavus que no producen afletozinas

- un Ponicilliuvm coconewn productor de eromas de

queso de cabra

~ Streptomyces productoresd de antibibticos hibri

dos

- bacterias y Streptomyces productores de ondo-

peptidasas

- Acrostalagmus aphidun hiperpatdgenos vars log
' puigdneé. |

La tabla VII ilustra algunbsrresultédos;

Tosg rééultados.de la tabla VII muestran'éué a
partir de materiél bioldgico de diferentes origenes es po«v
gible alcanzar objetivos muy diversos'y'muy'precisos.,Lé )
seleccidn de los caracteres interesantes escogidos y 1a"
eliminacidén de laé propiedades molestas son'més 0 menosr
largos o amplios, dependiendo.de log microorganismos salva
jes ensayados. Algunas veces, los obstdculos son importaﬁ~
tes, ¥ serd preferible carbiar la cepa original para alcan

zar la meta establecida. En todos los casos, se obtienen

€
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!
 BEJEMPLO VIT

Revalorizacién de concentrados de vroteinas solubles de negd

cado
Se ha utilizado un concentrado de protefnas soly
bles de pescado con una concentracidén de 90% de proteinas
sobre materia seca. Se ha disuelto egte concentrado on cun
tro volémenes de ague, (peso/volumen).
En el dispositivo segin el invento se han intro-.
ducido 30 litros de la solucién de concentrado definido an

teriormente y 1 a 2 1litros de Trichoderma Album obtenido

por culfivo sobre agitador.

Se ha mantenido la temperatura en 24-289C y el
pl del medio en un yalor comprenéido.ontre 3,7y 4,5.

Se han efectuado periddicamente retiradas pera
dete;pinar el amargor del concentrado de protefnas sclubics

de pescado., Se ha detenido la reaccidn cuzndo el concenbra

do cstaba desprovisto de amargor, es decir después de apno
ximadamente 3 a 5 horas,

El producto obtenido era una mezela de concentra

tracidn o:centrifugacién.v

En el eﬁsayosde laboratorio antés expuesto se ha'
utilizado como producto de partida un concentrado de pro-
teinas solubles de pescado, que se ha disuelto en agua pa~
ra obtensr un medio nutritivo liguido. En la prdetica se

puede hacer actuar Trichoderma Album directamente despucs

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

¥y wna etapa de disolucidn, que son indtiles.
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| EJEMPLO VITI

Depurzcidn de los jusos de difusidn de agucarara

, Los jugos de difusidn, que son los jugos de difu

i

sién obtenidos a partir de rajas de'remblacha, cristalizaﬁ
dificilmente por causa de la presencia.dé impurezas, tales
como por ejemplo fenoles y aminoZeidos. ‘
'j ." Sirse trabaja segin el procedimicnto deliiﬁ?enﬁo
; ; 5 , S
utilizando, en calidad de medio nubritivo; va jugo de difu

sidn; se obtlone por una parte wa jugo clarificado que

cristaliza bien y simplifica por esta razén la ulter¢6r
tecnologia de fabricacidn del azicar v por otra paroe pro-

teinas de Trichoderma Album., En efecto, el hongo empleado

consume todo el nmurégeno presente comno impureza ei eSbb
jugo e hidrdtos de carbono y se obbizne un mlcel¢o quo re
senta las caracter¢stlcas definidas en la taola I.

) Por ejemplo, si se utilize wn jugo de difuéién
“eon una conoenﬁraoién de 17% de materia seca y que combie-
ne 1% de X con rela cién a la mederia Seca, puéde obltenerse
Por una p¢rue un jugo Clurlflc ado con una concentracidn gde
15% de materia seca y por otra parie 15 a 20 g/l derjugo

de d31u316n.con 50p de protefnas de Trichoderns Album,

&

Asi, en lugar de obtener melazas, que son 9ubpv
ductos de la industria azucarera, se oobvenc segin el in-
vento una fra0016n probeln ica con una con centra0¢6n de 50

a 65% de protefnas Y se mejora la cristalizaciébn del azl-

car. : _ ' o .
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PABLA VI
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TABLA VII
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_EXPLECACION DE I0S SINMBOLOS DE REFERVKCIA (IETRAS Y NUME~

1

ROS) DE LAS FIGURAS 1 v 4 DB LOS DIRUJCS

Figura 1

A = produdtos, subproductos, desechos.
; .
B1 = trituraciones, homogeneizaciones.
Bz = geparaclones diferenciales. .

fracciones gdblidas,

i

C

D = fracciones liquidas,
E = temizados selectivos.
P = minerales.

G = sustancias ofgénicas.
H, = concentracidn,

H, = esterilizacién,

_H3 = gdiciones,

Hﬁ ='fermentaci6n gegiin el invento,
| HS = separecién.

I, = tratemiento por calor.

12 = frataniento por dlcalis,

I3 = tratamiento por dcidos.

I = separaoioﬁe?.

J = gustancias himicae = abonog.
X = fracciones liguidas,
L = micelio, |

If = eflventes,

N1 = gecado.
Iy = trituracién,
N3 = geondicionamiento, _

Q = harina con 50-60% de proteinas.

P = abonos,
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Figﬁra 4 !
22 = inoculzcibn de 11 medios sélidos.
23 = incubacibn un afs a 279C, ..7
24 = incubabﬁéh dos dfas a 379C en bsouridad.'
-25 ,1ncuba016n dos dfas a 379C a la Tuz. v
26 = ' -incubacién dos dias a 2700, f : ST

27 = desecho de todos los culbivos mal deserrollades- colo

28 =

29 =
30 =
31 =

32 =
33 =
34

35 =
36 =
37 =

38 =
39 =
40 =
41
411
41-2

= desecho de todos los cultivos mal desarrollados, colg.

= delerminaciones.

Haje niun 47

‘reados, que producen'pigmentos;ouneroxidén 1osqmédios
exposicidbn a ultravioletas (256 m) durante désnﬁoras
a +402C de cepas blancas y v1gorouas. : o
transplente a medio STARON, .
incubacidn dos dfas a 37°C.

lasg cepas que se desarrollan gon recLa?aaas,'

1neubw016n dos dfas a 27¢C. - - ;.,:~~ 

incubacidn dos dfas a 27°C.

reados, que'préaucen piémentos 0 que oxidan 10s me-
dios. . | |
microaislemientos,

incubacidn dos dias a 27°C, - :
cultivo agitsdo en medio 11quLdo SWARON durante dos
dflas a z7°C. )

rechazo de todos los cultivos coloreados.

recoleceibén y separaci.ém,

Jugos,

= pI'Lr

= oxfgeno disuelto.
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- 41~3
41~4
41-5
41-6
417
42

43

44
441
44-2
44-3
444
45

46
47
48

Jojr ntim. /}-8

contenido de materia seca,
nitrégeno total.

péptidos antibidticos.
tricodermina,

gliotoxina,

retiradas estériles,
micelio escurrido hasta psso seco durante unu riccho
a 609C, AR
déterminéciones.

contenido en materia seca.

contenido en pfoteinas.

contenido en glicosamina.

intensided de la plésmé;isis.

mezclado en presencia de acridina naranja de las cg
pas de mds rendimiento ricas en protefnas, y robres
en glicosamina y antibidtices.

incubacidn en medic STARON dos dias a 279C,
microaislanmientos. '

incubacidn dog dias a 279C.
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- REIVIKDICACIOKRES

_Los puntos de invencién propis y nueva, que se
presentan péra que sean objeto de esta solicitud ds Paten-

te de Invencién en Espafia, por VEINTE afios; son los que.se

N

‘lrecogen en las re1v1ndlca01ones siguientes:

- t
~a Ty

le,~ Procsdimiento de seleccidén de caracteres

interesantes de un microorganismo, caracterizado porque;

. -
RS

consiste en cultivar una cepa salvaje sobre medios de” cul—

tivo selectivos, en incubar los cultivos en condiciones’ es
peciflcas de temperaturs y de 1lumlna016n, en proceder“"‘

micro-aislamientos ¥y mezclas las cepas megoredau en pr en-

cia, 0-.no, de acridina naranaa, con nusvo gislamiento ae

lag hifas blancas. , ' ;“2;
28,~ Procedimiento segfn la reivindicacién L,
caracterizado porque consiste: 1) en inocular los medios
selectivos con una cepa salvaje; 2) en incubar cada“culti~
Vo en las condiciones siguientes: a) a 272C durante un dié;
b) a 37°C Qurante dos dias en la oscuridad y luego durante
dos dfas a la luzs c) a 279C durante dos dfas: 3) en éxpo-r

ner seguidamente a los rayos ultravioletas (250 nn) a las

|cepas blancas y vigorosas que provienen de cada cultivo

efectuado sobre los medios selectivos, durante dos horas

2 4°C 4) en trasplantar las cepas sobre el medio "STARON";

5) en incubar los cultivos resultantes durante dos dfas a
37°C y luego durante dos dfas més a 279C, tras haber elimi-
nado, antes de la disminucidn de temperatura de 37 a 27eC,

las cepas que se desarrollan; 6) en cultivar dichas cepas
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Bobre el medio liquido y agitado de STARON durante dos dias
a 279C; 7) en proceder a retiradas estériles; 8) en mezclan
en ﬁreseA01a de acridina naranja las cepas de mayor rendi-
miento, ricas en protefnas, y pobres en glicosgmina y anti-
biéticos; 9) en incubar las cepas resultantes sobre sl me-
dio STARON durante dos dfas a 272C; 10) en proceder a mi-
cepasg resultantes a 279C; las cepas asi obtenidas son some~
tidas de nuevo al ciclo antes definido, otapas 1) a 1),
durante un némero de ciclos suficientes para obtener ﬁné'
cepa gue posea las caracteristicas deseadag. .
8,- Procedimiento segin la reivindicscién 25;
caracterizado porque los cultivos son sometidos eventuai—'
mente a ciclos parciales cuyas etapas son definidas ehffug
cidén de.los controles realizados en el ciclo precedente,
4&,- Procedimiento segén una cuaiquiera de las
reivindicaciones 12 a 32, de seleccidn de Trichoderma

Album a'partir e Irichoderma Viride, caracterizado porque

1os medios selectivos empleados estén en un némero de 11,
entre los cuales ocho medios estén constituidos POr una Som=
lucldn mineral de PH 6,8 que contiene los 31¢u1ontes cons—

CuSO4, 5Ho0 = 2 mg} agua destilada en cantidad suficiente
para 1,000 mililitros; gelosa = 20 g, & la que s han afig-
dido los componentes siguientes:

medio 1) 30 g de glicerina 4 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 amonlo,
medio 4) 20 g de glucosa + 7 g de tlrosina, |
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medio 5) 5 g de pectina de manzanas + 7 g de 4cido an-

tranilicq;
medio 6) 20 g de almidén + 5 g de nitrato de sodio;
medio 7) 10 g de manitaré 8 g'ﬁe caseina 1éctioa;'
meaio 8)77 20 g de dcido glucénico + 10 g de gelatlna,
el medio 9 es el medlo "STARON" que contiens glucosa = 20
- g3 peptona =6 &3 extracto de levadura = 1 g3 1iquldo de
macoracién de mefz = 4 g7 NaCl = 0,5 g5 Mg30y, TH,0 = 0’5
g KH2P04 = 1 g; FeSO4, 7H20 = 10 mg; agua destllada. can~-

~a s

|tidad suficiente para l'litrO' gelosa = 20 g para medlos

s6lidos; el medio 10 estd constituido por natatas nutrltl-
vag y el medio 1l es suero lictico con 40 gramoa/lltro.
caracterl ado porque los cultivos son somntldos eventua;-'
mente a ciclos parciales gue conmprenden las etapas 1l a 4

deflnldas en la reivindicacién 138, seguidas por etapau~5

-|Que consisten en proceder- seguidamente a ung incubacién du

rante dos dfas a 279C ¥y lusgo a microaislamientos para se-
leccionar las cepas blancas y v1gorooas y segu1damente a
una 1ncuba016n, todavia durante dos dfas mds a 272C, ds
estas cepag blancas Yy vigorosas, siendo las cepas asl bbﬁe
nldas 1noculadas seguldamente con los once medlos selecti~-
vos y sometidas a un ciclo completo o parcial,

68.~ Procedimiento segin una cualquiers dé las
reivindicaciones 12 g 58, caracterizado porque las Cepas-
salvajes se escogen entre las bactefias, los'estreptomices
¥y los hongos especialmente los ficomicetos (RhizoPus), los

basidiomicetos (Ustllago, Cortlclum, Fomes, Taphrina, Scle-

rotinia, Rhabdocline, Phacidiells, Eplchloe, Neourla, Ophig|

bolus, Endothia); los adelomicetos (Phoma., Ascochyta, Septo
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'ria, Colletotrichum, Gloeosporigm, Monilia, Sterigmatocys—
tis} Gliocladium, Geotrichum, Acrostalagmus, Trichoderma,
Botﬁytisé Cephalosporium, Verticillium, Trichothecium,
Aspergillus, Penicillium, Pusarium, Cladopporium, Pullulag~- _
rie, Torule, Thielaviopsis, Alternaria, Cercospora, Spora—
desmium, Helminthosporium, Epicoccum, Graphium).

T84~ Procedimiento segdin una cualQuiera de ias}
reivindicaciones 18 g 68, caracterizado porque las cép&s'

salvajes se escogen entre: Trichoderma Viride, Fusarium

roseum, Bauveria Tenella, Trichoderms polysporum y Asvorgi-
1lus orzzae.' :

' 88,~ Procedimiento de seleccidn.de caracteres in-
teresantes de un mieroorganismo.

Tal y como se ha descrito en la Memorig gue én~
tecede, representado en los dibtujos que se acompafian y Do~
ra los fines que se han especificado.

Esta Memoria consta de cincuenta ¥y dos hojas eg-

¢ritas a méquina por una sola cara.

Madrid, 18,DIC.1978
P.A, |

Alberto de Bizcbur '
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