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El presente invento concierne a un procedimiento 
para la  obtención &e proteínas alimenticias de origen fungí 
co o a p a rtir  de organismos pluricelulares, en particular 
por empleo de un nuevo organismo pluricelular. Concierne 
igualmente a las proteínas alimenticias así obtenida^-.-Ade­
más tiene como objeto un dispositivo de fermentación que es 
igualmente conveniente para la  realización del procedimien­
to del invento. Igualmente, tiene como objeto un procedi­
miento de mutación de micro-organismos y en particalar.áe 
hongos. ' ¡

Los micro-organismos (bacterias, levaduras,,hon­
gos) intervienen en la  preparación de alimentos humanos, y 
animales actuando por sus enzimas y son utilizados para la  
producción industrial de moléculas orgánicas, muchas de las  
cuales son metabolitos banales o comunes (etanol, ácido acó 
tico , ácido c ítrico , glicerina, lis iu a , ácido glutámico, 
ácido ascórbico, etc . . . . ) .

_ Desde e l comienzo de la  era pastoral, los miero- 
-organismos simbióticos han sido cultivados sobre diversos 
sustratos (melazas, bagazos, suero láctico , líquidos bisul- 
fá ticos, e tc .) , con v is ta s 'a  la  revalorización de los sub­
productos y a la obtención de biomasas. Las biomasas eran 
utilizadas sobre todo en la  alimentación de animales como 
aportación de vitaminas, de sales minerales y de proteínas.

Por razones coyunturales, e l desarrollo de estas 
prácticas ha quedado limitado durante largo tiempo. Las 
principales causas de este estancamiento han sido: las arre 
gularidades en la  calidad, las  dificultades en e l control y 
dominio de los cultivos y en e l mantenimiento y conserva-* 
cion de las cepas, la  aparición de manantiales de proteínas!
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-y  3e vitaminas más "baratos, la  reestructuración industrial, 
como consecuencia del descubrimiento de recursos y yacimicn 
tos fó siles, que ha acelerado e l desarrollo agrícola, etc.

Estos últimos 20 años, las  producciones industria 
les de biomasas han conocido una reactivación muy notable.

- Los elementos que han motivado dicho resurgimiento y reacti 
vacion son principalmente: los progresos de la biología mo­
lecular, e l descubrimiento do micro-organismos que consumen 
manantiales energéticos no convencionales (por ejemplo para 
finas), la  necesidad de la  resorción de efluentes agroali- 
menticios cada vez más voluminosos, las necesidades crecien 
tes de proteínas, la aparicién de nuevas tecnologías que 
tienden a reducir el consumo de energía, etc.

A p artir  de 1960 se ha desarrollado una intensa 
investigacién acerca del cultivo de las biomasas. Se ha re­
lacionado con levaduras de alcanas, bacterias que oxidan al 
metanol, espirulinas que crecen sobre medios carbonatados, 
hongos susceptibles de metabolizar diferentes tipos de 
efluentes.

Los ensayos nutritivos realizados con numerosas 
especies animales han puesto en evidencia el elevado valor, 
nutritivo y la  inocuidad de las biomasas así obtenidas.

Los micro-organismos susceptibles de producir pro 
teínas alimenticias son las bacterias y los hongos (levadu­
ras y hongos filamentosos); deben poseer las siguientes ca­
racterís ticas:

-  una buena especificidad frente a los sustratos;
-  un corto tiempo de duplicacién (de 20 minutos a

5 horas); .
-  una elevada eficacia energética (100 gramos do



- hidratos de carbono = 25 a 32 gramos de pro­
te ínas);

-  un crecimiento a las  temperaturas exigidas (de
20SC de a 50SC); --

-  un crecimiento a valores extremados de pH;
-  un crecimiento con concentraciones reducidas o 

elevadas de sustratos;
. -  deben rea liza r un agotamiento máximo de los me

dios (reducción de la  D Q 0 y do la  D B 0*̂ de 
90 a 98%);

/' ** e l cosechado y el secado de la  bicmasa deben
ser fác ile s ;

-  e l contenido de proteínas debe ser elevado 
(40-65%);

** los contenidos de ácidos nucleicos y de pare­
des nucleares deben ser reducidos;

-  los gérmenes empleados no deberán poseer poder 
patógeno (virulencia y excreción de toxinas) y 
no deben producir bacteriocinas n i desprender 
olores desagradables;

-  el coeficiente de eficacia protidica (C.B.P.) 
de la  biomasa debe ser elevado.

Se ha encontrado, por primera vez por lo que sa­
be la  so lic itan te , que un microorganismo filamentoso podía 
servir como alimento. '

En efecto, mientras que las bacterias y los'hon­
gos filamentosos son utilizados corrientemente en tecnolo­
gía alimenticia y para la  producción de metabolitos diver­
sos, vitaminas, aminoácidos, antib ió ticos, enzimas, e tc ., 
únicamente las levaduras han sido cultivadas bástante am-
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-pitamente para ser consumidas como alimentos. Esta capaci­
dad de la s  levaduras para proporcionar importantes cantida 
des de biomasas ha sido confirmada con e l doscubrimiento 
de su propiedad de crecer sobre los aléanos. Se han publi­
cado numerosos trabajos, revistas y obras acerca do la  pro 

.ducción y de las cualidades nu tritivas  de 3as levaduras 
alimenticias.

El microorganismo filamentoso utilizado en el 
procedimiento del invento pertenece a l gónero de los Tri- 
choderma.

' Se ha encontrado adornas que ta l  microorganismo
filamentoso permitía revalorizar determinados sustratos 
proteinicos, especialmente sustratos protcinicos con alto  
contenido de proteínas cuya u tilización  es limitada por el 
hecho de que contienen por ejemplo productos tóxicos y/o 
productos que le s  confieren un cierto  grado de amargor.

El procedimiento según e l invento permite por lo 
tanto la  obtención de proteínas alimenticias que provienen 
de la  acción de este microorganismo filamentoso sobre sus- ' 
tra to s proteinicos. El invento concierne igualmente a los 
productos proteinicos asi obtenidos, estando constituidos 
estos productos por proteínas de sustratos modificados (de 
purados, desintoxicados o desprovistos de amargor) even­
tualmente en mezcla con proteínas del microorganismo f i l a ­
mentoso o únicamente proteínas del microorganismo filamen­
toso.

El procedimiento para la.obtención de proteínas 
alimenticias consiste en cu ltivar, en condiciones que se 
describirán seguidamente, un microorganismo filamentoso po 
lífago capaz de metabolizar especialmente los productos



-ag ríco las y los residuos de las industrias alim enticias, 
o de depurar, desintoxicar y suprimir e l amargor do los 
sustratos proteínicos.

El procedimiento según e l presente invento con­
s is te : . -

1) En cu ltivar, a una temperatura in ferio r a 
289C, e l hongo Trichoderma Album sobre medios nu tritivos - 
líquidos$ siendo mantenido el pH de dichos medios en un va 
lo r  comprendido entre aproximadamente 3,7 y 4 ,8 , siendo de 
aproximadamente 6 a 10 miligramo s / l i t ro  el contenido de 
oxigeno disuelto, realizándose dicho cultivo bajo una agi­
tación eiicaz no traumatizante y en condiciones ta les  que
e l esponjamiento o aumento de volumen sea prácticamente nu 
lo .

El hongo Trichoderma Album empleado en e l proce­
dimiento según el presente invento es un nuevo microorga­
nismo que ha sido depositado en la  Colleetion Nationale de 
Cultures de Microorganismos de l 'I n s t í t u t  Pasteur en París 
con el número 1-032 e l 2 de junio de 1977. Este hongo así 
como su procedimiento de obtención se describirán con ma­
yor deta lle  en la  continuación de la  presente memoria des­
crip tiva . . '

Los medios nu tritivos que son convenientes para 
los fines del presente invento, es decir sobre los cuales 
se desarrolla dicho Trichoderma Album, comprenden medios 
líquidos que contienen nitrógeno proteico, nitrógeno amíni 
co, o nitrógeno mineral (amoniacal o n ítrico ) que general­
mente son desechados. Provienen en general de productos 
agrícolas, de subproductos y desechos de industrias agro- 
alim enticias. Estos medios pueden esta r constituidos igual

!ít'janúm 5
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mente por sustratos proteínicos que se desean revalorizar.
Ei?tre los productos agrícolas convenientes, se c ita - 

ran, por ejemplo, harinas: de trigo , centeno, maíz, cenada, 
avena, guisantes, etc.- tubérculos y ra íce s : do patatas, 
topinambur, mandioca o yuca, batatas, remolachas, melazas 
y pulpas de remolacha, zanahorias, colinabos, e t c . ; pulpas 
y tegumentos de fru tas: de plátanos, pinas; naranjas, man­
zanas^ orujos diversos; productos fibrosos: bagazos, pajas, 
maderas. Estos medios pueden ser u tilizados ta l  como están 
o pueden ser previamente higienizados o esterilizados.

Los efluentes y residuos agroalimenticios que pueden 
ser empleados en el procedimiento según el invento.compren 
den especialmente excrementos de aves de corral, residuos 
de cunetas, basuras domésticas, aguas residuales, efluen­
tes de fábricas de conservas, de obtención de proteínas, 
vinazas de d estile ría , líquido de inaceración de maíz, aguas 
de difusión de azucareras, los productos que provienen de 
la fauna marina, especialmente del pescado y crustáceos 
(por ejemplo el k r i l l ) .  Estos productos son especialmente 
aguas de prensa (pescado soluble) y los concentrados de 
proteínas solubles de pescado. - -

A tí tu lo  de ejemplo de sustratos proteínicos pueden 
citarse especialmente pulpas de remolacha y concentrados . 
de proteínas solubles de pescado. .

Igualmente pueden u tiliza rse  mezclas de los produc­
tos antedichos en calidad de medios nutritivos.

Cuando se .emplean sustratos proteínicos que se de­
sean revalorizar, se cultiva el hongo Tri choderma Album 
en las condiciones indicadas precedentemente, hasta que 
sean eliminadas las características indeseables de estos

09108



p -

!
i

i

1

5

10

i!1i}i
i
¡

15

i
Ii'! 20

i
Ii'!¡
i

25

30
31058

7

-sustra tos.i'' Por ejemplo, cuando se u tiliza  un concentrado de
proteínas solubles da pescado en calidad de medio nutritivo; 
que comprende sustancias amargas, se emplea el procedimien­
to del invento hasta que e l sustrato proteínico quede des­
provisto de amargor. El sustrato proteínico obtenido com­
prende evidentemente micelio de Trichoderma Album, que'pue­
de ser eliminado o no por medios clásicos de separación.

Los concentrados de proteínas solubles de pesca­
dos tienen en general una concentración de aproximadamente 
90% de proteínas, que poseen un valor alimenticio manifies­
to . No es necesario por lo tanto transformar estas proteí­
nas de pescado en proteínas de Trichoderma Album; esta es 
la  razón de que en el caso de la  revalorización de ta les  
sustratos se haga actuar el hongo justamente durante el j 
tiempo necesario para eliminar e l amargor; será fá c il  para 
un técnico en la  materia determinar e l tiempo necesario pa­
ra eliminar este amargor. Los ensayos realizados bao mostra 
do que en general era suficiente dejar desarrollarse el 
Trichoderma Album sobre ta les medios, en las condiciones in 
dicadas precedentemente, durante aproximadamente 3 a 5 lio-, 
ras . ' '

Otro sustrato proteínico que pueda ser utilizado 
según e l invento está constituido por pulpa de remolacha.
La pulpa de remolacha tiene en general una-concentración de 
90% de agua; este agua es d if íc il  de eliminar y por prensa­
do según la técnica anterior se obtienen pulpas de remola­
cha prensadas con una concentración de aproximadamente 80% 
de agua. Se ha encontrado que haciendo actuar Trichoderma 
Album sobre pulpas de remolacha puede obtenerse, después de
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-prensado de palpas que tienen ana concentración de 50%, 
agua solamente. Estos productos son ú tiles para la  alimenta 
ción animal, especialmente para la del ganado bovino.

En este caso se piensa que e l Trichoderma álbum 
elimina, por la  acción h idro lítica  de sus enzimas las pecti 
ñas contenidas en las pulpas do remolachas y que retienen 
e l agua. ,
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 ̂ Puedo ser ventajoso, cuando se u tiliz a  un sustra­
to ^roteínico de mala calidad, obtener un producto protoíni 
co que tiene un. valor proteico mejorado} esto puede ser rea 
lizado según el invento haciendo desarrollarse a Trichoder- 
ma Album sobre e l medio que primeramente ha sido depurado, 
desintoxicado o desprovisto de su amargor por la  acción de 
Trichoderma ¿lbam; es importante entonces equilibrar e l me­
dio considerado añadiéndola hidratos de carbono o nitróge­
no. Se obtiene entonces un producto proteínico constituido 
por e l sustrato modificado y por una cantidad más o menos 
importante.de proteínas de Trichoderma Album dependiendo 
del grado de desarrollo del hongo alcanzado en e l momento 
en que se detiene e l procedimiento del invento.

Cuando se u tiliz a  en calidad de medios nutritivos 
unos medios sin valor alimenticio, se hace crecer e l hongo 
sobre este medio para agotar a l máximo a este último. Se ob 
tienen entonces proteínas de Trichoderma álbum. Es importan 
te entonces equilibrar estos medios.

Los grados de materia seca de los medios n u tr i t i ­
vos líquidos empleados en e l procedimiento según e l invento 
están condicionados al grado de agotamiento de dichos me­
dios. Si los medios son agotables a fondo, e l grado de mate 
r ia  seca puede ser elevado pero existe un factor lim itativo' 30 

31038
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-que es e l contenido de oxígeno disuelto, debiendo ser mante 
nido este entre 6 y 10 miligramos/litro de medio. Se deter­
mina e l grado de agotamiento de cada medio por un método 
ponderal, comparando,el pesoca micelio obtenido y e l grado 
de materia seca residual.

El contenido de nitrógeno (N-atómico) de los me­
dios nutritivos debe ser de aproximadamente 4-5% de materia 
seca. En teo ría , son necesarios 5 gramos de nitrógeno para - 
hacer consumir 100 gramos de hidratos de carbono y para pro 
dncir aproximadamente 32 gramos de proteínas; por lo tanto 
es necesario ajustar e l contenido de nitrógeno de los me­
dios a un valor próximo a este valor teórico. Si el contení 
do de nitrógeno de los medios nutritivos es demasiado eleva 
do, se le añaden hidratos de carbono; por e l contrario, si 
este contenido es demasiado reducido se anade nitrógeno en 
una forma apropiada, especialmente en forma de sulfato de 
amonio o n itrato  de amonio y en cantidad suficiente para te 
ner un contenido de nitrógeno de aproximadamente 4-5 gramos 
por cada 100 gramos de materia seca.

los medios nutritivos líquidos pueden obtenerse a 
p a rtir  de productos agrícolas, de subproductos y de re s i­
duos de industrias agroalimenticias, por ejemplo por e l pro 
cedimiento representado en la  figura 1, que ilu stra  la  ob­
tención de proteínas de Trichoderma Album. Según este proce 
dimíento los productos, subproductos o residuos son someti­
dos a una o varias trituraciones, a una o varias homogenoi- 
zaciones y separaciones diferenciales. Las fracciones só li­
das resultantes son tratadas seguidamente según procedimien 
tos clasicos conocidos con v istas a la recuperación de sus­
tancias Mímicas n tilizables como abonos. Las fracciones l í -
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-quidas recogidas son reunidas, concentradas, eventualmente 
higienizadas o esterilizadas, y su contenido de nitrógeno 
es ajustado a un valor de aproximadamente 4- a 5% de materia 
seca, antes de ser sometidas a l procedimiento según e l pre­
sante invento. El micelio recuperado es seguidamente secado 
y acondicionado para proporcionar una harina de proteínas 
que contiene en general 50 a 65% de proteínas; los efluen­
tes líquidos resultantes son utilizados como abonos o como 
aportaciones de enzimas. *

El pH de los medios de cultivo debe estar compren 
dido entre 3,7 y 4,3 y ser mantenido en un valor comprendi­
do en esta gama durante toda la operación de cultivo. En 
efecto, ensayos preliminares han mostrado que e l agotamien­
to de los medios raramente sobrepasa de 50% en e l caso de 
la  rápida caída del oxígeno 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 obtener una on 
timización de los cultivos. El pH es mantenido automática­
mente por dosificadores que permiten añadir a l  medio nu tri­
tivo una base o un ácido, dependiendo del valor del pH; pue 
de utilizarse por ejemplo sosa, ácido clorhídrico, ácido 
sulfúrico o cualquier otro ácido o base apropiado. Igualmen 
te , es necesario que e l contenido de oxígeno disuelto este 
comprendido entre aproximadamente 6 y 10 miligramos/litro, 
preferentemente 8 miligramos/litro.

Los cultivos de Trichoderma .Album son'realizados 
a una temperatura inferior a 2890, preferentemente entre 24 
y 2890. El Trichoderma Album ya no se desarrolla más a una 
temperatura superior a 2890. Por e l contrario, este microor 
ganismo trabaja a una temperatura inferior a 249 0 pero con

t
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-una velocidad muy lenta. Por lo tanto es ventajoso trabajar 
a ana temperatura comprendida entre 24 y 2830.

 ̂ La operación de caltivo debe realisarse con ana
agitación eficaz no traumatizante, es decir con una agita­
ción que no inhiba e l  crecimiento del microorganismo,y bajo 

-la  cual este no experimente l i s i s .
Los cultivos de Trichoderma Album paeden sor rea­

lizados sobre agitadores o en termentadores; es importante ' 
respetar las condiciones operatorias antes definidas; Hay 
que hacer observar no obstante que el crecimiento de los mi 
'croorganismos en cultivo sumergidos, es decir en fermentado 
res , es generalmente macho más rápido y.que el agotamiento 

' de los medios es más completo en e l caco en que se contro­
len y dominen los problemas de agitación, de aireación y de 
esponjamiento o aumento de volumen.

Los tipos de termentadores utilizados para c u lti­
var las bacterias y las levaduras no son eficaces para desa 
r ro lla r  y reproducir hongos filamentosos. Lo.s fenómenos más 
d ifíc ile s  de dominar en e l empleo del procedimiento según 
e l invento son:- la  agitación, la  aireación y el esponajamien 
to o aumento de volumen.

Mientras que las levaduras y las  bacterias to le­
ran agitaciones violentas, e l crecimiento de Trichoderma Al­
bum es fuertemente inhibido más a llá  de una agitación de 
150 vueltas/minuto y e l microorganismos experimenta l i s i s  
con 400 vueltas/minuto. Este fenómeno es un factor lim ita ti 
vo importante, toda vez que no es posible mantener e l grado 
de oxígeno disuelto en 4 miligramos/litro agitando a menos 
de 100 vueltas/minuto.

Una aireación importante (1 a 3 li tro s  de a i r e / l i30
31058
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- tro  áe medio/áninuto) no puede mantener por ai sola durante 
más de 3 a 6 horas e l grado de oxígeno disuelto en un valor
do 5 miligramos/litro. Además, con importantes volúmenes de/
aire-os imposible de dominar el aumento de volumen o espon­
jamiento.

En e l curso de las fermentaciones, las espumas 
plantean siempre problemas. En el presente caso, las sustan 
cías antiespumantes deben ser alimenticias; por consiguien­
te , deben prohibirse los antiespumantes a base de siiiconas,

Las mezclas de aceites vegetales y sales de áci­
dos grasos no han dado más que resultados muy medianos.

Por lo tanto es necesario modular la  agitación,
' la  aireación y las cantidades de agentes antiespumantes con 

e l f in  de obtener un satisfactorio  compromiso.
Con e l fin  de obtener este satisfactorio  compromi 

so, se ha puesto a punto un nuevo dispositivo do fermenta­
ción que constituye otro objete del presente invento.

El dispositivo de fermentación según e l presente 
invento comprende, a títu lo  de elementos esenciales: un fe r 
mentador, medios do oxigenación y medios antiespumantes. 
Comprendo también medios de regulación do la  temperatura, ; 
de pH y del contenido do oxígeno disuelto.

El fermentador debe comprender un lento sistema 
de mezclado del micelio y del medio de cultivo; este s is te ­
ma de mezclado puede estar constituido por ejemplo por un 
conjunto de placas perforadas sobre las cuales se encuentra 
e l micelio, siendo dichas placas paralelas y estando uni­
das entre ellas por un sistema que permite desplazarlas den 
tro del medio de cultivo.

Los medios de oxigenación deben ser apropiados pa
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- ra  oxigenar e l medio de cultivo; pueden estar constituidosi*ventajosamente por un centrifugador de cáms.ras que permita 
una oxigenación fuera del fermentador. Otros dispositivos 
de oxigenación fuera del fermentador, ta les  como bombas cen 
trífugas, dispositivos venturi, mezcladores estáticos y chi 

-meneas de oxigenación pueden manifestarse más apropiados en 
e l caso de un cambio de los grados de recirculación reten i­
dos, que dependen de los sustratos y de sus concentraciones 

Los medios antiespumantes deben permitir la 'reso r 
ción de la  espuma formada, por ejemplo en el centrifugador 
de cámaras. Estos medios deben permitir la  formación'de una 
columna líquida en voladizo con respecto a los medios de 
oxigenación, completados eventualmente por medios clásicos 
químicos y mecánicos. ' ' -

El dispositivo según e l  invento puede ser u tiliz a
do para e l cultivo de bacterias, levaduras y hongos íilamen 
tosos. En e l caso del cultivo de hongos filamentosos, es 
necesario prever medios de desobstrucción; estos pueden es­
ta r  constituidos por un vaso de expensión o por medios neu­
máticos, o pueden realizarse de modo continuo por un f i l t ro  
exterior por ejemplo de cinta o banda, o bajo vacío. Los mi 
croorganismos separados son reinyectados en este caso en el

t

fermentador por medio de una bomba volumétrica o de una cin 
ta  transportadora. .Aunque estos medios no sean indispensa­
bles en e l caso de cultivos de levaduras o de bacterias, 
con frecuencia es ventajoso in tercalar un vaso de expansión 
entre el fermentador y los medios de oxigenación.

Un modo de realización del dispositivo de fermen­
tación según e l invento apropiado para e l cultivo da hongos 
filamentosos va a ser descrito ahora detalladamente hacien-30

31058
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-do referencia a la  figura 2, que es ana v ista  esquemática 
de este dispositivo, y a la  figura 3, que os un .modo de rea 
lización particular de una variante.

El fermentador del dispositivo según el invento 
está constituido por una cuba ( i) ,  generalmente cilindrica, 

_ cuyo fondo tiene preferentemente una forma troncocónica y 
está provisto de un conducto de trasiego (2). Esta cuba (1) 
comprende medios de aireación (3) que permiten realizar la  
aireación del medio de cultivo a l comienzo de la  operación 
de cultivo de hongos filamentosos. Comprendo también un con 
junto de placas perforadas (4) unidas entre s i por e l sopor 
te (5) y por columnas (6). El soporte (5) está unido con un 
sistema excéntrico -(7) movido por un motor (21) que permite 
mover e l conjunco de las placas imprimiéndole un movimiento 
de abajo a arriba. El sistema excéntrico y e l conjunto de 
las placas perforadas constituyen una especie de agitador 
que permite hacer subir a l micelio por encima del nivel del 
liquido. Es evidente que este sistema de agitación puede 
ser reemplazado por cualquier sistema análogo. Por ejemplo, 
puede u tilizarse e l sistema de agitación representado en la  
figura 3. Este sistema de agitación, que constituye una va­
riante según e l invento, está constituido por un conjunto 
de placas (4) unido con un eje horizontal (5) animado de un 
movimiento de rotación, por ejemplo en e l sentido indicado 
por la  flecha.

La cuba de fermentación (1) comprende también una 
conducción (8) para evacuación de los gases (aire y gas car 
bónico). El fermentador está unido con un vaso de expansión 
(9) por intermedio do una conducción do diámetro grande. La 
conducción (10) está provista en su extremo, en unión con
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-e l fermentador, con un tamiz de retención (11) y con una 
válvula de cierre (12). El vaso de expansión (9) comprende 
un tamiz de retención (13)* Está unido con e l  centrifugador 
de cámaras (14) por intermedio de una conducción (15)*,, que 
comprende eventualmente un cuello de cisne (20) y en cuyo 
curso está situada una bomba de circulación (16) y una admi 
sión de aire (17). El centrifugador de cámaras (14) está ' 
unido con la  cuba (1) por intermedio'de la  conducción (18),* 
que/'llega a la  parte superior de la  cuba (1).

Por in term edio  de l a  c a n a liz a c ió n  (17)  puede in ­

y e c ta r se  a ir e  s i  e s  n e c e sa r io .
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la conducción (18) debe ser obligatoriamente de 
diámetro superior en la canalización de entrada en el cen­
trifugador y debe estar en voladizo con relación a l cen tri­
fugador para permitir la  formación de una columna de líou i- 
do con el f in  de evitar la  formación de espuma; de esta ma­
nera, la  espuma formada se resorbe en la parte ascendente 
de la  conducción (18).

En la  puesta en práctica del procedimiento según 
e l invento, en e l dispositivo de fermentación que se ha de­
finido anteriormente e l mezclado del medio de cultivo y del 
microorganismo Trichoderma Album se realiza lentamente a ra  
zon de aproximadamente 15 a 30 movimientos por minuto, gra­
cias a l sistema de placas perforadas (4), que hace subir a l 
micelio por encima.del nivel del líquido.

Durante las 3 a 4 primeras horas de operación de 
cultivo, la  aireación se realiza por el fondo de la  cuba 
por intermedio de los medios de aireación (3); la  aireación 
se realiza así a l comienzo para evitar e l paso de los f i l a ­
mentos y el crecimiento en e l  vaso de expansión; luego,
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- cuando e l micelio está en su fase do crecimiento exponen­
c ia l, la  válvula* (2) es abierta; la  bomba de circulación 
(16) y el centrifugador de cámaras (14), en el que se rea li 
za la  oxigenación, son puestos en marcha; la  expulsión del 
fluido se efectúa a mayor altura en la  canalización de diá- 

.metro mayor (18), lo cual permite la  disipación de la  espu­
ma en la  columna de líquido reconstituida. El medio reoxige 
nado se vierte en la  cuba del fermentador (1) a aproximada­
mente 30 centímetros por encima del nivel del líquido; la 
placa superior del mezclador arrastra  la pequeña capa de os 
puma en e l medio. Los dos tamices (11) y (13) permiten f i l ­
tra r  e l medio nutritivo y contener a l micelio dentro dol 
fermentador. El caudal es regulado en función de las necesi 
dades de oxígeno. Gracias a este dispositivo, es fá c il de 
mantener en e l medio un grado de oxígeno disuelto convenien 
te (de 6 a 10 miligramos/lltro) y asegurar un crecimiento 
óptimo del microorganismo y un agotamiento máximo de los me 
dios de cultivo.

El dispositivo según e l invento permite realizar 
de modo continuo el cultivo; en este caso, los tamices son 
entreabiertos, el micelio recogido en el centrifugador os , 
evacuado por lavados y trasiegos; la  parte eliminada del l í  
quido es reemplazada por medio nutritivo de nueva aporta- 
ción.

El dispositivo según e l invento, que permite rea­
liz a r  una eficaz oxigenación de los medios de cultivo y do­
minar la  formación de espuma o esponjamiento, e3 perfectamon 
te apropiado para los cultivos de bacterias y de levaduras. 
Este dispositivo de fermentación según e l invento es por lo 
tanto un dispositivo de fermentación de microorganismos en
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-general (bacterias, levaduras, hongos).
En e l caso de cultivos de bacterias y de levadu­

ras, pasan cantidades variables de microorganismos a l cen­
trifugador; a l comienzo del cultivo, éstas son inyectadas 
de nuevo en e l termentador por lavados y trasiegos, y, se­
guidamente, durante cultivos continuos, son recogidas;'la 
parte del jugo que ha sido eliminada es reemplazadapor un 
medio de cultivo de nueva aportación.

Tal como se ha indicado precedentemente, las f e r ­
mentaciones según e l procedimiento del invento para la  ¿ti- 
tención de proteínas pueden realizarse de un modo continuo 
o de un modo discontinuo.

' Cuando las fermentaciones se realizan de un nodo
discontinuo, se re tira  aproximadamente los 9/10 del cultivo 
cada 15 a 20 horas aproximadamente y se reemplazan estos 
9/10 de cultivo por un medio de nueva aportación ajustado e 
higienizado. En numerosos casos, es posible la  recircula­
ción de los efluentes.

El producto proteínico obtenido según el procedi­
miento para la  obtención de proteínas puede ser recogido 
ventajosamente según e l sistema seguidamente indicado:

25
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Después de haber trasegado, la  cosecha es recupe­
rada por filtrac ió n , por ejemplo sobre un f i l t ro  prensa o 
cualquier otro dispositivo apropiado de filtrac ió n . Después 
de filtrac ión , e l cultivo es prensado para formar una to rta  
de micelio que contiene 30 a 50% en peso de materia seca. 
Esta to rta  de micelio es seguidamente secada, eventualmente 
triturada y acondicionada con vistas a su conservación o a 
su transporte.

El secado del producto proteínico por l io f iliz a -  
ción, atomización, flu idificación o sobre un rodillo  seca­
dor (del tipo "Hatmaker") secador de banda o secador neumá­
tico , es muy rápido. Estos procedimientos de secado permi-
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-ten  obtener y llegar a un alimento con una calidad excepcio 
nal y que no dejan ninguna célula susceptible de v iv ir.

 ̂ Por e l contrario, los procedimientos estáticos de
, secado alteran e l valor nutritivo  del producto. En e f e c t o ,  

la  plasmélisis libera las estructuras amínicas y glucídicas 
simples que reaccionan por reacción de "Naíllard". Ies pro­
cedimientos estáticos de secado han de ser prohibidos'por 
lo tanto. J
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A la  salida del f i l t r o  prensa, el productoiprotoí 
nico, que contiene especialmente e l micelio de Trichoderma 
Album, posee una estructura filamentosa bien individualiza­
da, Al secar, esta estructura se hace muy dosmenuzable y se 
deshace espontáneamente, *'

Cuando e l producto proteínico está constituido 
únicamente por proteínas de Trichoderma Album, e l micelio 
seco y triturado se presenta en forma de un polvo blanco, 
con una densidad que oscila entre 0,6 y 0,9. Este polvo, no 
esponjable, es untuoso, muy fácilmente humec.table, y carece 
de olor y sabor. Ciertos medios de cultivo pueden conferir- ' 
le no obstante sabores específicos. *

En microscopio, no se puede percibir ninguna es­
tructura de micelio. Se observan solamente pedazos o restos 
de formas diversas cuyas dimensiones varían entre 5 y 50ya.

las proteínas de Trichoderma Album obtenidas se­
gún e l procedimiento del presente invento se presentan en 
la  forma de polvo que contiene 50 a 65% de proteínas,

las composiciones centesimales y de aminoácidos 
del micelio de Trichoderma Album, obtenido según e l procedí 
miento del invento y secado, se dan en las tablas I  y I I ,

En la tabla I I  se han indicado las composiciones



1 -de otros materiales proteínicos obtenidos según los procedí 
mientos clásicos.

Los productos proteínicos constituidos por ana 
mezcla de proteínas de .sustrato y de micelio tienen un con­
tenido de proteínas que varía dependiendo del sustrato de 

-partida y de la cantidad de micelio.

TABLA I

10 COMPOSICION CENTESIMAL DEL MICELIO 
SECO DE TRICHODERMA ALBUM 

(% en peso)

Proteínas (N x 6,25) 55 a 63
Nitrógeno no proteínico 3 a 5
Grasas 6 a 12
Azúcares insolubles 8 a 10
Azúcares solubles 7 a 10
Acidos nucleicos 4 a 6
Cenizas 6 a 9
Agua 3 a 5

25
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TABLA II
COMPOSICION DEL TRICHODBRMA ALBUM

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



p- !

1

5

10

15

20

25

30
31058

-  . Tal como se ha indicado precedentemente, la  ospĉ
cié Trichodcrma Album empleada en. e l procedimiento según 
ed, invento es una nueva especie de hongos filamentosos que 
ha sido seleccionada en e l In s titu t National de Rechercho 
Agronomique. El procedimiento de selección de la  cepa"que 
se describirá seguidamente, forma parte igualmente del mar 
co del Invento. Puede ser empleado con bacterias, estrepto 
mices y otros hongos, especialmente los ficomicetos (Rhixo 
pus); los basidiomicetos (Ustilago, Corticium, Fomes, Ta- 
phrina, Sclerotinia, Rhabdocline, Phacidiella, Epichloe, 
Nectria, Ophiobolus, Endothia); los adclomicetos (Phoma, 
Ascochyta, Septoria, Colletotriohum, Gloeosporium, Monilia, 

-Sterigmatocystis, Gliocladium, Geotrichum, Acrostalagmus, 
Trichoderma, Botrytis, Cephalosporiuc, Yerticilium, Tricho 
thecium, Aspergillus, Penicillium, Fusaritm, Cladosporium, 
P u lla laria , Torula, Tíúelaviopsis, A lternaría, Cercospora, 
Sporodesmium, Helminthosporium, Epicoccum, Graphium).

Primeramente se van a dar algunas indicaciones 
acerca de la  taxonomía y la  biología de los hongos.

Los hongos pertencen a l sector de los vegetales 
crip&ógamos, eucariotos, ta lo fito s , no c lo rofílicos.

Más de 100.000 especies de hongos son conocidas; 
se caracterizan por una pluralidad muy grande de formas 
que van desde una célula individualizada (levaduras) hasta 
la  organización compleja de los carpóforos (setas). Exis­
ten considerables diferencias de tamaño, aspecto, estructu 
ra , actividades metabólicas, modo de vida, e tc .

Se distinguen entre hongos saprofitos, hongos pa 
tógenos, hongos simbióticos, hongos micorrizicos.

En los microorganismos se distingue citológica—



p-

1 -mente un núcleo, mitocondrios, vacudos, glóbulos lip íd i-  
cos, glicógeno, etc . Las paredes celulares están constitu í 
das por celulosa, pectiuas, calosa, quitina. El protcpias- 
ma fún^Lco está dotado de movilidad, y se desplaza desde

5
i la  parte central., que se vacuoliza, hacia la  perife ria .

El ta lo -ed ifica  elementos reproductores (las es­
poras), con génesis a veces muy simples: fragmentación (ar. 
trosporas) o brote (en las  levaduras).

- 10
Las esporas pueden ser también elaboradas por ér 

ganos de fructificación  muy diferentes ta le s  como él'som­
brero de los agáricos o e l peritccio de los pirenoDÜcetos.

Las esporas, cuya formación implica la  previa fu 
-sión de dos núcleos-compatibles, seguida por una división 
reductora, aseguran la  reproducción sexuada o perfecta.

15 La clasificación de les hongos está basada en la  
naturaleza del ta lo  vegetativo, que puedo ser:

1) plasmodial en los mixo¡micetos
2) celular o filamentosa en los eumicetos.

20
En este segundo grupo, se distingue: 
a) Los hongos inferiores (sifcalcetos o ficomice 

tos) en los cuales no hay más* que una célula filamentosa 
gigante multinuoleada. Los filamentos se alargan y se rami­
fican sin compartimentarse y en general sin anastomizarse. 
La masa citoplasmica y los núcleos se desplazan libremente

25 en el in te rio r de las paredes tubulares.
Los ficomicetos se reproducen por huevos enqúis- 

tados (oosporas, zigosporas) formados sobre e l micelio como

30

consecuencia de una conjugación entre gametos lib res  o en­
tre  órganos sexuales filamentosos más o menos diferenciados 

b) Los hongos superiores o septomicetos (ascomlce
31058
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-toa, hemiascomicotos, basidiomicetos, hongos imperfectos). 
Estos hongos poseen un micelio constituido por 

filamentos microscópicos (las h ifas). Las hifas ratnifica- 
das, yuxtapuestas, anastomizadas, pero jamás organizadas 
en te jidos, son divididas en segmentos uninucleados y plu­
rinucleados, por tabiques transversales. Estos diafragmas, 
frecuentemente cerrados de manera incompleta, permiten la  
circulación del protoplasma y de los núcleos de una célula 
a otra. Las anastomosis son frecuentes entre h ifas de una 
especie o de especies afines, lo cual favorece la  heteroca 
rio s is . La heterocariosis consiste en la  reunión en un mis 
mo micelio de núcleos portadores de potenciales genéticos 

-diferentes, ya sea porque resultan de mutaciones, ya sea 
porque provienen de organismos diferentes.

Los hongos superiores producen generalmente sus 
esporas sexuadas en o sobre órganos de fructificación  loca 
lizados. La diferenciación do sus elementos sexuales es ge 
neralmente pequeña y la  fecundación tiende a manifestarse 
simplemente por la  conjugación de núcleos apareados en f i -  ' 
lamentos no especializados; conduce a la  formación de as- 
cosporas contenidas en aseas "o basidiosporas producidas en 
üasidios. En los hongos imperfectos, la  reproducción es 
asexuada, a fa lta  sin duda de compañero compatible; la  muí 
tip licación se efectúa por conidios.

El mundo de los hongos es menos amplio y vasto 
que el de las  plantas. No obstante, los caracteres bioíógi 
eos de estos microorganismos les  confieren una sorprenden­
te plasticidad y se ha observado que muy numerosos indivi­
duos esconden en s í los potenciales genéticos de una nueva 
raza o especie. En estos individuos, se ha encontrado quo

!
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-es posible suprimir los inconvenientes y extraer caracte­
res interesantes, aprovechables en numerosos sectores, es­
pecialmente para las producciones de biomasas alim enticias.

El procedimiento de selección de los caracteres 
interesantes.de un microorganismo, según e l  invento,' consis 
te , en su aspecto más general, en cultivar una cepa "salva­
je sobre medios de cultivo selectivos, en incubar los"cul­
tivos en condiciones especificas do temperatura, y de ilumi' 
nación, en proceder a microaislamientos y mezclar las' ce­
pas mejoradas en presencia, o no, de acridina naranja, con 
nuevo aislamiento de la s  h ifas blancas.

Los medios de cultivo selectivos empleados-en el 
procedimiento según e l invento se escogen en función,de 
c rite rio s  molestos de la  cepa salvaje que se quieren Moer 
desaparecer.

En su aspecto mas detallado, el procedimiento se 
gún e l presente invento consiste:

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

2) en incubar cada cultivo en las condiciones s i
guientes:

a) a 27BC durante un día,
L) a 37^0 durante dos días en la  oscuridad y lúe 

go durante dos días a la  luz, .
c) a 279C durante dos días,
3) eh exponer seguioamente a los rayos ultravio­

le ta s  (250 nm) a las cepas blancas y vigorosas que provie­
nen de cada cultivo efectuado sobre los medios selectivos, 
durante dos horas a 4BC;

4) en transplantar las  cepas sobre e l medio
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STARON";j ̂ ' . .
5) en incubar los cultivos resultantes durante 

dos días a 373C y luego durante dos días más a 27SC, tra s  
haber eliminado, antes de la  disminución de temperatura de 
37 a 273C, las cepas que se desarrollan;

6) en cultivar dichas cepas sobre e l medio,líqui 
do y agitado de "STARON" durante dos días a 27$C.

7) en proceder a retiradas estó riles;
8) en mezclar en presencia de acridina naranja 

las  cepas de mayor rendimiento, ricas en proteínas^ y .po­
bres en glicosamina y antibióticos;

9) en incubar la s  cepas resultantes sobre el me­
dio "STARON" durante dos días a 27SC;

10) en proceder a microaislamientos; y
11) en incubar durante dos días las cepas resu l­

tantes a 27SC$ * .
las cepas así obtenidas son sometidas de nuevo 

a l ciclo antes definido, etapas 1) a 11), durante un núme­
ro de ciclos suficiente para obtener una cepa que posea 
las  características deseadas.

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

En efecto, los c rite rio s  molestos que se quieren 
eliminar desaparecen en general unos tra s  de otros; por lo 
tanto no es necesario mantener en el ciclo de selección la 
etapa que pretende eliminar dicho c r ite r io , y está al a l­
cance de un tócnico en la  materia determinar, gracias a 
los controles efectuados en e l curso de cada ciclo , las  
etapas que han de mantenerse y las que han de suprimirse.

En el procedimiento según e l invento, puesto en



-práctica para formar e l Trichoderma Album, se u tiliz a  un 
lo te  de 11 medios de cultivo; 8 medios están constituidos 
por una solución mineral de pH = 6,8 que contiene los cons 
tituyentes seguidamente mencionados:

KHgPÔ  ='1 g; MgSÔ , 7 ^0=0,5 g; - '
KC1 = 0,2 g; CaClg = 0,2 g;

. FeSO ,̂ 7 ^ 0  = 0,03 g; ZnSÔ *, 7Hg0 = 0,01'g; * .
CuSÔ , 5Hg0 = 2 mg;
agua destilada: cantidad suficiente para 100 mi; 
gelosa 20 g,

a la  que se han añadido los compuestos siguientes: ; . 
Medio 1): . - '

30 g de glicerina  ̂ 2 g de urea . f ' '
Medio 2):

20 g de sacarosa * 3 g de alantoína
Medio 3):

20 g de almidón * 5 g de sulfato de amonio
Medio 4):

20 g de glucosa -í- 7 g de tirasina
Medio 5):

5 g de pectina de manzanas ^ 7 g de ácido antra- 
n ílico

Medio 6):
20 g de almidón * 5 g de n itra to  de sodio

Medio 7):
10 g de manita * 8 g de caseína lác tica

Medio 8):
20 g de ácido glucónico 4 10 g de gelatina.
El medio 9 es e l medio "STARON" que contiene glu 

cosa = 20 g; peptona = 6 g; extracto de levadura = 1 g; l í
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J3.uido de maceración de maíz = 4 g; NaCl -  0,5 g; HgSÔ , 7 

HgO = 0,5 g; KHgPÔ  = 1 g; FeSO ,̂ 711̂ 0 = 10 mg; agua de3t i  
lada, cantidad suficiente para 1 l i t ro ;  gelosa -  20 g para 
medios sólidos.

El medio 10 está constituido por patatas n u tr iti  
vas y e l medio 11 es suero láctico con 40 g /l .

' . Tal como se ha indicado precedentemente, pueden, 
someterse los cultivos a ciclos parciales; por ejemplo, en 
e l c¿so de Trichoderma V iride, puede someterse a cada cul­
tivo efectuado sobre cada uno de los once medios a las ota 
pas 1'a 4, puede procederse seguidamente a una incubación 
durante dos días a 27^0, y luego a microaislamicntos para 
seleccionar las cepas blancas y vigorosas, y seguidamente 
a una incubación, todavía durante dos días más a 2730, de 
estas cepas blancas y vigorosas; las cepas así obtenidas 
son seguidamente inoculadas en los once medios selectivos 
y se vuelven a comenzar los ciclos, parciales o completos, 
comprendiendo los ciclos completos las etapas 1 a 11).

Los ciclos parciales o completos del procedimien ' 
to segán el'presente invento son representados esquemática ' 
mente en la figura 4.

Los métodos de control efectuados a lo largo de 
los ciclos representados en la  figura 4 son especialmente:

— la  valoración de la  glicosamina después de hi­
d ró lisis  del micelio en HC1 6 N y resolución en un auto-ana 
lizador conocido con la denominación comercial ¡'Technichon 
TSM̂ "

-  la  valoración microbiológica de los péptidos 
antibióticos, de la  tricodermina y de la  gliotoxina despué,-: 
de extracción con n-butanol,30

31058
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¡ -  la  medición de la  intensidad de la  plasmólisis
(secado a 60^C, tritu rac ión  y determinación de la  fracción 
soluble e n a g u a a p H = 8 ) ,

-  e l pesado de la  materia seca producida y la  de
terminación de su grado o concentración de proteínas me­
diante microanálisis KJELDAHL, ' .

-  la  determinación ponderal de la  cantidad..do ma
te r ia  seca consumida en el medio. . - \  -

Las incubaciones efectuadas a 279C según el,pro­
cedimiento del invento se realizan siempre a la  luz natu­
ra l .  Cuando se precisa que las incubaciones se realizan a 
379C a la  luz, se tra ta  de una luz blanca con una in tensi­
dad de 2 a 300 watios por metro cuadrado.

Los microaislamientos efectuados en e l curso del 
procedimiento de acuerdo con el presente invento consisten 
en separar la s  hifas con ayuda de un microscopio óptico.

El número de ciclos a efectuar depende de la  ce­
pa original y de las carac terísticas deseadas. Los métodos 
de control permiten determinar s i se han alcanzado estas 
carac terísticas.

Según e l procedimiento de selección del presente 
invento, pueden obtenerse cepas nuevas que poseen caracte-' 
res interesantes, aprovechables en numerosos sectores, es­
pecialmente para la  producción de biomasas alimenticias.

El procedimiento ha sido aplicado con éxito espe 
oralmente a Trichoderma V iride. Fusarium roseum. Bauver ia  
Teñelia, Trichoderma polysporun. Aspergillus oryzae y se 
ilu s tra  por los ejemplos V y VI siguientes.

Otros ejemplos de aplicación del procedimiento 
de selección han sido mencionados con anterioridad.
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El invento va a ser descrito ahora con mayor de­
ta lle  en loe ejemplos ilu stra tiv o s no lim itativos que se 
exponen seguidamente:
EJEMPLO 1
Cultivo en fermentador

En este ejemplo, se han tratado, según e l procedí 
miento.del invento, medios líquidos de cultivo que contie­
nen 60 ó 90%o de materia soca (gramos por volumen) y que 
provienen respectivamente de suero láctico , de jugo de a l­
fa lfa , de harina de trigo , de efluentes de facto rías ce oh 
tención de proteínas, de jugos de patata, de líquidos de 
maceración de maíz (aguas de ¡aceración en las factorías de 
obtención de almidón de granos de maíz) y melazas de remo­
lacha.
' So ha utilizado e l dispositivo de fermentación
según e l presente invento. En la  cuba (i)  se han introducá 
do 100 l i t ro s  de medio y 10 l i t ro s  de Trichoderma Album ob 
tenido por cultivo sobre agitador. Durante las  tres  a cin­
co primeras horas de cultivo, óste ha sido aireado median­
te los medios de aireación (3) que estaban constituidos en 
e l caso presente por una tubería circular provista de agu­
jeros y por un dispositivo de aportación de a ire . La canti 
dad de aire inyectado era ta l  que e l contenido de Og disuel 
to estuviera comprendido entre 6 y 10 mg/l. Se ha manteni­
do la  temperatura del medio de cultivo entre 24 y 28SC y 
e l pH en mu valor comprendido entre 3,7 y 4,8 de un ácido 
o de una base.

Cuando el micelio ha estado en su fase exponen­
c ia l, se ha procedido de acuerdo con e l modo de trabajo 
descrito anteriormente, es decir so ha abierto la  válvula
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-(10) y se ha puesto en funcionamiento la  bomba de circula­
ción (15) y e l centrifugador (12). El caudal de oxígeno en 
e l centrifugador ha sido regulado de manera que se manten­
ga e l contenido de 0^ disuelto en un valor comprendido en­
tre  6 y 10 mg/l. Después de 15 a 20 horas de cultivo, se 
ha recogido e l micelio por trasiego y se le  ha filtrad o  so 
bre un -filtro  prensa; se han obtenido 7 a 9 kg de to rta  de 
micelio con 50% de materia seca. Esta to rta  ha sido secada 
seguidamente sobre rodillos del tipo "Hatmakey" ó pop lio -  
filizac ión  y se ha obtenido una harina de m ateria les.fila ­
mentosos con 57 a 65% de proteínas. La composición centesi 
mal de los productos obtenidos con cada medio, así como su 
composición en aminoácidos, eran sensiblemente las  mismas 
que se indican en las tablas I  y 11. Las cantidades de ma­
te ria s  secas producidas y que quedan al cabo de 10 y 20 ho 
ras, se consignan en la  tabla IV.
EJEMPLO II
Cultivo sobre agitador

Se ha cultivado Trichoderma Album sobre agitador 
(150 revoluciones por minuto) en matraces Erlenmeyer de 
500 mi que contienen 100 mi de medio. Los medios emprendían, 
por l i t r o ,  40 a 70 g dé materia seca ajustada a 3% de N; 
e l pH de partida era de 4,5. La duración del cultivo era 
de 20 horas hasta 40 horas a 27-C. La recogida del micelio 
se ha efectuado sobre f i l t r o  prensa y e l secado se ha rea­
lizado por lio filizac ió n . '

Los promedios de los resultados obtenidos están 
dados en la  tab la I I I  siguiente:



TA3LA I I I

í  °3 ^ S(0 OH H -P <0 íá H - r j  OtnOgH O *- 3 o \  St M o
O H  <r) a 
-rj 05 M * 3 Hn!coOKO O) SPtNO H

t !

pH. O2 disuel to *" mg/l
MS produ cida g/1

MS restan t  é "  ^/1
!
20 h 40 h 20 h 40 h 20 h 40 h 20 h 40 h

40%o MS 6,5 7 4 4 6 9 30 27
70%o MS
i______________ 6,5 6,2 5,0 2,0 12 18 49 41-

En las condiciones de trabajo antedichas, no es 
posible hacer óptimos los cultivos; no obstante, son exce­
lentes los rendimientos de micelio, pero e l agotamiento 3e 
los medios raramente rebasa de 50% debido a la  caída rápi­
da del oxigeno disuelto y las  considerables variaciones 
delpH.

Otros ensayos realizados según e l modo de traba­
jo antedicho, pero manteniendo e l pH en un valor entre 3,7 
y 4,8 y e l contenido de oxígeno disuelto entre 6 y 10 mg/l, 
han mostrado que en estas condiciones de pH y de 0  ̂ disuel 
to  podía lograrse la  optimización.
EJEMPLO I I I
Comparación entre el cultivo en fermentador según el inven 
to con el cultivo en un fermentador tradicional

En este ejemplo, se ha realizado un cultivo de 
Trichoderma Album sobre losmodios definidos en el ejemplo
I en las  condiciones de trabajo descritas en e l ejemplo I I ;
los medios de cultivo contenían 60 y 90%o de materia seca;
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.el pE ha sido mantenido en 4,5 y la  temperatura en 27^0. 
Se han medido las  cantidades de materia seca producidas y 
restantes a l cabo de 10 horas a 20 horas de cultivo. Los 
resultados obtenidos están consignados en la  tab la 17* s i­
guiente:

TABLA IV
!
íMedios higienizados 4% depH mantenido a 4,5 ' temperatura 27-C

Op disuel * to , "* m g/l;
M.S. pro ducidá*" a^i

M.S] rea tante ***g/1
10 h 20h 10 h 20 h 1Ch 20h

fermentación en Termentador tradicional ( suero lá c tic o , harina de trigo]

60°/oo MS 5 3 15 19 3 3 - 2 0
90°/oo MS 4 1,5 21 25 50 30

fermentación realizada con e l dispositivo según e l inven to (7 sustra­tos del ejem­plo 1)

60°/oo MS 8 7 27 35 15 3

90°/oo MS 6 6 30 45 38 10

Los resultados de la  tabla IV muestran que todos" 
los cultivos realizados con el dispositivo según e l inven­
to han sido controlados y dominados; los resultados obten! 
dos son muy buenos. Por e l contrario, los cultivos efectúa 
dos de manera tradicional, es decir en un Termentador adap 
tado para obtener bacterias, levaduras o producir antibió­
ticos, enzimas, e tc ., no han podido ser realizados válida­
mente más que sobre dos sustratos, a saber, e l suero lá c ti  
co y harina de trigo .
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Como conclusión, el dispositivo según e l invento 
permite obtener una mayor producción de biomasa y un agota 
miento mayor de los medios.
EJEMPLO IV ''' '
Valor nutritivo  del micelio Triehoderma Album

El valor nutritivo  del micelio de Triehoderma Al 
bum.obtenido según ol ejemplo I ha sido comparado con e l - 
valor nutritivo  de la  caseína lác tica , de la  to rta  de- so­
ja , de la  to rta  de sósamo, de los hongos do París y de los 
granos de altramuz crudo.

Los valores CEP (ganancia de peso/proteínas ingó 
ridas) lian sido determinados en ra tas machos jóvenes deste 
tadas S P F de raza'Sprague Dawley; la duración del e:q)eri 
mentó ha sido de 17 días y e l grado o concentración de pro 
teínas en los alimentos era de 10%. Cada rágimen ha sido 
reequilibrado con aminoácidos indispensables lim itativos. 
Cada lo te experimental comprendía 20 animales.

La composición de los regímenes y los resultados 
obtenidos figuran en la  tabla V.

El análisis de los resultados de la  tab la V mue_s 
t ra  que la s  proteínas del Triehoderma Album poseían un va­
lo r nutritivo equivalente a la  caseína lác tica  suplcmenta- 
da con metionina y superior al de las to rtas  cocidas de so­
ja y de sósamo.

El reducido coeficiente de eficacia protídica do 
la  harina de altramuz cruda es debido a los factores an ti­
nutritivos contenidos en este grano. En cuanto al reducido 
valor nutritivo del hongo de París, para la  ra ta , óste puê  
de sor explicado indudablemente por e l elevado contenido de 
carpóforos y paredes celulares. En efecto, en este caso, ed
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_consumo es elevado.
EJEMPLO V
Selección de la  cepa Trichoderma Albura

Por e l  procediraiento de selección según el pre­
sente invento, se ha a is la d o ra  p a rtir  de Trichoderma Viri 
de, la  nueva especie Trichoderma Album que es empleada en 
e l procedimiento de obtención de proteínas, según e l pre­
sente invento. - . .j La especie Trichoderma Album posee pocas paredes; 
no produce antibióticos ni pigmentos d ifusibles, contraria 
mente a la  especie Trichoderma Viride de la  que se deriva. 
No posee hifas coloreadas y termói'ilas.

El género Trichoderma pertenece a la  clase de 
los hongos filamentosos imperfectos (adelomicetos = hifomi 
cetos), del orden de las Monilíales y de la  familia de las 
Moniliaceas.

El micelio, compartimentado, ramificado, es de
color desde blanco a verde claro. Los conidios, generalmen
te  verdes, son.aislados, redondos, monocelulares; son l ie -  <?vados por conidióforos verticilados.

Los Trichoderma son organismos saprófitos de los 
suelos. Se considera que son benéficos, ya que con frecuen 
cia son antagonistas de hongos fitopatógenos. Froducen nu­
merosas enzimas y antibióticos.

Esta nueva especie ha sido obtenida por el proce­
dimiento de selección según el invento.

Después de 1.400 ciclos (parciales o completos) 
realizados según e l ciclo representado en la  figura 3, se 
ha llegado a una copa do Trichoderma polífaga, de rendi­
miento, inofensiva, cuyo micelio posee un elevado valor nu
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- ir itiv o  para los animales.
La eliminación de los caracteres molestos escon­

didos e implicados por la  cepa original, y la  selección,
. realizada muy a fondo, de los rendimientos y cualidades 

alimenticias, confirman perfectamente los potenciales geno 
ticos excepcionales que poseen los hongos.

La especie Trichoderma Album aislada posee, tal. 
como se deduce claramente en la  tabla VI siguiente, una ve 
locidad de multiplicación y una eficacia energética eleva­
das. Esta nueva especie posee pocas paredes celulares, y 
un elevado índice de plasmólisis en caliente. Además, no 
posee hifas productoras de péptidos an tib ió ticos, gliotoxi 
na, tricodermina y pigmentos; no comprende individuos te r- 
mófilos y con micelio coloreado. Además, se hibridiza muy 
mal con su antepasado, lo cual confirma que ha habido reos 
tructuración genética.

En la  tabla VI, se han indicado los resultados 
de análisis realizados con cultivos a l cabe de 100, 300, 
1.000 y 1.400 ciclos según e l procedimiento, así como los 
resultados de análisis efectuados con la  cepa Trichoderma 
Viride original.

La cepa, Trichoderma Album puede ser conservada 
mediante transplantes.
EJEMPLO VI
A BÍÍ$aci^ del procedimient de selección se;-:ún el invento 
É_2&s_cepas Fusaniutn roseum. Bauveria Tcnella, Tr i chodérma 
polysporum, Asoergillus oryzae

procedimiento de selección de los microorga­
nismos según e l invento es aplicable a la  mejora de otros 
microorganismos (hongos, levaduras, bacterias); ha permití
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-do seleccionar gérmenes que poseen propiedades específicas 
bien definidas. En cada caso, es suficiente escoger bien 
los c rite rio s  de selección, los medios de cultivo, y u t i l i  
zar técnicas.de control adecuadas.

Mediante este procedimiento, se ha obtenido:
-  un Trichoderma polysporum antagonista de los 

; . hongos fitopatógenos
-  un Fusarium roseum sistémíco, no patógeno y que

j aporta una protección de las  plantas contra
los fusariums fitopatógenos

-  Aspergillus *flavus que no producen aflatoxinas
-  un Pcnicillium coconaun productor de aromas de 

queso de cabra
-  Streetomyces productores de antibióticos' h íbri

dos - '
-  bacterias y Streptomyces productores de endo- 

peptidasas
-  Acrostalagmus aphidum hiperpatógenos para. los 

pulgones.
La tabla VII ilu s tra  algunos resultados.
Los resultados de la  tabla VII muestran que a ' 

p a rtir  de material biológico de diferentes orígenes es po--° 
sible alcanzar objetivos muy diversos y muy precisos. La 
selección de los caracteres interesantes escogidos y la  
eliminación de las propiedades molestas son más o menos 
largos o amplios, dependiendo de los microorganismos salva 
jes ensayados. Algunas veces, los obstáculos son importan­
tes, y será preferible cambiar la  cepa original para alean 
zar la  meta establecida. En todos los casos, se obtienen 
resultados interesantes. * -.
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1 J3JEr.!PL0 VII
Revalorisación de concentrados de proteínas solubles de nos 
cado

5

10

Se ha utilizado un concentrado de proteínas solu 
bles de pescado con una concentración de 90% de proteínas 
sobre materia seca. Se ha disuolto este concentrado on cua 
tro  volúmenes de agua (peso/voluinen).

En e l dispositivo según e l invento se han in tro ­
ducido 30 l i t ro s  de la  solución de concentrado definido an 
teriórnente y 1 a 2 l i tro s  de Trichoder.ua Album obtenido

15

20

25

por cultivo sobre agitador.
Se ha mantenido la temperatura en 24-28SC y el 

pH del medio en un valor comprendido.entre 3,7 y 4,6.
Se han efectuado periódicamente retiradas para 

determinar el amargor del concentrado de proteínas sciubieí 
de pescado. Se ha detenido la  reacción cuando el concentraj 
do estaba desprovisto de amargor, es decir después de apro 
ximadamente 3 a 5 horas.

El producto obtenido era una mezcla de concentra 
do y de micelio que eventualmente se puede separar por f i l  " 
tración o centrifugación.

En e l ensayo?de laboratorio antes expuesto se ha 
utilizado como producto de partida un concentrado de pro­
teínas solubles de pescado, qUe se ha disuelto en agua pa­
ra obtener un medio nutritivo líquido. En la  práctica se 
puede hacer actuar Trichoderma Album directamente después 
de la  h id ró lis is  papaínica, tra s  separación de los materia 
les insolubles. Se evitan de este modo una etapa de secado 
y una etapa de disolución, que son in ú tile s .

30
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J5JEMPL0 YIII
Depuración de loa jugos de difusión de azucarera 

 ̂ Los jugos de difusión, que- son los jugos de difu
sión obtenidos a p a rtir  de ra jas de remolacha, c ris ta lizan  
difícilmente por causa de la  presencia de impurezas, ta les  
como por ejemplo fenoles y aminoácidos.

; . Si se trabaja según e l procedimiento del invent.o 
utilizando, en calidad de medio nutritivo ; un jugo de difu 
sióuj, se obtiene por una parte un jugo clarificado que 
c r is ta liz a  bien y simplifica por esta razón la  u lte rio r 
tecnología de fabricación del azúcar y por otra parte pro­
teínas de Trichoderma Album. En efecto, e l hongo empleado 
consume todo el nitrógeno presente como impureza en este 
jugo e hidratos de carbono y se obtiene un micelio que pre 
senta las características definidas en la  tab la  I .

Por ejemplo, s i se u ti l iz a  un jugo de difusión 
con una concentración de 17% de materia seca y que contie­
ne 1% de N con relación a la  materia seca, puede obtenerse 
por una parte un jugo clarificado con una concentración de
15% de materia seca y por otra parte 15 a 20 g /l  de jugo 
de difusión con 50% de proteínas de Trichoderma Album.

Así, en lugar de obtener melazas, que son subpro 
ductos de la  industria azucarera, se obtiene según el in­
vento una fracción proteínica con una concentración de 50 
a 65% de proteínas y se mejora la  crista lización  del azú­
car.



Co
mp

osi
ció

n 
de 

lo
s 

reg
ím

en
es 

en
 %

; G
MQ

; C
E?

H
H
>

O o o O O O . C Or-*-

VI O o o O O 20 o

> O o o o trs o o
O J

IV o o o

2
8 O o o

111 o o 20 o O o o

H
H o t\lt̂ f o o O o c

H o o o o o &
r -

tú
-

*3
O tD

h O*3 .o '  < 3o tútQ M
p ) . w

O Htú & <3 f  i
o tú <wtú *3 }Z ! O o

* r ! 0 ) -rt*3 0 M-rt o N
O o 3 a atú o a 3 3o o tú ta 4 3 4 3o tú a 3 r - f*rt tú + 3 < 3 <* r ? 0 ) túo tto P t tú - tú

0 )
<<ú ta ta a  - H
H o tu !^t ¡ 3

O
tú

<D to 3̂ O  O O
* 3 3̂ tú * ó  4 ú 3̂

o tú tú te
0

O tú
4 3  a

o
4 3

0 )  . -P - p - 3 h 3 O -P Ot̂O M fw 3 -rt tú - w
o 3  } O O tú o {.< m

K o n n M M H  = n
* *



p
M u i t t n ú m

t ¡ ̂ !

!



i p



p-

!i

i¡!i
i

!í!
!

;j- i

i: -:
!!

1 -
'

TABLA VI

5!

/ 1.400
pasadas

1.000
pasadas

300
pasadas

100
pasadas

PHO <¡ O P'd
C -f. pp m a

-

—iro P buo
bJ

* V) O
vi
oo

Os
OO

Tiempo de duplicación  (en horas)

10

o\o
M
OO

b4
VIo

4̂
oo

vi
Oo

E ficacia  energética  (cantidad de M.S. ne­cesaria para obtener 1 g de cd celio  seco)

ro
V!

bJ c
4̂-

U3 ro
vi

E ficacia  de la !s ín te ­s is  proteica (can ti­dad necesaria de'H.S. para obtener 1 g- de proteínas) (en g)

15
0\-]V!o p

CrsO 4̂*̂3 4̂V! 4̂O Orado medio de mate­r ia  proteica del mice l i o  (en  % NS)

o tv
\J1 —1.

Cantidad de proteínas producidas en 48 h a partir  de 40 g de MS

20
cr\o
p-oo

U1 4̂*o MO -AO
Indice de p lasm ólisis  (fracción  soluble en agua a pH = 8 después de 20 h de secado a 609C) (en%)

VI<y¡ o  o P
VIO VT . O 4b.VI b4VI % de proteínas en la  fracción plasmolizada

25 o M
M

V)
VI -A ái G-licosamina (en % pa­ra 16 g de N)

o O oVI f rotvi Péptidos an tib ió tico s  excrecionados (en g / l  de medio de cu ltivo)

30 -

bJ
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TABLA VI 
(continuación)

1.400
pasadas

1.000
pasadas

300
pasadas

100
pasadas

o
*̂c¡ <¡ o P*d p3c& m m

o, . o o
SJ1 M Fragmentos termófilos (en o/oo)

13 
_ o\op

-3O

en
O CuUl

reO
p
MU!

Grado de agotamiento de los medios en 48 h  para 4 0  g  de N S / l ,  pH -  -! ; 
2 ? s c ;  4 a 8 mg de oxíge no d isue lto /l (en % M¿7

Cu
kO

Cu
) t <

Coeficiente de eficacia proteica en una ra ta  después de 17 días de régimen equilibrado que comprende 10% de proteí ñas **"

¡

['

i'
i

i!!!'
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TABLA VII

1.000
ciclos

oP- en o o H O o

200
ciclos

50
ciclos

Cepas
salvajes

'

eoCo eoco coen OYo en

TROCHODERMA P0LYSP0RUI.Í
Protección de jadeas.con t r a  Colletotltricum, Lin^ demuthianum número dé plantícuías protegidas %

O o O Men
" ^

MOo
ASPERGIERES FLAVUS.,; 
mg de aflatoxiñas produ­cidas por l i t r o  de-medio de cultivo

O U1Ul revi Vi o
PUSARIÚM R0SEUM
Protección del guisante contra los fusariums pa­tógenos número de planta culas protegidas éñ % "*

6.200 ooc
*^

i__

*oeno MOO en
STREPSOMYCES AUREÚS'*
mg de endopeptidasa pro ducida por l i t r o  de me­dio de cultivo

roCJoo
roCooo

Ceen
O

- M O O o
coMRK'm M o[R

STRBPTOMYCES GRISEUS
productor de nigerio*! na

o o O CoenO ooo
o 3
H m p w ]o.

mg de la  grisorixina- y de la nigericina produ­cida por l i t ro

, !
t!!

,!
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-EXPLICACION DE LOS SIMBOLOS DE REFERENCIA (LETRAS Y HULE­
ROS) DE LAS FIGURAS 1 y 4 DE LOS DIBUJOS

5

10

15.

20

25

30

Figura 1
A = produdtos, subproductos, desechos./

= trituraciones, homogeneizaciones. 
Bg = separaciones diferenciales.

C = fracciones sólidas.
D = fracciones liquidas.
E = tamizados selectivos.
F = minerales.
G - sustancias orgánicas.

H. j = concentración.
Hg = esterilización .

= adiciones.
= fermentación segáti e l invento.
= separación.

I. j = tratamiento por calor.
Ig -  tratacdento por á lca lis .
1^ = tratamiento por ácidos.
1  ̂ = separaciones.
J -  sustancias húmica^ = abonos.
K = fracciones líquidas.
L = micelio.
M = efluentes.

= secado.
Ng = tritui'ación.

-  acondicionamiento.
Q = harina con 50-60% de proteínas.
P =  abonos.
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Figura 4

22 = inoculación de 11 medios sólidos.
23 -  incubación un día a 27^0./
24 = incubación dos días a 37-C en oscuridad.
25 =,incubación dos días a 37-C a la  luz. '—1

26 = incubación dos días a 273C. ! - '*'3

27 desecho de todos los cultivos mal. desarrollados'rcolo/ ' reados, que producen pigmentos o que oxidan los-tiediod.!
28 = exposición a u ltrav io letas (25Ó nrn) durante dó's lloras

a -í-409C de cepas blancas y vigorosas. . ^
29 = transplante a medio STARON.
30 = incubación dos días a 372 c . ¡ .
31 = las  cepas que se desarrollan son rechazadas. -
32 = incubación dos días a 2730. —
33 = incubación dos días a 2720.
34 = desecho de todos los cultivos mal desarrollados, colo.

reados, que producen pigmentos o que oxidan los me- 
* dios. .

35 = microaislamientos. * '
36 -  incubación dos días a 2730,
37 = cultivo agitado en medio líquido STARON durante dos

días a 279C.
38 = rechazo de todos los cultivos coloreados.
39 = recolección y separación.
40 = jugos.
41 = determinaciones.
41-1 = pH.
41-2 = oxígeno disuelto.

:
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41-3 = contenido de materia seca,
41-4 -  nitrógeno to ta l,
41-5 = péptidos antibióticos.
41-6 = tricodermina.
41-7 = gliotoxina.
42 = retiradas esté riles .
43 = micelio escurrido hasta peso seco durante una*nacho

a 602(3. I  r
44 = deterDiinaciones. '

44-1 = contenido en materia seca.
44-2 = contenido en proteínas. ;
44-3 = contenido en glicosamina.
44-4 = intensidad de la  plasmólisis.
45 = mezclado en presencia de acridina naranja de las ce

pas de más rendimiento ricas en proteínas, y pobres 
en glicosamina y antibióticos.

46 = incubación en medio STáRON dos días a 279(3,
47 = microaislamientos.
48 -  incubación dos días a 279(3.

25
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REIVINDICACIONES

.Los puntos de invención propia y nueva, que se 
presentan para que sean objeto de esta solicitud de Paten­
te  de Invención en España, por VEINTE años, son los que.se 
recogen en las reivindicaciones siguientes: - '

1-*** Procedimiento de selección de caracteres 
interesantes de un microorganismo, caracterizado porque 
consiste en cultivar una cepa salvaje sobre medios de"cul­
tivo selectivos, en incubar los cultivos en condiciones es 
pecificas de temperatura y de iluminación, en proceder a ' 
micro-aislamientos y mezclas las cepas mejoradas en presen­
c ia , o no, de acridina naranja, con nuevo aislamiento de" 
la s  hifas blancas. . \

2§.- Procedimiento segdn la  reivindicación 13, 
caracterizado porque consiste: 1) en inocular los medios 
selectivos con una cepa salvaje; 2) en incubar cada cu lti­
vo en las condiciones siguientes: a) a 27^0 durante un día; 
b) a 373C durante dos dias en la  oscuridad y luego durante 
dos dias a la  luz; c) a 273C durante dos dias; 3) en expo­
ner seguidamente a los-rayos u ltrav io letas (250 nm) a las 
cepas blancas y vigorosas que provienen de cada cultivo 
efectuado sobre los medios selectivos, durante dos horas 
a 49C; 4) en trasplantar las cepas sobre el medio "STARON"; 
5) en incubar los cultivos resultantes durante dos dias a 
37SC y luego durante dos días más a. 273C, tras  haber elimi­
nado, antes de la  disminución de temperatura de 37 a 273C, 
las cepas que se desarrollan; 6) en cultivar dichas cepas
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"Bobre e l medio liquido y agitado de STARON durante dos dias 
a 27SC; 7) en proceder a retiradas e s té rile s ; 8) en mezclar 
en j^reseÁcia de acridina naranja las cepas de mayor rendi­
miento, ricas en proteínas, y pobres en glicosamina y an ti­
bióticos; 9) en incubar las cepas resultantes sobre el me­
dio STARON durante dos dias a 272O; 10) en proceder a mi­
cro-aislamientos; y 11) en incubar durante dos días las 
cepas resultantes a 27SC; las cepas asi obtenidas son some­
tidas de nuevo a l ciclo antes definido, etapas l)  a 11), 
durante un ndmero de ciclos suficientes para obtener úna 
cepa que posea las características deseadas. '

3§.- Procedimiento segdn la  reivindicación 23, 
caracterizado porque los cultivos son sometidos eventual­
mente a ciclos parciales cuyas etapas son definidas en fun 
ción de los controles realizados en e l ciclo precedente.

43.- Procedimiento segdn una cualquiera de las 
reivindicaciones la  a 3§, de selección de Trichoderma 
Album a p a rtir  e Trichoderma Viride. caracterizado porque 
los medios selectivos empleados están en un ndmero de 11, 
entre los cuales ocho medios están constituidos por una so­
lución mineral de pH 6,8 que contiene los siguientes cons­
tituyentes: EHgPÔ  = 1 g; MgSÔ , 7H2O = 0,5 g; KCL : 0,2 g; 
CaClg = 0,2 g; FeSO ,̂ 7H2O = 0,03 g; ZnSO ,̂ 7^0 = 0,01 g; 
CuSÔ , 5H2O = 2 mg; agua destilada en cantidad suficiente 
para 1.000 m ililitro s ; gelosa = 20 g ,.a  la  que se han aña­
dido los componentes siguientes: 
medio 1 )  30 g de glicerina 4 -  2  g de urea;
medio 2) 20 g de sacarosa 4 -  3 g de alantoina;
medio 3) 20 g de almidón 4- 5 g de sulfato de amonio;
medio 4) 20 g de glucosa 4 -  7 g de tirosina;
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medio 5) 5 g de pectina de manzanas 4- 7 g de ácido an-
tran ilico ;

medio 6) 20 g de almidón 4- 5 g de n itra to  de sodio;
medio 7) 10 g de manita 4- 8 g de caseína lác tica ;
medio 8) 20 g de ácido glucónico 4-10 g de gelatina,
e l medio 9 es e l medio "STARON" que contiene glucosa = 20 
g; peptona = 6 g; extracto de levadura = 1 g; liquido de

maceración de maíz = 4 g; NaCl = 0,5 g; NgSÔ , 7HgO = C,5
g, EHgPÔ  = 1 g; FeSO ,̂ THgO = 10 mg; agua destilada: can­
tidad suficiente para 1 l i t r o ;  gelosa = 20 g para medios 
sólidos, e l medio 10 está constituido por Patatas n u tr i t i ­
vas y e l medio 11 es suero láctico con 40 gramos/litro.'

5.3.- Procedimiento segán la  reivindicación 48 
caracterizado porque los cultivos son sometidos eventual— 
mente a ciclos parciales que comprenden las etapas 1 a 4 
definidas en la  reivindicación 13§, seguidas por etapas 
que consisten en proceder seguidamente a una incubación du 
rante dos días a 27SC y luego amicroaislamientos para se­
leccionar las cepas blancas y vigorosas y seguidamente a 
una incubación, todavía durante dos días más a 273C, de 
estas cepas blancas y vigorosas, siendo las cepas asi obte 
nidas inoculadas seguidamente con los once medios se lec ti­
vos y sometidas a un ciclo completo o parcial.

68.- Procedimiento segán una cualquiera de las 
reivindicaciones 18 a 58, caracterizado porque las cepas 
salvajes se escogen entre las bacterias, los estreptomicas 
y los hongos especialmente los ficomicetos (Rhizopus), los 
Í! i-d i  o m i cetos (Ustilago, Corticium, Fomes, Taphrina, Scle- 
ro tin ia , Rhabdocline, Phacidiella, Epichloe, Nectria, Ophio 
bolus, Endothia); los adelomicetos (Phoma, Ascochyta, Septo



r ía  y Colletotrichum, Gloeosporium, Monilia, Steri¡gmatocys— 
tiS ) Gliocladium, Geotrichum, Acrostalagmus, Trichoderma, 
Bot^ytis^, Cephalosporium, Verticillium , Trichothecium, 
Aspergillus, Penicillium, Fusarium, Cladosporium, Pullula- 
ria^ Torula, Thielaviopsis, A lternaría, Cercospora, Spora— 
desmium, Helminthosporium, Epicoccum, Graphium).

78.- Procedimiento según una cualquiera de las 
reivindicaciones la  a 6a, caracterizado porque las cepas 
salvajes se escogen entre: Trichoderma Viride. Fusarium 
ro.seum, Bauveria Tenella. Trichoderma nolysnorum v Asijergi— 
llu s  orvzae.

8a.— Procedimiento de selección de caracteres in­
teresantes de un microorganismo.

Tal y como se ha descrito en la  Memoria que an­
tecede ̂  representado en los dibujos que se acompañan y ca­
ra los fines que se han especificado.

Esta Memoria consta de cincuenta y dos hojas es­
c ritas  a máquina por una sola cara.

ü o j u n ú m .

Madrid, 18.DiC.1978

23118
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