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DESCRIPCION

USO DEL QUITOSANO PARA MODIFICAR LA EXPRESION Y PRODUCCION DE
COMPUESTOS ORGANICOS VOLATILES DE HONGOS

CAMPO DE LA INVENCION

La presente invencion se encuadra en el campo general de la biotecnologia industrial y del
sector agricola y, en particular, se refiere al desarrollo de nuevos métodos para producir
compuestos organicos volatiles (COVs) a partir de hongos nematéfagos que presenten
resistencia al quitosano en presencia del mismo, y el efecto del quitosano en la produccion

de los COVs por dichos hongos.
ESTADO DE LA TECNICA ANTERIOR

El aumento de plagas en cultivos, el aumento de demanda de alimentos, el desarrollo de
resistencia a los antibidticos por parte de las bacterias, la aparicion de nuevos virus o las
limitaciones de los combustibles fosiles son sélo algunos ejemplos de los potenciales focos
de peligro que ponen en riesgo al ser humano. Por lo tanto, existe una creciente necesidad
de encontrar nuevos compuestos que puedan ser de utilidad en diferentes aspectos de la

vida humana, como son los compuestos organicos volatiles.

En el contexto de la presente invencion los compuestos organicos volatiles (COVs) son
compuestos de bajo peso molecular basados en carbono que se evaporan a temperatura
ambiente, con una presion de vapor de 0.01 kPa a una temperatura aproximada de 20°C
(Pagans et al., 2006). Los COVs de hongos son derivados de las vias del metabolismo
primario y secundario (Korpi et al., 2009), y debido a su capacidad para difundirse a través
de la atmdsfera y el suelo, y de atravesar membranas (Morath et al., 2012), son ideales para
acarrear informaciéon y despertar una respuesta fisioldgica o conductual en el receptor

(semioquimicos) (Davis et al., 2013).

Los COVs producidos por hongos cada vez reciben mas atencion debido a su potencial en
gran variedad de aplicaciones en el sector biotecnoldgico, principalmente en el ambito de la
agricultura, industria y medicina. En el ambito de la agricultura, su principal interés reside en
su uso para el desarrollo de estrategias sostenibles de gestion que favorezcan la reduccion
del uso de pesticidas en cultivos. Los COVs pueden servir como semioquimicos, activadores
de las defensas de las plantas, insecticidas o como inhibidores de crecimiento vegetal

(Splivallo et al., 2011). Ademas, los grupos ecologicos de los hongos
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(patdgenos/saprofiticos...) se reflejan en los perfiles de COVs que emiten (Mller et al.,
2013).

En el sector industrial, los COVs podrian ser una alternativa a las limitaciones de los
combustibles fésiles, utilizando COVs microbianos como una fuente alternativa y renovable
(Strobel et al., 2007). También pueden utilizarse en la industria del perfume o para dar

aroma y sabor a los alimentos.

Por lo tanto, los COVs producidos por hongos representan un recurso importante para el
descubrimiento de nuevos productos con potencial de explotacion y comercializacion,

debido a su gran variedad de aplicaciones.

Un factor limitante a la hora de extender el uso de los COVs para aplicaciones industriales
se debe a su fuente biolégica, cuya produccion puede ser limitada. Por ello, el
descubrimiento de nuevas fuentes de produccion de COVs, podria mejorar
considerablemente su explotacion en los campos ya conocidos vy facilitar su implementacion

en nuevos campos.

La patente ES2600526A1 se refiere al uso de COVs del hongo entomopatégeno Beuveria
bassiana como agente repelente del picudo rojo de las palmeras. También, la solicitud de
patente P201930831 describe la accién repelente de algunos COVs producidos por hongos
como repelentes del picudo negro de la platanera. Sin embargo, la principal limitaciéon que
presentan estas invenciones es la poca variedad de COVs que produce un unico hongo.
Esta limitacion se ve solucionada con la presente invencion. En ella se propone una
metodologia para modular la expresion y produccién de COVs en hongos. Con dicha
metodologia se generan nuevos volatiles y/o derivados, con potencial y cantidad para su uso

comercial e industrial.

La patente WO2016046428A1 se refiere al uso de quitosano para aumentar la formacion de
apresorios en Pochonia chlamydosporia ylo aumentar la patogenicidad de P.
chlamydosporia sobre huevos de nematodos. Ademas, se refiere al uso de quitosano para
aumentar la colonizacién de raices de plantas por P. chlamydosporia sin afectar al desarrollo
de las mismas. También, la patente WO2008102044A1 se refiere al uso de quitosano para
incrementar la esporulacion de hongos. No obstante, se desconocia el potencial modulador

del quitosano sobre la produccién de volatiles en hongos.

La solicitud de patente US9624515B2 divulga un método para producir cepas de hongos
mutantes que generen al menos uno de los siguientes COVs: 1,8-cineol, 1-metil-1,4-

3



10

15

20

25

30

ES 3025333 B2

ciclohexadieno, y (+)-O-metileno-C.-fenocanforona, administrando de un modulador
epigenético durante el crecimiento del hongo, como por ejemplo el acido hidroxamico
suberoilanilido (SAHA) o 5-azacytidina (AZA).

He et al. (2006) y Badiali et al. (2018) utilizaron oligosacaridos de quitosano (COS) como
elicitores de defensas vegetales, para la produccién de COVs en Lycopersicon esculentumy
Hypericum perforatum. No obstante, este cambio en la produccion de COVs unicamente se

ha visto en plantas.

El quitosano dispara la produccién de especies reactivas de oxigeno (ROS) (L6pez-Moya et
al., 2015), induce la actividad oxidorreductasa (Lopez-Moya et al., 2016) y enriquece el
metabolismo oxidativo (Jaime et al., 2012). Los tratamientos con quitosano aumentan la
presencia de especies reactivas de oxigeno (ROS). Las ROS oxidan compuestos organicos
reducidos y, en consecuencia, aumentan la peroxidacion lipidica. El quitosano enriquece el
metabolismo oxidativo (Jaime et al., 2012) y modifica la expresion génica (transcriptoma)
(L6pez-Moya et al., 2016; Lopez-Moya et al., 2019).

Por todo ello, existe la necesidad de disponer de métodos para producir de COVs por
hongos de manera eficaz. La presente invencion supone una mejora frente al estado de la
técnica ya que proporciona un método para la generacion de nuevos COVs de hongos y la
modulacion de la produccién de estos. Dicho método es rapido, respetuoso con el medio

ambiente, biodegradable y no téxico para animales y plantas.
BREVE DESCRIPCION DE LA INVENCION

Los autores de la presente invencién han observado como al exponer hongos resistentes a
quitosano, en particular hongos de la especie Pochonia chlamydosporia, en presencia de
quitosano, éstos liberan diferentes COVs de interés, y que la composicion concreta de COVs
obtenida puede variar en funciéon de la de edad del cultivo inicial utilizado, asi como del
tiempo en que el cultivo esta expuesto al quitosano. Mas concretamente, han observado
como al cultivar dichos hongos en presencia de quitosano, se pueden obtener COVs que no
se obtienen al cultivar dichos hongos en ausencia de quitosano, o bien se obtiene una
cantidad de determinados COVs, mayor que la obtenida de un cultivo de dichos hongos en

ausencia de quitosano.
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BREVE DESCRIPCION DE LAS FIGURAS

Para complementar la descripcion que se esta realizando y con objeto de ayudar a una
mejor comprension de las caracteristicas de la invencion, se acompafia como parte
integrante de dicha descripcion, un conjunto de imagenes con caracter ilustrativo y no

limitativo, donde se ha representado lo siguiente:

Las Figuras 1 y 2 muestran un cromatograma del perfil de COVs de un cultivo en arroz de
hongos de la especie Pochonia chlamydosporia de 25 dias del Ejemplo 1 con quitosano

(Fig. 1) y sin quitosano (Fig. 2).
La Figura 3 muestra los cromatogramas de las figuras 1 y 2 superpuestos.

Las Figuras 4 y 5 muestran un cromatograma del perfil de COVs de un cultivo en Czapek-
Dox hongos de la especie Pochonia chlamydosporia de 6 dias del Ejemplo 2 con quitosano

(Fig. 4) y sin quitosano (Fig. 5).
La Figura 6 muestra los cromatogramas de las figuras 4 y 5 superpuestos.
DESCRIPCION DETALLADA DE LA INVENCION

Un primer aspecto de la invencion esta dirigido al uso de quitosano para promover la
produccion por parte de Pochonia chlamydosporia de compuestos organicos volatiles
(COVs) que se seleccionan de la lista que consiste en Metil-pirazina, Acido 3-metilbutanoico,
Metil-2,4-dimetilhexanoato, 2,6,10,14-Tetrametil-heptadecano, 1-Tetradeceno, 2,6,10,15-
Tetrametil-heptadecano, Anhidrido metanosulférico, Acetoina, 1,3-Octadieno, 2,3-
Butanodiol, 2-Heptenal, 2-metil-2-Borneno, 3-Octanol, 1,3-dimetoxi-Benceno,
Acido_bencenoacético,_éster_metilado, 1,3-bis(1,1-dimetiletil)- Benceno, 8-metil-
Heptadecano, 2,3,5,8-Tetrametil-decano, 2,6,10-trimetil-Dodecano, 2,6,11-trimetil-Dodecano
, 3-etil-5-(2-etilbutil)- Octadecano, m-Guaiacol, 3,4-dimetoxi- Fenol , 2-6-10-15 tetrametil-
Heptadecano, Nonadecano, 2,4-bis(1,1-dimetiletil) Fenol, 9H-Pirido[2,3-b]indol_6-metoxi- ,

1-Hexadecanol , 9-Octadecen-1-ol, y combinaciones de los mismos.

Un segundo aspecto de la invencion se refiere al método de obtencion de Metil-pirazina,
Acido 3-metilbutanoico, Metil-2,4-dimetilhexanoato, 2,6,10,14-Tetrametil-heptadecano, 1-
Tetradeceno, 2,6,10,15-Tetrametil-heptadecano y combinaciones de los mismos que

comprende crecer Pochonia chlamydosporia en presencia de quitosano.

En una realizacion preferida, el método para la obtencién de Metil-pirazina, Acido 3-
metilbutanoico, Metil-2,4-dimetilhexanoato, 1-Tetradeceno, 2,6,10,15-Tetrametil-

heptadecano y combinaciones de los mismos comprende:
5
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(i) afiadir quitosano a un medio de cultivo adecuado para el cultivo de Pochonia
chlamydosporia, en una concentracion final de 5 mg/ml, con respecto a la fraccion

liquida del medio de cultivo,

(i) crecer un cultivo de Pochonia chlamydosporia de 5 dias de antigiedad en el

medio de cultivo obtenido en la etapa (i) durante 24 horas.

En otra realizacion preferida, el método para la obtencion de 2,6,10,14-Tetrametil-

heptadecano comprende:

(i) afiadir quitosano a un medio de cultivo adecuado para el cultivo de Pochonia
chlamydosporia, en una concentracion final de 5 mg/ml, con respecto a la fraccion

liquida del medio de cultivo,

(i) crecer un cultivo de Pochonia chlamydosporia de 5 dias de antigiedad en el

medio de cultivo obtenido en la etapa (i) durante 72 horas.

Un tercer aspecto de la invencién se refiere al método para aumentar la produccion de
Acetoina, 1,3-Octadieno, 2,3-Butanodiol, 2-metil-2-Borneno, 3-Octanol,
Acido_bencenoacético_éster_metilado, m-Guaiacol, 9H-Pirido[2,3-b]indol_6-metoxi- y

combinaciones de los mismos, que comprende:

(i) afiadir quitosano a un medio de cultivo adecuado para el cultivo de Pochonia
chlamydosporia, en una concentracion final de 1mg/ml, con respecto a la fraccion

liquida del medio de cultivo,

(i) crecer un cultivo de Pochonia chlamydosporia de 10 dias de antigledad en el

medio de cultivo obtenido en la etapa (i) durante 5 dias.

Un cuarto aspecto de la invencion se refiere al método para aumentar la produccion de 2-
Heptenal, 1,3-dimetoxi-Benceno, 3,4-dimetoxi- Fenol y combinaciones de los mismos que

comprende:

(i) afiadir quitosano a un medio de cultivo adecuado para el cultivo de Pochonia
chlamydosporia, en una concentracion final de 1mg/ml, con respecto a la fraccion

liquida del medio de cultivo,

(i) crecer un cultivo de Pochonia chlamydosporia de 20 dias de antigledad en el

medio de cultivo obtenido en la etapa (i) durante 5 dias.

6
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Un quinto aspecto de la invencién se refiere al método para aumentar la produccion de

Anhidrido metanosulférico y 1,3-Octadieno y combinaciones de los mismos, que comprende:

(i) afiadir quitosano a un medio de cultivo adecuado para el cultivo de Pochonia
chlamydosporia, en una concentracion final de 1 mg/ml, con respecto a la fraccion

liquida del medio de cultivo,

(i) crecer un cultivo de Pochonia chlamydosporia de 30 dias de antiguedad en el

medio de cultivo obtenido en la etapa (i) durante 5 dias.

Un sexto aspecto de la invencion se refiere al método para aumentar la produccién de 1,3-
bis(1,1-dimetiletil)-Benceno, 8-metil-Heptadecano , 2,3,5,8-tetrametil-Decano, 2,6,10-trimetil-
Dodecano, 2,4-bis(1,1-dimetiletil) Fenol, 2,6,11-trimetil-Dodecano, 3-etil-5-(2-etilbutil)-
Octadecano, 2-6-10-15tetrametil- Heptadecano, Nonadecano, 2,4-bis(1,1-dimetiletil) Fenol,

1-Hexadecanol y 9-Octadecen-1-ol y combinaciones de los mismos, que comprende:

(i) afiadir quitosano a un medio de cultivo adecuado para el cultivo de Pochonia
chlamydosporia, en una concentracion final de 5 mg/ml, con respecto a la fraccion

liquida del medio de cultivo,

(i) crecer un cultivo de Pochonia chlamydosporia de 5 dias de antigiedad en el

medio de cultivo obtenido en la etapa (i) durante 24 h.

El término “compuestos organicos volatiles”, “COVs”, o “volatiles”, tal y como se usan en la
presente invencion, hacen referencia a compuestos de bajo peso molecular basados en
carbono que se evaporan a temperatura ambiente, con una presién de vapor de 0.01 kPa a
una temperatura aproximada de 20°C (Pagans et al., 2006). El término Incluye un conjunto
de hidrocarburos que, se encuentran en forma gaseosa a temperatura ambiente, o bien,
tienen una alta volatilidad en esas condiciones. La normativa europea los define como
compuestos organicos con una presion de vapor a 293,15 K, superior a 0,01kPa (ver punto
17 de Consejo de la Union Europea (11 de marzo de 1999). «Directiva 1999/13/CE»). Son
compuestos ligeros, con menos de 12 atomos de carbono, y grupos funcionales diversos.
Ejemplos no limitantes de COVs, incluyen metano, etano, propano, n-butano, n-pentano,
benceno, tolueno, xileno y etileno. Debido a su capacidad para difundirse a través de la
atmésfera y el suelo, y de atravesar membranas (Morath et al., 2012), son ideales para
transportar informacién y despertar una respuesta fisioldgica o conductual en el receptor
(semioquimicos) (Davis et al., 2013). Los COVs se pueden obtener de hongos, en cuyo caso
son derivados de las vias del metabolismo primario y secundario (Korpi et al., 2009).

7
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El término “quitosano”, “chitosan”, o “quitosana”, tal y como se usa en la presente invencion,
hace referencia un polimero de 3-1-4-glucosamina parcialmente desacetilado. Se obtiene a
partir de un proceso de desacetilacion de la quitina, que se puede encontrar en crustaceos,
insectos y en paredes de hongos. La desacetilacion consiste en la sustitucion de un grupo
acetilo por un grupo amino, por lo que el grado de desacetilacion del quitosano corresponde
al porcentaje de grupos amino que presenta, en sustitucion de los grupos acetilo. Métodos
para determinar el grado desacetilacion del quitosano se conocen por un experto en la
materia, e incluyen, espectroscopia NMR, o por espectroscopia Infrarroja con Transformada
de Fourier (IR-TF). Se considera quitosano a una quitina desacetilada en mas de un 70%.
Una desacetilacién de un 70-85% de la quitina, se considera con una desacetilacién media,
y da lugar a un quitosano que se puede disolver parcialmente en agua. Una quitina con un
grado de desacetilacion de un 85%-95% se considera quitosano con un alto grado de
desacetilacién, y presenta buena solubilidad en agua. Una quitina con un grado de
desacetilacion de 95%-100% se considera quitosano un grado extremo de desacetilacion, si

bien es dificil de obtener.

En una realizacion particular, el quitosano de la invencién presenta un grado de
desacetilacion de al menos un 70%, 71%, 72%, 73%, 74%, 75%, 77%, 80%, 82%, 85%,
87%, 90%, 91%, 92%, 95%, 97%, 98%, 99%, 99.5%, 100%, preferiblemente de al menos un
70%. En otra realizacion particular, el grado de desacetilacion del quitosano de la invencién
tiene un grado de desacetilaciéon de al menos un 90%, preferiblemente de al menos un
90.1%. Métodos para determinar dicho grado de desacetilacién se han indicado en la

definicion de “quitosano” mas arriba.

El término “hongo resistente al quitosano”, tal y como se usa en la presente invencion, hace
referencia a un hongo cuyo crecimiento no se ve afectado por la presencia de quitosano en
el medio. Tal y como entendera un experto en la materia, los hongos resistentes a
quitosano de la invencién, hacen referencia a los hongos de la invencion. En una realizaciéon
particular, dicha expresién hace referencia a hongos capaces de crecer en presencia de
quitosano, preferentemente en una concentracion de al menos un 0.1mg/ml, 0.2mg/ml,
0.3mg/ml, 0.5mg/ml, 0.75mg/ml, 1mg/ml, 2mg/ml, 3mg/ml, 4mg/ml, 5mg/ml, 6mg/ml, 7mg/ml,
8mg/ml, 9mg/ml, 10mg/ml, 12mg/ml, 15mg/ml, 17mg/ml, 20mg/ml en un medio de cultivo
adecuado para su cultivo. En una realizacion preferida, el quitosano referido en la
realizacion justo anterior tiene un grado de desacetilacion de al menos un 70%. Métodos
para determinar si un hongo es resistente al quitosano son comunmente conocidos para un

experto en la materia e incluyen, cultivar hongos de una determinada especie o una
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determinada cepa de un hongo en un medio sin quitosano y en paralelo, en un medio con
quitosano afadido en una de las concentraciones indicadas justo arriba, y comparar el
crecimiento de los hongos en cada uno de los cultivo en las mismas condiciones de cultivo
(excepto por la diferencia en la concentracion de quitosano). En caso de que el crecimiento
del hongo en el cultivo con quitosano no sea inferior al observado en el cultivo sin quitosano,

un experto en la materia concluiria que dicho hongo es resistente al quitosano.

El término “nematdfago” tal y como se usa en la presente invencién, hace referencia a
hongos que atrapan o parasitan nematodos. Existen diferentes tipos de hongos
nematofagos, que incluyen “hongos atrapadores de nematodos”, caracterizados por que el
hongo penetra la cuticula del nematodo formando el bulbo de infeccion dentro del nematodo,
a partir del cual las hifas tréficas crecen dentro del cuerpo y digieren sus contenidos.
Arthtrobotrys 'y Monacrosporium son géneros comunes de hongos atrapadores de
nematodos. Los hongos nematéfagos también incluyen hongos endoparasitos, que utilizan
sus esporas para infectar nematodos. Estos hongos son a menudo parasitos obligados de
nematodos, y fuera del cuerpo infectado del nematodo aparecen sélo como estructuras de
diseminacion. Las esporas de estos hongos pueden ser zoosporas moviles (como las de
Catenaria spp.) que se enquistan sobre el nematodo adhiriéndose a él y penetra la cuticula,
conidios adhesivos (por ejemplo, en Drechmeria coniospora) o conidios que son ingeridos
(Harposporium spp.) por los nematodos bacteriéfagos. Dentro de los hongos nematéfagos,
se incluyen también los hongos parasitos de huevos/hembras, que se caracterizan por
infectar estadios no mdviles de nematodos. Producen apresorios (estructuras de infeccion
en los extremos de las hifas) que se adhieren a la cubierta del huevo y la penetran.
Finalmente, el hongo digiere el contenido de los nematodos. Los géneros mas comunes de
este grupo son Pochonia (antes Verticillium) spp., Metapochonia spp. y Purpureocillium
(antes Paecilomyces) spp. Los hongos nematéfagos también incluyen hongos productores
de toxinas. El género mas comun de este subgrupo es Pleurotus spp., incluyendo a la
especie Pleurotus ostreatus (débil descomponedora de madera y nematéfaga). Algunas
hifas de estos hongos producen toxinas. Tras ponerse en contacto con la toxina, el
nematodo queda inmovilizado y las hifas del hongo crecen quimiotropicamente (dirigidas)

hacia las aberturas del nematodo, parasitandolo.

En una realizacion particular, los hongos nematéfagos referidos en la invencion son del
género Pochonia, Metapochonia, Purpureocillium, Pleurotus, Arthtrobotrys, Monacrosporium,

Catenaria, Drechmeria, Harposporium o combinaciones de los mismos.
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En una realizacion particular, los hongos nematéfagos del género Pochonia referidos en la
invencién son de cualquier especie de dicho género, en particular hongos de la especie
Pochonia chlamydosporia que se corresponden con los hongos de la cepa Pc123 tal y como

se describe en los ejemplos de la invencion.

El término “medio de cultivo adecuado para el cultivo de hongos resistentes al quitosano”, tal
y como se usa en la presente invencion, hace referencia a un medio de cultivo que permite
el crecimiento de hongos resistentes al quitosano tal y como se definen en la invencion.
Dichos medios de cultivo, por tanto, comprenden el agua y nutrientes necesarios para el
crecimiento de los hongos, y preferiblemente, elementos soélidos sobre los que crecer. Por
tanto, los medios de cultivo para los hongos resistentes al quitosano de la invencion,
comprenden, un medio liquido, un medio liquido y un sustrato soélido, y/o un medio liquido
solidificado (a través de un gelificante, como, por ejemplo, el agar). Por tanto, tal y como
entendera un experto en la materia, el medio de cultivo de la invencion comprende “una
fraccion liquida”, que corresponde con el medio liquido comprendido en el medio de cultivo,
0, en caso de tratarse de un medio de cultivo sdlido, o solidificado, con el medio de cultivo
antes de su solidificacion, i.e. con el medio liquido antes de afadir el gelificante o

solidificante (como, por ejemplo, el agar).

Por tanto, tal y como entendera un experto en la materia, la expresion “con respecto a la
fraccion liquida del medio de cultivo” tal y como se usa en la presente invencion, hace
referencia al medio liquido comprendido en el medio de cultivo, o bien, en caso de que el
medio de cultivo comprenda un medio solidificado (por medio por ejemplo de un gelificante

como el agar), al medio liquido de dicho medio antes de solidificar.

En una realizacion particular, el medio liquido del medio cultivo se selecciona de la lista que
consiste en agua, preferentemente agua destilada, Czapek-Dox, Czapek-Dox modificado,
Potato Dextrose Broth (PDB), Vegetable juice (V8), Malt Extract (ME), Yeast Peptone
Glucose (YPG), y combinaciones de los mismos. La composicion de dichos medios de
cultivo es comunmente conocida para un experto en la materia. En otra realizacién
particular, la fraccién liquida del medio de cultivo tal y como se ha definido se selecciona de
la lista que consiste en agua, preferentemente agua destilada, Czapek-Dox, Czapek-Dox
modificado, Potato Dextrose Broth (PDB), Vegetable juice (V8), Malt Extract (ME), Yeast

Peptone Glucose (YPG), y combinaciones de los mismos.

El término “Vegetable juice (V8)”, “V8”, “zumo vegetal (V8)” o “V8 agar”, tal y como se usa

en la presente invencion en relacién con los medios de cultivo de la invencién, hace
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referencia al zumo vegetal comunmente conocido por el experto en la materia para el cultivo
de hongos que comprende zumo de tomate, zanahoria, apio, remolacha, perejil, lechuga,
berro y espinaca. Mas concretamente, comprende agua, zumos concentrados de tomate,
zanahoria, apio, remolacha, perejil, lechuga, berro, espinaca, sal, vitamina C, betacaroteno,

y acido citrico. También puede contener saborizante natural.

En una realizacién particular, el medio de cultivo liquido que comprende o consiste en
Vegetable juice (V8) o v8, hace referencia a un medio de cultivo que comprende zumo de
tomate, zanahoria, apio, remolacha, perejil, lechuga, berro y espinaca. En otra realizacion
particular, el medio de cultivo liquido que comprende o consiste en Vegetable juice (V8) o
v8, hace referencia a un medio de cultivo que comprende agua, zumos concentrados de
tomate, zanahoria, apio, remolacha, perejil, lechuga, berro, espinaca, sal, vitamina C,

betacaroteno, y acido citrico, y preferiblemente también un saborizante natural.

En otra realizacion particular, el medio de cultivo comprende un medio liquido tal y como se
ha definido mas arriba, que ha sido solidificado o gelificado. Los términos “medio
solidificado”, “medio sdlido” o “medio gelificado”, tal y como se definen en la presente
invencion, hacen referencia a medios liquidos de la invencién, que han sido solidificados por
diferentes métodos. Métodos para solidificar un medio liquido para obtener un medio de
cultivo solido son comunmente conocidos para un experto en la materia. Un ejemplo no
limitante de método para solidificar un medio liquido comprende aportar un 1-2% en peso de
agar, calentar el conjunto hasta alcanzar 100°C, y dejar enfriar la mezcla hasta su
solidificacién. Por tanto, en una realizacion preferida, el medio solidificado, tal y como se usa
en la presente invencion, es un medio liquido solidificado con agar. En una realizaciéon
particular, el medio solidificado se aporta como una pieza entera, o bien como una pieza
desmenuzada en pequefias porciones. En una realizacion particular, las porciones de medio
solidificado tienen un largo de entre 1mm-2cm, 2mm-1.5cm, 3mm- 1.2cm, 5mm-1cm, 7mm-
9mm de largo, preferiblemente 1mm-2cm de largo. En otra realizacion particular, tienen un
ancho de entre 1mm-2cm, 2mm-1.5cm, 3mm- 1.2cm, 5mm-1cm, 7mm-9mm de ancho,
preferiblemente 1mm-2cm de ancho. En otra realizacion particular, las porciones de medio
solidificado tienen un diametro de entre 1Tmm-2cm, 2mm-1.5cm, 3mm- 1.2cm, 5mm-1cm,
7mm-9mm de largo, preferiblemente 1mm-2cm, preferiblemente de entre Tmm-2cm. En una
realizacion particular, el medio solidificado constituye el medio de cultivo. En otra realizacion
particular, el medio solidificado obtenido se utiliza como sustrato sélido tal y como se define

mas abajo. Por tanto, en una realizacion particular, el medio solidificado tal y como se ha
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definido en la invencion se aporta en combinacién con un medio liquido y ambos conforman

el medio de cultivo.

Tal y como entendera un experto en la materia, en caso de que el medio de cultivo tal y
como se define en la invencién comprenda un medio liquido solidificado, la fraccion liquida
del medio de cultivo comprende o consisten en el medio solidificado, antes de ser
solidificado. Por tanto, en una realizacién particular, la fraccion liquida corresponde al medio
liquido utilizado para obtener el medio solidificado. En una realizacién preferida, en caso de
que el medio de cultivo ademas del medio solidificado comprenda un medio liquido, la
fraccion liquida del medio de cultivo corresponde al medio liquido utilizado para obtener el
medio solidificado, y el medio liquido anadido al medio solidificado. En otra realizacion
particular, en caso de que el medio de cultivo ademas del medio solidificado comprenda un
medio liquido, la fraccion liquida del medio de cultivo corresponde al medio liquido utilizado

para obtener el medio solidificado.

En una realizacion particular, el medio de cultivo comprende el medio liquido tal y como se
ha definido, y, ademas, comprende un sustrato sélido. En una realizacion particular el
sustrato solido es un elemento sélido depositado en el medio de cultivo, al que se pueden
adherir los hongos y sobre el cual pueden crecer. En una realizacion particular, el sustrato
solido ademas es una fuente de nutrientes para el hongo. En una realizacion particular, el
sustrato soélido es un cereal, o partes del mismo. En una realizacién particular, el sustrato
soélido son las semillas o frutos de una planta de cereal, o partes de las mismas. En una
realizacion particular, el cereal, o la planta de cereal, se selecciona de la lista que consiste
en arroz, avena, maiz, cebada, y combinaciones de los mismos. En una realizacion
particular, el arroz hace referencia a las semillas de la planta del género Oryza,
preferiblemente de la especie Oryza sativa. En otra realizacion particular, la avena hace
referencia a las semillas de la planta del género Avena, preferiblemente de la especia Avena
sativa. En otra realizacion particular, el maiz hace referencia a las semillas o granos de la
planta del género Zea, preferiblemente de la especie Zea Mays. En otra realizacion
particular, la cebada hace referencia a las semillas de la planta del género Hordeum,
preferiblemente de la especie Hordeum vulgare. En una realizacion particular, el sustrato
so6lido de la invencion comprende un medio solidificado tal y como se ha definido en la

invencion.

En una realizacion preferida, el medio de cultivo de la invencion comprende un medio liquido

y un sustrato sélido, en donde el medio liquido es preferiblemente agua. En otra realizaciéon

preferida, el agua es agua destilada, preferiblemente agua destilada estéril. En una
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realizacion particular, los sustratos soélidos se seleccionan de la lista que consiste en un
medio sdlido tal y como se ha definido, semillas de arroz, partes de las mismas, semillas de
avena, partes de las mismas, semillas de maiz, partes de las mismas, semillas de cebada,

partes de las mismas y combinaciones de los mismos.

En una realizacion preferida, el medio de cultivo de la invencion comprende un medio liquido
y un sustrato sélido, en donde el medio liquido es agua, preferiblemente agua destilada, mas
preferiblemente agua destilada estéril, y el sustrato sélido comprende semillas de arroz y/o
fragmentos de las mismas. En una realizacion particular, el medio de cultivo de la invencion
comprende un medio liquido y un sustrato sélido, en donde la proporcion de peso de
sustrato solido (g) con respecto al volumen de medio liquido (ml) es de, al menos, 100:1,
75:1, 60:1, 50:1, 40:1, 30:1, 25:1, 25:1.5, 25:2, 25:2.5, 25:3, 25:3.5, 25:4, 25:4.5, 25:5,
25:5.5, 25:6, 25:7, 25:8, 25:9, 25:10, 25:12, 25:13, 25:14, 25:15, 25:17, 25:20, 25:22, 25:25,
preferiblemente de, al menos, 25:5. En una realizacién particular, la proporcién de peso de
sustrato solido (g) con respecto al volumen de medio liquido (ml) es de 100:1-25:25, 75:1-
25:25, 50:1-25:25, 30:1-25:25, 25:1-25:25, 25:1- 25:20, 25:1-25:15, 25:1-25:10, 25:1-25:7,
25:1-25:5, 25:1-25:2.5, preferiblemente, 25:1-25:5.

En una realizacion preferida, el medio liquido del parrafo anterior es agua, preferiblemente

agua destilada, mas preferiblemente agua destilada estéril.

En una realizacion particular del método del segundo aspecto de la invencién, la expresion
“‘aumentar la cantidad de COVs producidos por hongos resistentes al quitosano” hace
referencia a que la cantidad de al menos uno de los COVs producido por los hongos
resistentes al quitosano al final del método es superior que un valor de referencia, en al
menos un 10%, 15%, 20%, 25%, 30%, 40%, 45%, 50%, 55%, 60%, 65%, 70%, 75%, 80%,
85%, 90%, 95%, 100%, 110%, 120%, 130%, 140%, 150%, 160%. 170%, 180%, 190%,
200%, 210%, 220%, 230%, 240%, 250%, 260%, 270%, 280%, 290%, 300%, 310%, 320%,
330%, 340%, 350%, 360%, 370%, 380%, 390%, 400%, 410%, 420%, 430%, 440%, 450%,
460%, 470%, 480%, 490%, 500%, 510%, 520%, 530%, 540%, 550%, 560%, 570%, 580%,
590%, 600%, 625%, 650%, 675%, 700%, 725%, 750%, 775%, 800%, 850%, 900%, 950%,
1000%. En una realizacion preferida, el valor de referencia es la cantidad de dicho al menos
un COV producido por el mismo hongo (misma especie o cepa de hongos) tratado con un
método de referencia, diferente de los métodos de la invencién. En una realizacion preferida,
el método de referencia es un método que comprende las mismas etapas que los métodos
de la invencion, excepto porque no comprende anadir quitosano al medio. Por tanto, en una
realizacion aun mas preferida, el método de referencia de la invencién es un método que
13
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comprende simplemente cultivar el hongo de la invencion en un medio cultivo adecuado
para el cultivo de los hongos de la invencién, en un medio de cultivo que no comprende

quitosano.

Métodos para determinar la cantidad de un determinado COV producidos por un cultivo de
hongos son comunmente conocidos por un experto en la materia, e incluyen los descritos en

los ejemplos de la invencion.
El término “1-octen-3-ol” hace referencia al compuesto con nombre IUPAC “oct-1-en-3-ol”.
El término “3-octanona” hace referencia al compuesto con nombre IUPAC “Octan-3-one”.

El término “Acido 3-metilbutanoico” hace referencia al compuesto con nombre IUPAC “3-

Methylbutanoic acid”.

El término “Fenol_3,4-dimetoxi-" hacer referencia al compuesto con nombre IUPAC “3,4-

dimethoxyphenol”.

El término “m-Guaiacol” hace referencia al compuesto con nombre IUPAC “3-

Methoxyphenol”.

El término “1-hexadecanol” hace referencia al compuesto con nombre IUPAC “hexadecan-1-

ol”.

El término “9-Octadecen-1-ol” hace referencia al compuesto con nombre IUPAC “octadec-9-

en-1-ol”.

El término “Metil-2,4-dimetilhexanoato” hace referencia al compuesto con nombre IUPAC

“‘methyl 2,4-dimethylhexanoate”.

El término “Metil-pirazina” hace referencia al compuesto con nombre IUPAC “2-

methylpyrazine”.

El término “2-6-10-15, tetrametil-heptadecano” hace referencia al compuesto con nombre
IUPAC “2,6,10,15-tetramethylheptadecane”.

El término “1-Tetradeceno” hace referencia al compuesto con nombre IUPAC “tetradec-1-

ene .
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El término “2,6,10-trimetil-dodecano” hace referencia al compuesto con nombre IUPAC

“2,6,10-trimethyldodecane”.

El término “3-etil-5-(2-etilbutil)-Octadecano” hace referencia al compuesto con nombre
IUPAC “3-ethyl-5-(2-ethylbutyl)octadecane”.

El término “2,6,10,14-tetrametil-heptadecano” hace referencia al compuesto con nombre
IUPAC “2,6,10,14-tetramethylheptadecane”.

El término “Nonadecano” hace referencia al compuesto con nombre IUPAC “nonadecane”.

En una realizacion particular de los métodos de la invencion, los métodos de la invencion
comprenden una etapa (i") anterior a la etapa (i) de la invencién que comprende obtener un
cultivo de hongos resistente al quitosano y que corresponde al cultivo de hongos de la etapa

(i) del método.

En una realizacién particular, el medio de cultivo utilizado en el cultivo de la etapa (i), (i) y/o
(i) de los métodos de la invencion es el medio de cultivo tal y como se ha definido en la
presente invencion y en cualquiera de las realizaciones particulares de la presente
invencion. En una realizacion preferida, el medio de cultivo utilizado en las etapas (i) y (ii)
es el mismo (a excepcién de que el medio de cultivo de la etapa (ii) comprende quitosano tal
y como se ha indicado en la invencion, a diferencia del medio de la etapa (i’)). En otra
realizacion preferida, el medio de cultivo utilizado en las etapas (i’), (ii) y (iii) de los métodos
de la invencién es el mismo y cualquier de los indicados en las definiciones y realizaciones
particulares de la presente invencion (a excepcion de que el medio de cultivo obtenido de la
etapa (i) y el utilizado en la etapa (ii), comprenden quitosano, tal y como se ha definido en la
invencion, a diferencia del medio de cultivo de la etapa (i)). En una realizacién particular, la
etapa (i") de los métodos de la invencién comprenden inocular el medio de cultivo de la
invenciéon, es decir, el medio de cultivo adecuado para el cultivo de los hongos de la
invencion tal y como se ha definido mas arriba, con conidios de los hongos de la invencion,
en una concentracion final con respecto a la fraccion liquida del medio de cultivo, tal y como
se ha definido mas arriba, de al menos 102, 103, 10%, 10°, 108, 107, 108, 10°, 10'°, 10"", 10",
conidios/ml, preferiblemente con al menos 10° conidios/ml. El término “conidios”, tal y como
se usa en la presente invencion, hace referencia al término cominmente conocido por un
experto en la materia. En una realizacién particular, hace referencia a las esporas asexuales
inmoviles formadas directamente a partir de una hifa o célula conidiégena o esporégena. En una
realizacion preferida, dicha concentracién de conidios es con respecto al medio liquido

comprendido en el medio de cultivo de la invenciéon. En otra realizacion particular, la
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concentracion de conidios inoculada para comenzar el cultivo de la etapa (i") de los métodos
de la invencion es de 10%-10", 10%-10", 10%-10"°, 10%-10° , 10°%-108, 10%-10” conidios/ml,
preferiblemente 105-107 conidios/ml, con respecto a la fraccion liquida del medio de cultivo,
tal y como se define en la presente invencién. En una realizacion preferida, dicha
concentraciéon de conidios es con respecto al medio liquido comprendido en el medio de

cultivo de la invencion.

En una realizacion preferida, los cultivos de las etapas (i) y (i") de los métodos de la
invencién, comienzan inoculando la concentracion de conidios indicadas justo arriba, a la
fraccion liquida del medio de la invencion, preferiblemente al medio liquido comprendido en

el medio de cultivo de la invencién de las etapas (ii) o (i"), respectivamente.

En otra realizacion particular, el cultivo obtenido de la etapa (i") de los métodos de la
invencion tiene al menos 12 horas, 1 dia, 2 dias, 3 dias, 4 dias, 5 dias, 6 dias, 7 dias, 8 dias,
9 dias, 10 dias, 12 dias, 15 dias, 17 dias, 20 dias, 22 dias, 25 dias, 27 dias, 30 dias, 32

dias, 35 dias, 34 dias, 45 dias 50 dias, 60 dias, preferiblemente al menos 3 dias.

En otra realizacion particular, el cultivo obtenido de la etapa (i") de los métodos de la
invencion tiene en torno a 12 horas, 1 dia, 2 dias, 3 dias, 4 dias, 5 dias, 6 dias, 7 dias, 8
dias, 9 dias, 10 dias, 12 dias, 15 dias, 17 dias, 20 dias, 22 dias, 25 dias, 27 dias, 30 dias,
32 dias, 35 dias, 34 dias, 45 dias 50 dias, 60 dias, preferiblemente en torno a 3 dias. En una
realizacién particular, la expresién “en torno a” en el contexto del numero de dias de
duracién de un cultivo en la presente invencion, hace referencia a una variabilidad de +- 12

horas.

En otra realizacion particular, la etapa (ii) de los métodos de la invencién dura al menos 12
horas, 1 dia, 2 dias, 3 dias, 4 dias, 5 dias, 6 dias, 7 dias, 8 dias, 9 dias, 10 dias, 12 dias, 15
dias, 17 dias, 20 dias, 22 dias, 25 dias, 27 dias, 30 dias, 32 dias, 35 dias, 34 dias, 45 dias
50 dias, 60 dias, preferiblemente al menos 3 dias. Tal y como entendera un experto en la
materia, el tiempo de duracion de la etapa (ii) de los métodos de la invencién, tal y como se
definen en la presente invencién, hacen referencia al tiempo de durante el cual se cultivan
los hongos resistentes al quitosano de la invencion en el medio que comprende quitosano

obtenido de la etapa (i) del método.

En otra realizacion particular, la etapa (ii) de los métodos de la invencion de los métodos de
la invencion dura en torno a 12 horas, 1 dia, 2 dias, 3 dias, 4 dias, 5 dias, 6 dias, 7 dias, 8
dias, 9 dias, 10 dias, 12 dias, 15 dias, 17 dias, 20 dias, 22 dias, 25 dias, 27 dias, 30 dias,

32 dias, 35 dias, 34 dias, 45 dias 50 dias, 60 dias, preferiblemente en torno a 3 dias. En una
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realizacién particular, la expresién “en torno a” en el contexto del numero de dias de
duracion de la etapa (ii) de los métodos de la invencion, hace referencia a una variabilidad

de +- 12 horas.

En una realizacion particular, la concentracion final de quitosano en el medio obtenido de la
etapa (i) de los métodos de la invencion es de 0.1mg/ml, 0.2mg/ml, 0.3mg/ml, 0.4mg/ml,
0.5mg/ml, 0.6mg/ml, 0.7mg/ml, 0.8mg/ml, 0.9mg/ml, 1mg/ml, 1.5mg/ml, 2mg/ml, 2.5mg/ml,
3mg/ml, 3.5mg/ml, 4mg/ml, 4.5mg/ml, 5mg/ml, 5.5 mg/ml, 6mg/ml, 6.5mg/ml, 7mg/ml,
7.5mg/ml, 8mg/ml, 8.5mg/ml, 9mg/ml, 9.5mg/ml, 10mg/ml, 11mg/ml, 12mg/ml, 13mg/ml,
14mg/ml, 15mg/ml, 17mg/ml, 20mg/ml, 22mg/ml, 25mg/ml, 27mg/ml, 30mg/ml, con respecto
a la fraccion liquida del medio de cultivo, tal y como se ha definido, preferiblemente de
1mg/ml. En una realizacion, la concentracion final de quitosano en el medio obtenido en la
etapa (i) del método de la invencion es de 0.1mg/ml-30mg/ml, 0.1mg/ml-25mg/ml, 0.1mg/ml-
20mg/ml, 0.1mg/ml-15mg/ml, 0.1mg/ml-10mg/ml, 0.1mg/ml-7mg/ml, 0.1mg/ml.5mg/ml,
0.1mg/ml-5mg/ml, 0.2mg/ml.4mg/ml, 0.5mg/ml-0.3mg/ml, con respecto a la fraccién liquida
del medio de cultivo, tal y como se ha definido, preferiblemente de entre 0.1mg/ml-10mg/ml,
mas preferiblemente de entre 0.5mg/ml-3mg/ml. En una realizacion preferida, la fraccion

liquida del medio es el medio liquido comprendido en el medio de cultivo.

En una realizacién particular, la etapa (i) de los métodos de la invencion comprenden anadir
quitosano en estado sdlido, o en estado liquido en forma de solucién. En una realizacion
particular, la etapa (i) de los métodos de la invencion comprenden afiadir a la fraccion liquida
del medio de cultivo tal y como se ha definido mas arriba, preferiblemente al medio liquido
comprendido en el medio de cultivo de la invenciéon, una solucién de quitosano a una
concentracion de 0.1mg/ml-20mg/ml, preferiblemente a una concentracion de 1 mg/ml-
20mg/ml,  2mg/ml-17mg/ml,  3mg/ml-15mg/ml,  4mg/ml-12mg/ml,  5mg/ml-10mg/ml,
preferiblemente 5mg/ml-10mg/ml. Métodos para obtener una solucion de quitosano a una
concentracién determinada son comunmente conocidos por un experto en la materia, asi
como para obtener una solucién final a partir de una solucién concentrada de quitosano, e
incluyen los método descritos en lo ejemplos de la invencion. En una realizacion preferida, la
etapa (i) de los métodos de la invencion comprende afiadir una solucion de quitosano a una

concentracion de 1 mg/ml-20mg/ml a la fraccién liquida del medio de cultivo.

En una realizacién particular, los utensilios utilizados en cada una de las etapas de los

métodos de la invencidon se han esterilizado antes de su uso en el método de la invencion,

de manera que los utensilios utilizados en los métodos de la invencion son estériles.

Ejemplos no limitantes de los utensilios utilizados en los métodos de la invencién incluyen
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tanto el recipiente en que se llevan a cabo los cultivos, los medios de cultivo, como el tapon
para sellar el recipiente en que se llevan a cabo los cultivos. Por tanto, en una realizacion
preferida, el medio de cultivo y los utensilios utilizados en cualquiera de las etapas (i")-(ii) de
los métodos de la invencion han sido esterilizados antes de llevarlos a cabo. Métodos de
esterilizacion de medios de cultivo y de utensilios de laboratorio con comunmente conocidos
por un experto en la materia, e incluyen el autoclavado de estos, por ejemplo, tal y como se

describe en los ejemplos de la invencion.

En una realizacion particular, para que los métodos de la invencién se lleven a cabo en
condiciones estériles, las preparaciones de los medios de cultivo y los cultivos de la
invencién, se llevan a cabo en los recipientes esterilizados tal y como se ha indicado justo
arriba, y sellados. Por tanto, en una realizacion particular, los cultivos de los hongos de los
métodos de la invencion se llevan a cabo en un recipiente sellado. En una realizacion
particular, dicho sellado se realiza de manera que pueda entrar y salir oxigeno u otro
elemento necesario para el crecimiento de los hongos, en el recipiente de cultivo. Métodos
para sellar un recipiente en el que se cultiva un hongo que permiten la entrada de oxigeno u
otros elementos necesarios para el crecimiento de los hongos son comunmente conocidos
para un experto en la materia, e incluyen, como ejemplo no limitativo, el método descrito en

los ejemplos de la invencion.

En una realizacion particular, las condiciones de cultivo de los hongos en cualquiera de las
etapas de los métodos de la invencion, comprenden mantener el cultivo a una temperatura
de 15°C -35°C, 18°C -32°C, 20°C -30°C, 20°C -28°C, 22°C -26°C, 23°C -25°C,

preferiblemente 23°C-25°C, y con iluminacién natural.

En otra realizacién particular, las condiciones de cultivo de los hongos en cualquiera de las
etapas de los métodos de la invencion, comprenden mantener el cultivo a en agitacion,
preferiblemente a 25-500rpm, 50-500rpm, 50-250rpm.

En una realizacién particular, los COVs generados por los hongos de la invencién al
exponerlos a un medio con quitosano, dependen de la edad de los cultivos que se exponen
a quitosano (i.e. la edad o dias de los hongos que se utilizan en la etapa (ii) de los métodos
de la invencion), asi como del tiempo durante el cual estan expuestos al quitosano en la

etapa (ii) del método (i.e. tiempo de duracion de la etapa (ii) del método).

Tal y como entendera un experto en la materia, los COVs indicados arriba obtenidos con el
método del segundo aspecto de la invencion se obtienen en una cantidad mayor con dicho

método, que con un método de referencia tal y como se ha definido mas arriba,
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preferiblemente en al menos uno de los porcentajes indicados en la definicion de la

expresion “aumentar la cantidad de COVs producidos por hongos resistentes al quitosano”.

En una realizacién particular, los métodos de la invencién permiten obtener al menos uno de
los COVs indicados en cualquiera de las realizaciones de la invencion, en una cantidad
superior a la obtenida con un método de referencia, tal y como se ha definido mas arriba, en
donde la cantidad obtenida condicho método de referencia puede ser igual o cercana a 0.
Por tanto, en una realizacion particular, lo métodos de la invencion permiten obtener al
menos uno de los COVs indicados en cualquiera de las realizaciones de la invencién, en
una cantidad superior a la obtenida con un método como cualquiera de los métodos de la
invencion, excepto por que dicho método no comprende anadir quitosano al medio de
cultivo, en donde la cantidad obtenida condicho método de referencia puede ser igual o

cercana a 0.

En una realizaciéon particular, los métodos de la invencidon comprenden una etapa (iii) en
donde se aislan COVs obtenidos en la etapa (ii) del método correspondiente. Métodos para
aislar COVs son comunmente conocidos para un experto en la materia, y comprenden, por
ejemplo, aspirar la atmdsfera del recipiente sellado en que se han cultivado los hongos de la
invencion al final de la etapa (ii) del método, o en que se han transferido los hongos
obtenidos al final de la etapa (ii) del método, y transferir dicha atmosfera a un recipiente
sellado herméticamente. Dicho recipiente sellado herméticamente puede comprender un
difusor que permite liberar la atmosfera en la que se encuentran los COVs obtenidos con los
métodos de la invencion en un lugar de interés. En una realizacion particular, para extraer
los COVs en la etapa (iii) del método, antes de la extraccion, se calienta el recipiente sellado
en que se han cultivado los hongos de la invencion al final de la etapa (ii) del método, a al
menos 40°C, 45°C,50°C, 55°C, 60°C, 65°C, 70°C, 75°C, 80°C, 85°C, preferiblemente a al
menos 60°C. En otra realizacién particular, para extraer los COVs en la etapa (iii) del
método, antes de la extraccion, se calienta el recipiente sellado en que se han transferido
los hongos obtenidos al final de la etapa (ii) del método, a al menos 40°C, 45°C,50°C, 55°C,
60°C, 65°C, 70°C, 75°C, 80°C, 85°C, preferiblemente a al menos 60°C.

Otro método para aislar los COVs obtenidos de le etapa (ii) del método de la invencién
comprende fijar los COVs obtenidos en la atmosfera del recipiente sellado en que se han
cultivado los hongos de la invencion al final de la etapa (ii) del método, o en que se han
transferido los hongos obtenidos al final de la etapa (ii) del método, mediante el uso de fibras
microextraccion de fase solida (fiboras SPME), tal y como se describe, por ejemplo, en los
ejemplos de la solicitud.
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En una realizacion particular, la etapa (iii) del método se realiza aspirando la atmésfera del
recipiente sellado en que se han cultivado los hongos de la invencioén al final de la etapa (ii)
del método, y transfiriendo dicha atmosfera a un recipiente sellado herméticamente. En una
realizacion particular, la etapa (iii) del método se realiza aspirando la atmésfera del
recipiente sellado en que se han transferido los hongos obtenidos al final de la etapa (ii) del
método y transfiriendo dicha atmosfera a un recipiente sellado herméticamente. En otra
realizacion particular, la etapa (iii) del método se realiza poniendo en contacto la atmosfera
del recipiente sellado en que se han cultivado los hongos de la invencion al final de la etapa
(i) del método, o en que se han transferido los hongos obtenidos al final de la etapa (ii) del

método con fibras microextraccion de fase sélida (fiboras SPME).

En otra realizacion particular de la invencion, la etapa (iii) de los métodos de la invencion
comprende transferir los hongos obtenidos al final de la etapa (ii) del método a un recipiente
sellado. En una realizacién particular, dicho recipiente sellado se calienta a al menos 40°C,
45°C,50°C, 55°C, 60°C, 65°C, 70°C, 75°C, 80°C, 85°C, preferiblemente a al menos 60°C,

preferiblemente antes de la extraccion.

En una realizacion particular, los COVs aislados comprenden cualquiera de los COVS

mencionados en cualquiera de las realizaciones particulares de la invencion.

En una realizacién particular, el término “comprende” utilizado en una realizacion de la
invencién se sustituye por el término “consiste en”. En otra realizacion particular, el término

“consiste en” utilizado en una realizacion de la invencion se sustituye por “comprende”.

A continuacion, se describe la invencion por medio de los siguientes ejemplos. Estos
ejemplos se proporcionan de manera unicamente ilustrativa y en ningun caso de manera

limitativa.
EJEMPLOS

EJEMPLO 1: COVs obtenidos de un cultivo de Pochonia chlamydosporia de 10, 20 o

30 dias de duracidn tras exponer dicho cultivo 5 dias a quitosano (ver Figs. 1-3).

MATERIALES Y METODOS
Aislamiento y subcultivo del hongo

Se selecciona la cepa del hongo Pochonia chlamydosporia aislada de huevos infectados de

nematodos de quistes de los cereales (Heterodera avenae) en Sevilla. Este aislado,
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Pochonia chlamydosporia aislado Pc123 (de aqui en adelante Pc123), se cultiva en placas
de Petri con patata-dextrosa-agar (PDA) como medio de cultivo. Se trata de un hongo

nematofago estudiado ampliamente como agente de control bioldgico.

P. chlamydosporia es un hongo resistente al quitosano, que puede soportar altas dosis del
compuesto. El quitosano favorece el crecimiento del micelio de Pc123, mejora su
esporulacién y aumenta la produccion de enzimas extracelulares para degradar el
quitosano. También induce la produccion de proteasas, la expresion de algunos genes e

incrementa la virulencia sobre huevos de nematodos.
Preparacioén del medio inductor con quitosano

Se disuelve quitosano en HCI (0.25 M) a una concentracion de 10 mg/l. El quitosano se
afiadié paulatinamente al vaso de precipitados con el acido dispuesto en un agitador
magnético y con una barra magnética de agitacion. Se empled quitosano T8 (Chitosan
90/60/A1) con un tamano de particula menor a 0.5 mm, con una pérdida por desecacion de
5.2%, un contenido de cenizas del 0.1%, viscosidad dinamica 20°C (£ 5%) (1% sol. en 1%
acido acético sol.) de 69.0 mPa.s, un grado de desacetilacion de 90.1% y una concentracion
de metales pesados inferior a 50 ppm, suministrado por Louis Schoppenhauer GmbH & Co.
KG.

A continuacion, se ajusta el pH a 5.60-5.61 con NaOH (1 M), siempre mientras la disolucion
se encuentra en agitacién. Una vez ajustado, se hidratan y enjuagan las membranas de
celulosa (membranas de didlisis) donde se introduce la disolucion de quitosano a 10 mg/I.
Posteriormente, se coloca la membrana de dialisis en un vaso de precipitados con agua
destilada a 4°C durante 48 horas en constante agitacion. Cada 24 horas es preciso cambiar

el agua destilada del recipiente.

Pasadas las 48 horas se saca la membrana de dialisis, se vierte el contenido en una probeta
y se mide el volumen para obtener la concentracion del quitosano liquido. Se recomienda
ajustar con agua destilada autoclavada a una concentracion de 1 mg/ml Por ultimo, se
autoclava 20 minutos a 121°C y se guarda a 4°C. La disolucién se puede utilizar hasta un

mes después de su preparacion
Crecimiento y cultivo de Pc123

El crecimiento y cultivo de Pc123 se realiz6 utilizando arroz como sustrato. Se hidraté arroz

y se pesaron 25 g de arroz hidratado para afadirlos a un matraz Erlenmeyer de 100 ml. Se
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le colocd un tapon de algoddn en la boca del matraz, de tal forma que entre un poco hacia el
cuello del matraz y sobresalga por arriba, evitando huecos por donde pueda entrar cualquier
fuente de contaminacién. El tapdn se envolvié después con 2 capas de papel de aluminio,
intentando dejar una fina capa de aire entre el algodon y el papel de aluminio, apretandolo
en el cuello del matraz. Por ultimo, se autoclavé durante 20 minutos a 121°C para obtener

un sustrato estéril.

Se extrajeron los conidios del hongo Pc123 de colonias del hongo en placas de PDA de 14-
21 dias y se prepardé una suspension de 10° conidios/ml en agua destilada estéril. A
continuacion, se destaparon los matraces Erlenmeyer con arroz autoclavados, en
condiciones de esterilidad, se diluyé 1 ml de la suspension de conidios de Pc123 en 4 ml de
agua destilada estéril y se inocul6 en los matraces. Posteriormente, se volvieron a sellar
para mantener la esterilidad dentro de los matraces y se agité para homogeneizar la
suspension de conidios por el sustrato. Se incubaron en condiciones de laboratorio a 23-

25°C e iluminacion natural.

A los 10, 20 y 30 dias, en condiciones de esterilidad, se destaparon los matraces con el
hongo crecido, se le afiadié a cada matraz 5 ml de la disolucién de quitosano a 1mg/ml o de
disolucion tampon para los controles homogeneizandolo correctamente por todo el micelio, y
se incubaron durante 5 dias mas en las mismas condiciones de cultivo. Al cabo de 5 dias

(15, 25 y 35 dias de edad del cultivo), se miden los perfiles de COVs de los matraces.
Recoleccion y deteccion de COVs de Pc123

El analisis de volatiles de Pc123 se llevo a cabo realizando una microextraccion en fase
solida (SPME) y analizandolo en cromatografia de gases y espectrometria de masas (GC-
MS).

Se siguid el protocolo descrito por Lozano-Soria et al. (2020). En condiciones de esterilidad,
se prepara un vial con 5 g de muestra de cada matraz con el hongo. Se sella la tapa
haciendo uso de unas pinzas metalicas y se introducen los viales en un bafio de 60°C. Para
llevar a cabo la HS-SPME se emplea un holder con el fin de proteger la fibra de Tenax
durante la extraccion. La descripcion del holder se puede encontrar en el trabajo de Grafit et
al. (2018). Se inserta la fibra en la zona superior (headspace) de los viales y se deja 15
minutos para que los COVs se repartan y alcancen el equilibrio entre la fibra, el medio y el
headspace. Una vez pasado el tiempo la fibra se recoge dentro del holder y se lleva a la

fase de desorcion en el inyector de la GC/MS.
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El analisis de GC-MS de los COVs extraidos se realiza usando un cromatégrafo Agilent
7890B GC System con automuestreador multiproposito (MPS) de GERSTEL. La fibra
utilizada fue SPME Fiber, DVB/C-WR/PDMS/10, d. gray-3/pk (Part Number:5191-5874) con
viales (Art.Nr.: 093640-036-00) y septums (Art.Nr.: 093640-040-00) para el sellado, de la
marca GERSTEL. Se utilizé6 una columna de cromatografia de gases de alta resolucion de la

marca J&W Scientific, con numero de referencia 122-1334, para la captacion de COVs.

La fibra recoge los volatiles del vial a la vez que éste se calienta. La absorcién de los
volatiles se lleva a cabo durante 15 minutos mientras el incubador esta a 60 °C, empleando
el mismo protocolo que en el ejemplo 1 pero de manera automatizada por el cromatégrafo.
La desorcion de los COVs de la fibra dura 240 segundos (4 minutos) en el inyector del GC.
La temperatura del inyector es de 250°C y se trabaja en modo splitless. El horno de la
columna tiene una temperatura inicial de 40°C, ascendiendo en una rampa de 5°C/minuto,
llegando a una temperatura maxima de 230°C. Se aplica un flujo de helio como portador a 1
ml/minuto. A partir de entonces, la fibra se retira y la cromatografia continué por 53 minutos.
Los espectros de masas que la maquina detecta se basan en el principio de la ionizacion por
impacto electrénico. EI MS trabaj6é con un rango de masas comprendidas entre las 25 y 400
uma. La temperatura de la fuente de ionizacion es de 230 °C y trabaja a 70 electron Volts. El

cuadrupolo se halla a 150 °C.

Una vez identificados los compuestos por HS-SPME/GC-MS, se realiza un repaso manual
de los compuestos identificados por el espectrometro de masas que emplea la libreria del
sistema (Wiley275). Para ello se emplea el software Agilent MassHunter Qualitative Analysis
Navigator B.08.00 de manera que se pueden superponer cromatogramas y comparar
espectros de masas. Finalmente, se eliminan aquellos COVs cuya coincidencia con los
espectros de masas de la libreria del sistema sea menor al 50%. Ademas, para identificar
los volatiles propios de P. chlamydosporia, se eliminan de dichas muestras aquellos volatiles
propios de los controles de arroz, con y sin tratamiento de quitosano, ya que no los produce

P. chlamydosporia.

Los compuestos restantes (seleccionados) se clasifican en 2 grupos en funcién de su

abundancia: COVS mayoritarios (pico > 50000 ppm) y COVs minoritarios (50000 > pico
ppm).

RESULTADOS

Se han identificado un total de 25 COVs en las muestras de 15 dias tratadas con quitosano,

de los cuales 3 (DC007, DC0O11 y DCO014) se sintetizan Unicamente en presencia de
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quitosano. Ademas, los compuestos DC030, DC002, DC004, DC006, DC012, DCO013,
DCO019, DC048 ven aumentada su abundancia en presencia del quitosano (p-valor < 0.05)
(ver Tabla 1).

En las muestras de 25 dias se observan 20 COVs en presencia de quitosano, de los cuales
los compuestos DC002, DC004, DCO009, DC018, DC030 y DC033 ven aumentada su
produccion (p-valor < 0.05) (ver Tabla 2). Se observa también, que la produccion de COVs

se ve influenciada por la edad del cultivo.

Por ultimo, en las muestras de 35 dias se observan 20 COVs en presencia de quitosano, de
los cuales los compuestos DC001, DC004, ven aumentada su produccién (p-valor < 0.05)
(ver Tabla 3).

Tabla 1. Muestra los COVs identificados y su altura de pico del cultivo de Pochonia
chlamydosporia en arroz durante 10 dias y 5 dias mas con quitosano (Pc+T8) o una

disoluciéon tampodn (Pc).

Cadigo Compuesto Tiempo Altura Altura pico
de pico Pc Pc+T8
retencion
(min)

MCOVs

DC002 Acetoina 11.876 | 66402.66 | 140203.66

DCO004 1,3-Octadieno 14.68 56919.33 89883.33

DCO008 Anisol 19.2 69604 51741.33

DCO010 1-Octen-3-ol 21.85 649414 399266

DCO011 3-Octanona 21.9 0 114310.66

DCO013 3-Octanol 22.29 119415 130339.33

3022819

DCO018 1,3-dimetoxi-Benceno 28.25 6.7 23396956.3

DCO030 m-Guaiacol 32.2 57144.66 73917

DC035 trans-alfa-Bergamoteno 34.84 91357 84528.33

1102849.

DC039 CIS-BETA-FARNESA 36.317 33 922376.66

mCOVs

DCO006 2,3-Butanodiol 16.698 6820.33 38923.66

DC007 Acido 3-metilbutanoico 18.373 0 14420

DC012 2-metil-2-Borneno 22.18 16335.33 28434.66

DC014 Metil-2,4-dimetilhexanoato 22.445 0 23886.6667

DCO016 No identificado 23.76 23261 37258

DCO019 | Acido_bencenoacético_éster metilado 28.59 21108.33 48876.66

DC025 No identificado 30.44 23157.33 38556.66
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DC033 3,4-dimetoxi-Fenol 33.97 20412 12502
DC036 2,6-Dimetoxitolueno 35.469 | 14198.33 8232.33
DC040 No identificado 36.47 38818.66 31658
DC041 beta-Bisaboleno 36.65 20789 20508
DC043 No identificado 37 9688.33 9270.66
DC046 2,4-dimetil-Quinolina 37.552 | 10420.33 11458
DC048 9H-Pirido[2,3-b]indol_6-metoxi 38.69 | 20149.33 32050
DC049 No identificado 40.6 15165.33 15571.66

Tabla 2. Muestra los COVs identificados y su altura de pico del cultivo de Pochonia
chlamydosporia en arroz durante 20 dias y 5 dias mas con quitosano (Pc+T8) o una

disoluciéon tampodn (Pc).

Cadigo Compuesto Tiempo Altura Altura pico
de pico Pc Pc+T8
retencion
(min)

MCOVs
125554.3

DC002 Acetoina 11.876 3 388898.33

DC004 1,3-Octadieno 14.68 55423.66 69747

DCO008 Anisol 19.2 91969.33 | 152280.33

399307.3
DCO011 3-Octanona 21.9 3 277246.66
2385215

DCO018 1,3-dimetoxi-Benceno 28.25 5.7 27827414

DC030 m-Guaiacol 32.2 82675.66 | 191472.33

DC039 CIS-BETA-FARNESA 36.317 | 1402859 | 1068108.67

DC040 No identificado 36.47 23306.33 51100

mCOVs

DCO009 2-heptenal 21.36 7376.33 16133

DC012 2-metil-2-Borneno 22.18 20317 19826.33

DCO013 3-Octanol 22.29 114748 46439.33

DCO019 | Acido_bencenoacético_éster metilado 28.59 26653 31430.66

DC020 No identificado 28.64 27762.33 36181.33

DC025 No identificado 30.44 7149 10626.33

DC033 3,4-dimetoxi-Fenol 33.97 16339.66 25793

DC035 trans-alfa-Bergamoteno 34.84 95971 44375

DC041 beta-Bisaboleno 36.65 21290 14716.33

DC043 No identificado 37 29647.33 24423.66

DC049 No identificado 40.6 13819.33 6881

DC052 | ISOAROMADENDRENO EPOXIDO 41.14 21819.66 18851

25



ES 3025333 B2

Tabla 3. Muestra los COVs identificados y su altura de pico del cultivo de Pochonia
chlamydosporia en arroz durante 30 dias y 5 dias mas con quitosano (Pc+T8) o una

disoluciéon tampodn (Pc).

Cadigo Compuesto Tiempo Altura Altura pico
de pico Pc Pc+T8
retencion
(min)

MCOVs
2451926

DCO018 1,3-dimetoxi-Benceno 28.25 5 8751248.67

DC020 No identificado 28.64 53460 50249.33

DC031 1,2,3-Trimetoxibenceno 32.55 79005 31746.66

DC034 1,2,4-Trimetoxibenceno 34.3 69126.33 25044

442461.6

DC039 CIS-BETA-FARNESA 36.317 6 176422.66

mCOVs

DCO001 anhidrido metanosulférico 7.7 22358.33 27594.33

DC002 Acetoina 11.876 17897 0

DC003 3-Hexen-1-ol, _acetato_(E)- 12.8 16231 0

DCO004 1,3-Octadieno 14.68 16699 40255.33

DCO008 Anisol 19.2 39812.66 3329

DC032 No identificado 32.85 45120.66 30699

DC033 3,4-dimetoxi-Fenol 33.97 47431 5007.66

DC035 trans-alfa-Bergamoteno 34.84 13735 0

DC040 No identificado 36.47 20834 5173.66

DC041 beta-Bisaboleno 36.65 14563 3672.66

DC043 No identificado 37 37273.66 18933.33

DC044 No identificado 37.1 6520 0

Benceno,_1,2-dicloro-4,5-dimetoxi-

DC045 ,__COLORONEB 37.4 22518.66 7982.66

DCO051 No identificado 40.98 8441 0

DC052 | ISOAROMADENDRENO EPOXIDO 41.14 11739.66 0

EJEMPLO 2: COVs obtenidos de un cultivo de Pochonia chlamydosporia de 5 dias de

edad tras exponerlo 1, 2 o 3 dias a quitosano

El Ejemplo 2 tiene como base el mismo método de tratamiento que el ejemplo 1 (ver
MATERIALES Y METODOS del ejemplo 1), pero con modificaciones en el medio y tiempo
de cultivo y en la concentracion de quitosano y tiempo de exposicion del hongo al

tratamiento. Para el Ejemplo 2 se utilizé el mismo hongo (Pc123) que en el Ejemplo 1.
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También, el método de preparacion de quitosano fue el mismo, sin embargo, se obtuvo a

una concentracion final de 5 mg/ml, superior a la del Ejemplo 1.
MATERIALES Y METODOS
Crecimiento y cultivo de Pc123

Se utilizé medio liquido Czapek-Dox modificado (Olivares-Bernabeu y Lépez-Llorca, 2002)
como medio de cultivo. Se prepararon viales de 20 ml con 5 ml de Czapek-Dox y se
inocularon 108 conidios/ml del hongo P. chlamydosporia. Los cultivos se crecieron durante 5
dias en agitacion a 120 rpm y 25 °C. A continuacion, se elimind el medio Czapek-Dox de los
viales y se sustituyd por 5 ml de una disoluciéon de quitosano a 1 mg/ml y por 5 ml de
disolucion tampon sin quitosano para los controles. A continuacion, los viales se sellan para
evitar pérdidas de COVs durante la manipulaciéon. Tras afadir el tratamiento se tomaron

muestras de los cultivos a 1, 2 y 3 dias de exposicion al quitosano.
Recoleccion y deteccion de COVs de Pc123

Se analiza directamente el vial donde se ha cultivado el hongo para no perder ningun volatil
durante el manejo de la muestra. La metodologia y techologia empleada para la recoleccion

y deteccion de COVs es la misma que para el Ejemplo 1 .
RESULTADOS
Efecto del quitosano en la producciéon de COVs de Pc123 en medio liquido

Tras 24 horas en contacto con el quitosano se han determinado 19 COVs, 4 de los cuales
son unicos de las muestras tratadas con quitosano (DC005, DC053, DC010), siendo uno de
ellos un MCOV (DC010). Ademas, otros compuestos como el DC022, DC023, DC024,
DC026, DC028, DC029, DC037, DC042, DC055 y DC056 ven aumentada su produccion
significativamente (p-valor < 0.05). EI compuesto DC010 ha mostrado en estudios previos
una buena accion repelente frente al picudo negro de la platanera (Cosmopolites sordidus).
Como se ha indicado es la mayor plaga del cultivo a escala mundial (Lozano-Soria et al.,
2020). El compuesto DC010 se encontré en altas cantidades y unicamente en las muestras

tratadas con quitosano (ver Tabla 4).

Después de 48 horas en presencia de quitosano se ve un cambio en el perfil de COVs del
hongo. Sin embargo, el compuesto DC010 sigue apareciendo unicamente en las muestras

tratadas con quitosano (ver Tabla 5).
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Por ultimo, después de 72 horas en contacto con el quitosano, se han determinado 14
COVs, de los cuales 5 son exclusivos de las muestras tratadas con quitosano (DC010,
DC026, DC029, DC038 y DC042). Ademas, los compuestos DC026, DC028, DC0037,
DCO047, DC055 y DCO056 ven aumentada su produccion en presencia de quitosano (p-valor
< 0.05) (Tabla 6).

Se observa que el perfil del hongo es variable con el tiempo del crecimiento, sin embargo, el
quitosano tiene un efecto modulador en la produccion de COVs del hongo, favoreciendo la

produccion de novo de algunos compuestos y el aumento de produccién de otros.

Cambiando el método de induccién se facilita la produccién de volatiles de ciertos
compuestos como el 1-Octen-3-ol, etc. Ademas, da acceso a un nuevo abanico de COVs de
potencial utilidad. Se obtienen muchas diferencias en los perfiles de volatiles al utilizar
diferentes medios de cultivo debido a la diferente accesibilidad que estos aportan a los
nutrientes esenciales como el carbono y el nitrégeno. ElI Czapek-Dox presenta fuentes
definidas de carbono de facil acceso con importantes aportes de nitrogeno (nitrato de
amonio), fosforo y otros bioelementos. Por otro lado, el arroz presenta fuentes no definidas

de carbono y menos cantidad de nitrégeno.

No obstante, empleando ambos medios de cultivo se han determinado volatiles de nueva
produccion y otros que aumentan significativamente su produccioén, por lo que el uso de
diferentes bases puede promover la produccion de determinados volatiles e incrementar su
produccién con la aplicacién de quitosano. Asi mismo, el uso de un medio liquido de cultivo

puede facilitar la aplicacién industrial de esta patente.

Tabla 4. Muestra los COVs identificados y su altura de pico del cultivo de Pochonia
chlamydosporia en Czapek-Dox modificado durante 5 dias y 1 dia mas con quitosano

(Pc+T8) o una disolucion tampén (Pc).

Caddigo Compuesto Tiempo de | Altura pico | Altura pico

retencion Pc Pc+T8

(min)

MCOVs

DC010 1-Octen-3-ol 21.85 0 218516.66
DC023 8-metil-Heptadecano 29.95 64212.66 87610.33
DC028 2,6,11-trimetil-dodecano 31.2 38103.66 59529
DCO037 2-6-10-15, tetrametil-heptadecano 35.8 23811.66 51634.33
DC047 2,4-bis(1,1-dimetiletil)Fenol 38.2 116881 131087.33
DCO055 1-hexadecanol 46 361050.66 1036705
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DC056 | 9-Octadecen-1-ol | 526 | 171950 | 626179.33
mCOVs

DC005 Metil-pirazina 15.59 0 5187.66
DCO015 3,7-dimetil-Decano 22.9 15703 11180
DC017 5-metil-Undecano 24 .4 13636.33 10221.33
DC022 1,3-bis(1,1-dimetiletil)-Benceno 29.86 16118 25663
DC024 2,3,5,8-tetrametil-decano 30.2 12118 16236
DC026 2,6,10-trimetil-dodecano 30.6 4661.66 11949.33
DC029 3-etil-5-(2-etilbutil)-Octadecano 31.5 9473 14333
DC042 Nonadecano 36.9 9777 27725.33
DC053 1-Tetradeceno 41.2 0 34551.33

Tabla 5. Muestra los COVs identificados y su altura de pico del cultivo de Pochonia
chlamydosporia en Czapek-Dox modificado durante 5 dias y 2 dias mas con quitosano

(Pc+T8) o una disolucion tampén (Pc).

Caddigo Compuesto Tiempo de | Altura pico | Altura pico
retencion Pc Pc+T8
(min)
MCOVs
DCO010 1-Octen-3-ol 21.85 0 132448.33
DC023 8-metil-Heptadecano 29.95 66092.33 69603.33
DCO037 2-6-10-15, tetrametil-heptadecano 35.8 64745.33 58443.3
DC047 2,4-bis(1,1-dimetiletil)Fenol 38.2 78442.66 69674.33
DCO055 1-hexadecanol 46 224019.66 191852.33
DCO056 9-Octadecen-1-ol 52.6 90861.33 118469
mCOVs
DC021 Naftaleno 28.9 10350 6898
DC022 1,3-bis(1,1-dimetiletil)-Benceno 29.86 5426.66 0
DC024 2,3,5,8-tetrametil-decano 30.2 5167.66 10693.66
DC026 2,6,10-trimetil-dodecano 30.6 9740.33 0
DC028 2,6,11-trimetil-dodecano 31.2 34817.33 35308.66
DC042 Nonadecano 36.9 30276.33 27063
DCO054 2-6-11-15 tetrametil Hexadecano 41.9 13774.33 16144

Tabla 6. Muestra los COVs identificados y su altura de pico del cultivo de Pochonia
chlamydosporia en Czapek-Dox modificado durante 5 dias y 3 dias mas con quitosano

(Pc+T8) o una disolucion tampén (Pc).

Cddigo Compuesto Tiempo de | Altura Altura pico
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retencion pico Pc Pc+T8
(min)
MCOVs
DCO010 1-Octen-3-ol 21.85 0 55408.66
DC023 8-metil-Heptadecano 29.95 33097 74636.33
DCO037 2-6-10-15, tetrametil-heptadecano 35.8 24891.33 59734.66
DC047 2,4-bis(1,1-dimetiletil)Fenol 38.2 59575.33 75155.66
mCOVs
DC005 Metil-pirazina 15.59 5531.66 5023.66
DC026 2,6,10-trimetil-dodecano 30.6 0 17214.66
DC028 2,6,11-trimetil-dodecano 31.2 18099.33 47015.66
DC029 3-etil-5-(2-etilbutil)-Octadecano 31.5 0 11371.33
DC038 | 2,6,10,14-tetrametil-heptadecano 36.05 0 4446.66
DC042 Nonadecano 36.9 0 24760.33
DC055 1-hexadecanol 46 6540.33 17328.66
DCO056 9-Octadecen-1-ol 52.6 4028.33 21290.33
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REIVINDICACIONES

1. Método para obtener o aumentar la produccion de Metil-pirazina, 1,3-bis(1,1-dimetiletil)-
Benceno, 8-metil-Heptadecano, 2,3,5,8-tetrametil-Decano, 2,6,10-trimetil-Dodecano, 2,6,11-
trimetil-Dodecano, 3-etil-5-(2-etilbutil)-Octadecano, 2-6-10-15 tetrametil- Heptadecano,
Nonadecano, 2,4-bis(1,1-dimetiletil) Fenol, 1-Tetradeceno, 1-Hexadecanol y 9-Octadecen-1-

ol y combinaciones de los mismos, que comprende:

(i) crecer Pochonia chlamydosporia en medio liquido Czapek-Dox modificado

durante 5 dias, y

(i) eliminar el medio de cultivo y sustituirlo por una disolucion de quitosano en una
concentracion de 5 mg/ml y crecer el cultivo de Pochonia chlamydosporia de la

etapa (i) durante 24 horas.
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