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@ Resumen:

Medio de cultivo de hongos obtenido a partir de alpeorujo
seco y extractado.

La presente invencion se refiere a un procedimiento de
obtencién de un extracto liquido de alpeorujo seco y ex-
tractado, al extracto obtenible mediante dicho procedi-
miento y al uso del mismo para el cultivo de microorga-
nismos, preferiblemente hongos. El empleo del extracto
liquido de alpeorujo seco y extractado de la invencioén co-
mo medio de cultivo de hongos es econdmico y permite la
obtencién de una abundante masa fungica, superior a la
obtenible mediante otros medios convencionalmente em-
pleados para el cultivo de estos microorganismos.
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DESCRIPCION

Medio de cultivo de hongos obtenido a partir de alpeorujo seco y extractado.

La presente invencién se encuadra en el campo de la microbiologia y especificamente se refiere a un procedimiento
de obtencidn de un extracto liquido de alpeorujo seco y extractado, al extracto obtenible mediante dicho método y al
uso del mismo para el cultivo de microorganismos, preferiblemente de hongos. El empleo del extracto liquido de
alpeorujo seco y extractado de la invencién como medio de cultivo de hongos es econdémico y permite la obtencién de
una abundante masa fungica.

Estado de la técnica anterior

El cultivo del olivar y la extraccién del aceite de oliva tienen una extraordinaria importancia econdémica y social.
Los sistemas de extraccién del aceite de oliva se han ido modificando en las tltimas décadas cambiando con ello la
produccioén, la composicién y el aprovechamiento de los subproductos generados. Asi, a inicios de los 90 se introdujo
un sistema de extraccién continuo de dos fases de aceite de oliva que consiguié una reduccién en el consumo de
agua y de energia, principal inconveniente del sistema de tres fases, y la consecuente eliminacién de la produccién de
alpechines, pero trajo consigo el problema de que tras la centrifugacién de la pasta de aceituna se produce, ademas
de aceite, un nuevo subproducto consistente en un residuo sélido, de elevada humedad y rico en grasas y aztcares,
denominado alpeorujo.

Los alpeorujos humedos, tras un procesado posterior, se destinan a la obtencién del aceite de orujo por medio
de extraccion con n-hexano, generando un residuo final denominado “alpeorujo seco y extractado” que, en su mayor
parte, se emplea como combustible o se incinera para obtener energia mediante la cogeneracion de energia eléctrica y
térmica en las propias almazaras, dado su elevado poder calorifico (Caputo A. C., et al., 2003, Applied Thermal Engi-
neering, 23:197-214). Sin embargo, debido a la gran cantidad de residuo que se genera en cada una de las campanas
oleicolas, es necesaria la busqueda de vias alternativas para el tratamiento de estos subproductos. Por ello, se estin
intentando utilizar también como pienso para rumiantes, produccién de compost (ES2103206 B1) y para la obtencién
de productos de interés para la industria farmacéutica, cosmética y alimentaria.

El alpeorujo seco y extractado estd compuesto por los restos de pulpa y piel de las aceitunas y es un residuo
muy rico en compuestos fendlicos como son el hidroxitirosol, salidrésido, glucésido de luteolina, rutina, tirasol y
oleuropeina, por lo que cuando es usado como fertilizante no puede aplicarse directamente al suelo debido a los
efectos fitotoxicos de estos fenoles que ademds repercuten perjudicialmente en la poblacién microbiana. Por ello, se
ha propuesto la biotransformacion este subproducto para que pueda ser empleado como fertilizante organico. En este
sentido, el alpeorujo seco y extractado se ha sometido a procesos de fraccionamiento y se han obtenido asi extractos
del mismo en los que se han cultivado hongos saprobios capaces de llevar a cabo una detoxificacién, de manera que
asi disminuye la fitotoxicidad de este residuo y puede ser finalmente empleado como fertilizante. En este caso los
hongos crecen utilizando un extracto acuoso de alpeorujo seco y extractado como fuente de nutrientes, sin embargo,
este extracto ha de encontrarse diluido un 50% para evitar que las condiciones de toxicidad del mismo sean limitantes
para el crecimiento microbiano (Aranda Ballesteros, E., 2006).

El hidroxitirosol, el tirasol y la oleuropeina son potentes antioxidantes que se pueden extraer del alpeorujo seco
y extractado por medio de tratamiento térmico al vapor. Este residuo se puede utilizar también para la produccién de
pectina, compuesto de gran interés en la industria alimentaria ya que es usada como agente gelificante, estabilizante
y emulsionante (Cardoso S. M., et al., 2003, Carbohydrate Polymers, 52:125-133). Ademads también se ha estudiado
la mezcla del alpeorujo seco y extractado con polimeros termopldsticos para la fabricacién de contenedores (Siracusa
G., et al., 2001, Journal of Polymers and the Environment, 9:157-161).

Por otro lado, las almazaras estin empezando a separar los huesos presentes en el alpeorujo seco y extractado
debido al aumento de su valor en el mercado, no sélo como combustible sino también por su uso como abrasivo,
como materia prima para la obtencién de carbdn activo e incluso como inductor del compostaje de otros materiales
organicos.

Por otra parte, desde antiguo y en la actualidad se emplean microorganismos para producir industrialmente pro-
ductos con fines comerciales, como antibidticos, antioxidantes, fitohormonas, vitaminas, grasas insaturadas, proteinas,
aminodcidos, fertilizantes, productos fitosanitarios, etc. Sin embargo, es necesario disponer de nutrientes minerales y
carbohidratos como materia prima carbonada en el caldo de cultivo de estos microorganismos. Pero los carbohidratos
son relativamente caros y, en muchos casos, de mds alto precio que los productos generados mediante el proceso de fer-
mentacion. En el caso de los hongos, existen para su crecimiento diversos medios de cultivo, siendo los comtinmente
empleados, por ejemplo, el extracto de malta, caldo patata-dextrosa (PDB) o Czapeck.

En resumen, existe por una lado la necesidad de encontrar nuevas aplicaciones industriales para la gran cantidad de
alpeorujo seco y extractado que se obtiene como residuo en la industria oleicola, y por otro, la necesidad disponer de
medios de cultivo mejorados que aporten nutrientes minerales y carbohidratos como materia prima carbonada para el
crecimiento in vitro de microorganismos, que sean mds econémicos y que permitan obtener una mayor masa flingica
que los existentes actualmente.
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Descripcion de la invencion

La presente invencién proporciona un procedimiento de obtencién de un extracto liquido de alpeorujo seco y
extractado asi como el extracto obtenible mediante dicho método, y propone el uso del mismo para el cultivo de
microorganismos, preferiblemente de hongos. El empleo del extracto liquido de alpeorujo seco y extractado de la
invencién como medio de cultivo de hongos es econémico y permite la obtencién de una abundante masa flingi-
ca.

Mediante extracciones acuosas del alpeorujo seco y extractado y posterior concentracion del producto obtenido,
en la presente invencién se obtiene un extracto liquido ptimo para el cultivo de microorganismos de interés indus-
trial, preferiblemente de hongos, mds preferiblemente de hongos saprobios productores de metabolitos primarios y/o
secundarios susceptibles de aplicacién comercial. Asi, se propone el extracto liquido de alpeorujo seco y extractado
de la invencién como una fuente de nutrientes barata para el cultivo de microorganismos, ya que permite obtener una
masa microbiana abundante aplicable tanto a nivel agricola como industrial.

El procedimiento de la invencién conduce a la obtencién de un extracto liquido de alpeorujo seco y extracto cuyas
caracteristicas fisico-quimicas difieren de las de otros extractos liquidos de alpeorujo seco y extractados obtenibles
mediante otros métodos conocidos en el estado de la técnica, por ejemplo, en el grado de concentracién de sus com-
ponentes. Por tanto, como muestran los ejemplos de la presente invencidn, cuando se utiliza como medio de cultivo
el extracto liquido de alpeorujo seco y extractado de la invencién la masa microbiana obtenible es superior (mds del
triple) a la que se obtiene cuando se emplea como medio de cultivo cualquier otro extracto liquido de alpeorujo sin
concentrar obtenible mediante otros procedimientos, lo que demuestra que, al contrario de lo que se suponia hasta la
fecha en relacién a los efectos téxicos de los fenoles presentes en este residuo sobre el crecimiento microbiano, los
microorganismos son capaces de proliferar Optimamente en un extracto liquido de alpeorujo seco y extractado cuyos
elementos constitutivos se encuentran doblemente concentrados.

Ademds, en la presente invencién se muestran, a modo de ejemplo, pruebas comparativas de crecimiento de diver-
sos hongos cultivados en el extracto liquido de alpeorujo seco y extractado de la invencién y en medios convencio-
nalmente empleados para el cultivo de hongos, como el extracto de malta, caldo patata-dextrosa (PDB) y Czapeck.
Los resultados permiten apreciar un incremento del 200-300% en la masa fiingica cuando el cultivo se realiza en el
extracto liquido de alpeorujo seco y extractado de la invencidn respecto a cuando se realiza en cualquiera de los otros
medios.

De esta manera, la presente invencidn resuelve dos graves problemas, a saber, uno de naturaleza econémica, en
cuanto a que el extracto liquido de alpeorujo seco y extractado descrito aqui y propuesto como medio de cultivo es
mas rentable que los medios de cultivo convencionales; y otro de tipo ecoldgico, ya que la presente invencién propone
una nueva aplicacion industrial de un residuo contaminante procedente de la industria oleicola como es el alpeorujo
seco y extractado.

Por tanto, un aspecto de la invencidn se refiere a un procedimiento de obtencién de un extracto liquido de alpeorujo
seco y extractado, de ahora en adelante “procedimiento de la invencidn”, que comprende:

a. realizar una extraccién sélido-liquido de alpeorujo seco y extractado mediante una disolucién acuosa,
b. filtrar el extracto obtenido en el paso (a),

c. centrifugar el filtrado obtenido en el paso (b),

d. filtrar el sobrenadante obtenido en la centrifugacién del paso (c), y

e. concentrar un 40-60% el filtrado obtenido en el paso (d).

El término “alpeorujo seco y extractado” o “DOR” se refiere al residuo que se obtiene en el proceso de gene-
racién del aceite de orujo tras la extraccién del alpeorujo con n-hexano, que posee un bajo porcentaje de aceite,
preferiblemente de entre el 0,2 y el 0,5%, una humedad de entre el 10% y el 13%, un elevado poder calorifico,
de aproximadamente 4.000 kcal/g, estd compuesto por lignina, celulosa, sustancias pécticas, hemicelulosas, lipi-
dos, materia orgdnica, compuestos fendlicos, etc., y presenta un pH ligeramente acido, preferiblemente de entre 5 y
6.

La extraccién sélido-liquido de alpeorujo seco y extractado del paso (a) del procedimiento de la invencidn se
podria realizar, por ejemplo, aunque sin limitarnos, mediante extractor rotativo orbital o mediante Soxhlet. En una
realizacion preferida de este aspecto de la invenciodn, la extraccién sélido-liquido del paso (a) se realiza mediante un
extractor rotativo orbital. La extraccion sélido-liquido mediante extractor rotativo orbital es una técnica conocida en
el estado de la técnica en la que se obtiene una fraccion sélida y un extracto liquido, el cual se obtiene mezclando un
solvente, por ejemplo aunque sin limitarnos, agua, metanol o acetato de etilo, con el alpeorujo seco y extractado. Se
entiende por “disolucién acuosa” cualquier disolucion en la que el disolvente (o el disolvente mayoritario, en el caso de
una mezcla de disolventes) sea agua. Esta disolucién acuosa puede comprender, ademds de agua, otras sustancias tales
como solutos, etc. En otra realizacion preferida, la disolucidon acuosa del paso (a) del procedimiento de la invencién
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es agua. En otra realizacion preferida, en la extraccion sélido-liquido del paso (a) del procedimiento de la invencién la
proporcién de alpeorujo seco y extractado y de disolucién acuosa, preferiblemente agua, es 1:2 peso:volumen. En otra
realizacion preferida, la extraccién sélido-liquido del paso (a) del procedimiento de la invencién se realiza durante
entre 6 y 10 horas. En una realizacién mads preferida, la extraccién sélido-liquido del paso (a) del procedimiento
de la invencion se realiza durante 8 horas. Es decir, el alpeorujo seco y extractado se mezcla con una disolucién
acuosa, preferiblemente agua, durante, preferiblemente, entre 6 y 10 horas, mas preferiblemente durante 8 horas, en
una proporcion de, preferiblemente, 1:2 peso:volumen.

Transcurridas entre 6 y 10 horas, preferiblemente 8 horas, el extracto obtenido en el paso (a) se somete a un
proceso de filtrado, en el que dicho extracto se hace pasar a través de un material poroso como, por ejemplo, aunque
sin limitarnos, tela, tamiz, malla o gasa. En otra realizacién preferida, la filtracién del paso (b) del procedimiento de
la invenciodn se realiza a través de una gasa. En una realizacién mds preferida, la gasa comprende un tamafio de poro
de entre 100y 150 p.

A continuacidn, el material filtrado obtenido en el paso (b) se centrifuga. En una realizacion preferida, la centri-
fugacion del paso (c) del procedimiento de la invencion se realiza a entre 8.000 y 12.000 xg. En una realizacién mas
preferida, la centrifugacién del paso (c) del procedimiento de la invencién se realiza a 10.000 xg. En otra realizacién
preferida, la centrifugacién del paso (c) del procedimiento de la invencién se realiza durante entre 8 y 12 minutos. En
una realizacién mds preferida, la centrifugacion del paso (c) del procedimiento de la invencién se realiza durante 10
minutos.

El sobrenadante obtenido en esta centrifugacion se somete a un proceso de filtrado. En otra realizacién preferida,
la filtracion del paso (d) del procedimiento de la invencién se realiza a través de un papel de filtro. Posteriormente, el
material filtrado obtenido en el paso (d) se concentra entre un 40 y un 60%, preferiblemente un 50%, mediante, por
ejemplo, aunque sin limitarnos, evaporacion, liofilizacién o rotavapor. En una realizacién preferida, la concentracién
del paso (e) del procedimiento de la invencidn se realiza mediante un rotavapor. Esta concentracién mediante rotavapor
se realiza, preferiblemente, durante entre 4 y 8 horas. Se entiende por “rotavapor” el dispositivo consistente en un
motor eléctrico que produce el giro de un tubo al que se acopla un recipiente de fondo preferiblemente redondo
que contiene la solucién. Dicho recipiente se sumerge parcialmente en un bafio de agua, mientras se mantiene el
giro. Preferiblemente, la temperatura del bafio no debe exceder de 35-40°C. Acoplado al sistema se encuentra un
refrigerante por el que circula un liquido, preferiblemente agua, que produce la condensacién del solvente que se
recoge en un colector. El conjunto constituye un sistema cerrado conectado a una bomba de vacio, preferiblemente
una trompa de agua o un circuito de vacio.

El procedimiento de la invencién puede comprender otros pasos adicionales relacionados, por ejemplo, aunque sin
limitarnos, con la extraccion sélido-liquido del paso (a) o con la conservacién y/o tratamiento posterior del extracto
liquido de alpeorujo seco y extractado obtenible.

Otro aspecto de la invencidn se refiere a un extracto liquido de alpeorujo seco y extractado, de ahora en adelante
“extracto de la invencién”, obtenible mediante el procedimiento de la invencién. En el extracto de la invencién los
fenoles y otros elementos constituyentes de los extractos liquidos de alpeorujo seco y extractado se encuentran el
doble de concentrados de lo que lo estdn los extractos obtenibles mediante otros métodos de extraccién-sélido liquido
de este residuo. Este extracto de la invencién se puede almacenar a una temperatura de, por ejemplo, aunque sin
limitarnos, entre -20°C y -80°C hasta su posterior utilizacion.

En una realizacién preferida, el extracto de la invencién comprende:

a. entre 45 y 65 g/l de carbono orgdnico total, preferiblemente 55,7 g/1,

b. entre 0,2 y 0,5 g/l de P, preferiblemente 0,39 g/1,

c. entre 0,5 y 1 g/l de Ca, preferiblemente 0,87 g/l,

d. entre 6 y 8,5 g/l de K, preferiblemente 7,7 g/l,

e. entre 0,1 y 0,5 g/l de Mg, preferiblemente 0,22 g/l,

f. entre 0,03 y 0,05 g/l de Na, preferiblemente 0,043 g/1,

entre 0,05y 0,2 g/l de S, preferiblemente 0,16 g/1,
entre 0,006 y 0,01 g/1 de B, preferiblemente 0,0083 g/1,
i entre 0,0008 y 0,002 g/l de Cu, preferiblemente 0,0015 g/1,

J- entre 0,01 y 0,03 g/l de Fe, preferiblemente 0,025 g/1,



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2370 215 Al

k. entre 0,002 y 0,004 g/l de Mn, preferiblemente 0,0034 g/l y
1. entre 0,003 y 0,005 g/l de Zn, preferiblemente 0,0046 g/1,

y se encuentra a un pH de entre 4.5 y 6, preferiblemente de 5.3. No obstante, el extracto de la invencidn presenta
una composicién variable, en cuanto a elementos quimicos, proteinas, como por ejemplo, aunque sin limitarnos, enzi-
mas, etc., que vendra determinada por ciertos factores del procedimiento de la invencién, como por ejemplo, aunque
sin limitarnos, el tipo de solvente empleado, la composicién del material de partida, es decir, del alpeorujo seco y
extractado, etc.

El extracto de la invencién supone una fuente importante de nutrientes para el crecimiento de microorganismos,
preferiblemente de hongos, como demuestra el hecho de que al ser empleado como medio de cultivo permite la
obtencién de una abundante masa fingica. Por ello, otro aspecto de la invencién se refiere al uso del extracto de
la invencién para el cultivo de microorganismos. Los microorganismos que pueden ser cultivados en el extracto de
la invencién son, por ejemplo, aunque sin limitarnos, bacterias, hongos, levaduras, protozoos o algas, y en general,
cualquier microorganismo de interés biotecnologico, industrial o agricola, como por ejemplo, aunque sin limitarnos,
aquellos microorganismos capaces de producir antibidticos, antioxidantes, fitohormonas, hormonas, vitaminas, grasas
insaturadas o saturadas, proteinas, aminodcidos, compuestos fertilizantes o productos fitosanitarios. En una realizacién
preferida de este aspecto de la invencién, el microorganismo es un hongo. El término “hongo” se refiere a cualquier
microorganismo perteneciente al reino Fungi, ya sea filamentoso o levaduriforme, caracterizado por poseer, entre otros
componentes, una pared celular compuesta por quitina. Preferiblemente, los hongos que pueden ser cultivados en el
extracto de la invencién son hongos saprobios, mds preferiblemente, hongos saprobios productores de metabolitos
primarios y/o secundarios. Los “hongos saprobios” son todos aquellos hongos capaces de descomponer materiales
orgdnicos, vegetales o animales, para alimentarse.

En una realizacién mds preferida, el hongo pertenece a un género seleccionado de la lista que comprende: Fu-
sarium, Penicillium, Aspergillus, Talaromyces, Chaetomium, Wardomyces, Gliocladium, Paecilomyces, Trichoderma,
Pleurotus, Cladosporium, Mucor, Phanerochaete, Coriolopsis, Trametes, Pycnoporus, Phlebia, Fomes, Panus o Mor-
tierella. En una realizacion mds preferida, el hongo pertenece al género Trichoderma. Se entiende por “Trichoderma”
el género de hongos presente en los suelos, cuyas colonias son blancas cuando crecen en medio PDA (agar patata-
dextrosa) y presentan una estructura reproductora tipica en forma de botella, denominada phialide. Su temperatura
Optima de crecimiento se encuentra, preferiblemente, entre 20 y 28°C, aunque crece bien entre 6 y 32°C. El conte-
nido minimo de humedad para su crecimiento vegetativo es, preferiblemente, del 92% y para su esporulacién es de,
preferiblemente, entre el 93% y el 95%. Ejemplos de hongos pertenecientes a este género son, aunque sin limitar-
nos, T. harzianum, T. koningii, T. atroviride, T. viride, T. polysporum, T. hamatum, T. longibrachiatum, T. virens, T.
flavofuscum, T. stromaticum o T. reesei.

En una realizacién aun mas preferida, el hongo pertenece a la especie Trichoderma harzianum, la cual se puede
encontrar en diferentes materiales orgdnicos y suelos, produce toxinas y antibiéticos, comprende las cuatro formas
biolégicas Thl, Th2, Th3 y Th4 y se caracteriza porque en su estadio temprano el color del micelio es blanco y
eventualmente desarrolla un color verde oscuro después de la esporulacién. Las colonias de 7. harzianum crecen y
maduran rdpidamente, preferiblemente, a 25°C. Las especies de este género prefieren un pH 4cido de, preferible-
mente, entre 4.5 y 5, aunque son capaces de crecer a un pH de entre 2 y 9. El tamaifio de los conidiéforos es de,
preferiblemente, entre 62,5 y 69 um por entre 3 y 4,7 um. Los conidiéforos son de color verde, presentan diversas
ramificaciones perpendiculares, en algunos casos se observa la formacion de ramas laterales en grupos de dos a tres,
ubicadas en un dngulo amplio. El sistema de ramificacion tiene una apariencia piramidal. Las fidlides son largas y del-
gadas, solitarias a lo largo del eje, asimétricas, con un tamafio de, preferiblemente, entre 6,3 y 15,6 um por entre 2,7 y
3,4 ym.

En otra realizacion preferida, el hongo pertenece a la especie Trichoderma koningii, la cual se caracteriza porque
sus colonias inicialmente se ven como una superficie lisa, pero la formacién de esporas aéreas a través del tiempo per-
mite observarlas ligeramente algodonosas. El color de sus colonias cambia gradualmente de blanco a blanco verdoso
y finalmente se tornan a un color verde oscuro. No produce pigmentos en el medio de cultivo, por lo que el reverso de
la colonia es incoloro. Su temperatura de crecimiento oscila, preferiblemente, entre 20 y 25°C, con una temperatura
optima de 25°C. Su pH de crecimiento éptimo se encuentra, preferiblemente, entre 3.7 y 6. El contenido de humedad
que favorece su crecimiento se encuentra, preferiblemente, entre el 70% y el 80%. Sus clamidosporas son intercala-
res o terminales, cilindricas o globosas. Posee hifas hialinas septadas y ramificadas a ambos lados sin ser paralelas,
conidiéforos, fidlides y conidios aunque también pueden producir clamidosporas.

En otra realizacion preferida, el hongo pertenece a la especie Trichoderma viride, la cual se caracteriza por pre-
sentar colonias de color verde y unos conidiéforos hialinos ramificados, pero no en verticilos, que nacen en racimos
terminales de fidlides individuales o en grupo y presentan una forma globosa, subglobosa o eliptica. Este hongo es ca-
paz de crecer a temperaturas moderadas, preferiblemente de entre 15 y 25°C, y en presencia de un pH preferiblemente
cido.

A lo largo de la descripcion y las reivindicaciones la palabra “comprende” y sus variantes no pretenden excluir
otras caracteristicas técnicas, aditivos, componentes o pasos. Para los expertos en la materia, otros objetos, ventajas
y caracteristicas de la invencién se desprenderan en parte de la descripcion y en parte de la practica de la invencion.
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Los siguientes ejemplos se proporcionan a modo de ilustracién, y no se pretende que sean limitativos de la presente
invencion.

Ejemplos

A continuacion se ilustrard la invencién mediante unos ensayos realizados por los inventores, que ponen de ma-
nifiesto la efectividad del procedimiento de la invencién en la obtencion de un extracto liquido de alpeorujo seco
y extractado asi como del uso de éste en el cultivo de microorganismos, preferiblemente hongos. Estos ejemplos
especificos que se proporcionan sirven para ilustrar la naturaleza de la presente invencion y se incluyen solamente
con fines ilustrativos, por lo que no han de ser interpretados como limitaciones a la invencién que aqui se reivin-
dica. Por tanto, los ejemplos descritos mds adelante ilustran la invencién sin limitar el campo de aplicacién de la
misma.

Ejemplo 1
Procedimiento de obtencion de un extracto liquido de alpeorujo seco y extractado.
Se utilizé alpeorujo seco y extractado derivado de la tecnologia de extraccidn en dos fases del aceite de oliva de

las empresas oleicolas Colgra y Sierra Sur S.A. (Granada). El alpeorujo se autoclavé a 120°C durante 20 minutos y se
conservé en recipientes herméticos a 4°C hasta su uso.

Se realizo la extraccién sélido-liquido de alpeorujo seco y extractado mediante un extractor rotativo orbital con
agua, durante 8 horas en la proporcién 1:2 (peso:volumen). Transcurrido este tiempo la mezcla resultante se filtré a
través de una gasa, se centrifugd a 10.000 xg durante 10 minutos y el sobrenadante se filtré con papel de filtro. Poste-
riormente se concentrd, mediante rotavapor, el volumen de extracto liquido un 50%. El extracto liquido se almacen6 a
-20°C hasta su posterior utilizacion.

El extracto liquido obtenido por el procedimiento aqui descrito y empleado como medio de cultivo presentd la

siguiente composicion (tabla 1):

TABLA 1

Composicion del extracto liquido de alpeorujo seco y extractado

Composicioén Concentracidn (g/l)

Carbono organico total 55,7
P 0,39
Ca 0,87
K 7,7
Mg 0,22

Na 0,043
S 0,16

B 0,0083

Cu 0,0015

Fe 0,025

Mn 0,0034

Zn 0,0046
pH 5.3
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Ejemplo 2

Cultivo de hongos en el extracto liquido de alpeorujo seco y extractado

Se comprobd el crecimiento de hongos pertenecientes a los géneros: Fusarium, Penicillium, Aspergillus, Talaromy-
ces, Chaetomium, Wardomyces, Gliocladium, Paecilomyces, Trichoderma, Pleurotus, Cladosporium, Mucor, Phane-
rochaete, Coriolopsis, Trametes, Pycnoporus, Phlebia, Fomes, Panus'y Mortierella, en el medio de extracto liquido de
alpeorujo seco y extractado obtenido en el ejemplo anterior.

Ejemplo 2.1

Cultivo de Trichoderma harzianum (BAFC Cult. No LC-23) en el extracto liquido de alpeorujo seco y extractado

El hongo Trichoderma harzianum se cultivé en 2% de medio de cultivo agar-extracto de malta (MEA) (tabla 2) y
se incubd en estufa a 28°C, tras su crecimiento se almacend a 4°C hasta su uso.

TABLA 2
Composicion medio MEA (g/l)

Composicion Concentracion (g/l)
Extracto de malta 2
Peptona 2
Glucosa 20
Agar 15
pH 47

El hongo se cultivd, posteriormente, en matraces de 250 ml con 70 ml de los medios de cultivo siguientes:

1.
2.
3.
4,
5.

Extracto liquido de alpeorujo seco y extractado de la invencion,
Extracto liquido de alpeorujo sin concentrar,

Extracto de malta,

Medio caldo patata-dextrosa (Potato dextrose broth o PDB),

Medio Czapeck.

Tras la esterilizacion a 120°C durante 20 minutos, estos medios se inocularon con 2 cuadrados 0,5 x 0,5 cm de
medio MEA con el hongo, y se dejaron crecer durante 15 dias en agitacién en una cdmara de cultivo a 28°C.

La composicién de cada uno de los medios de cultivo fue la que se muestra a continuacién:

TABLA 3

Composicion del medio extracto de malta (g/1)

Composicion Concentracion (g/l)
Extracto de Malta 6
Maltosa 1,8




ES 2370 215 Al

Extracto de levadura 1,2
Glucosa 6
’ pH 47
10 TABLA 4

Composicion del medio caldo patata-dextrosa (g/l)

15 Composicion Concentracién (g/l)
Dextrosa 20,0
0 Patata, Infusion de 4.0
TABLA 5

25
Composicion del medio CZAPEK (g/l)

“ Composicion Concentracion (g/l)
NOsNa 2
CIK 0,59
3 SO4Mg.7H.0 0,59
SO4Fe.7H,0 0,01
“ PO4H,K 1
Sacarosa 30
pH 5
45
Transcurrido el periodo de incubacién, los medios se centrifugaron a 10.000 xg durante 10 minutos y se filtraron
con filtros estériles para recoger el micelio. El micelio del hongo se lavd y tras su secado a 100°C se determind el peso
30 seco. Se obtuvieron los siguientes gramos de masa seca (tabla 6):
TABLA 6
55 Gramos de masa seca de micelio fiingico de Trichoderma harzianum obtenidos
en cada medio de cultivo
0 Medio de cultivo Masa seca de micelio

fangico (g)

Medio extracto liquido de alpeorujo 1,437

65
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seco y extractado de la invencién

Medio extracto liquido de alpeorujo 0,452

seco y extractado sin concentrar

Medio extracto de malta 0,632

Medio PDB 0,943

Medio CZAPEK 0,204
Ejemplo 2.2

Cultivo de Trichoderma koningii (BAFC Cult. No B-51) en el extracto liquido de alpeorujo seco y extractado

Se utiliz6 el mismo medio de cultivo que en el ejemplo 2.1. y el inoculo de Trichoderma koningii se fabricé también

de manera similar.

El hongo se cultivd, posteriormente, en matraces de 250 ml con 70 ml de los medios de cultivo siguientes:

1. Extracto liquido de alpeorujo seco y extractado de la invencidn,

2. Extracto liquido de alpeorujo sin concentrar,

3. Extracto de malta,

4. Medio caldo patata-dextrosa (Potato dextrose broth o PDB),

5. Medio Czapeck.

El cultivo se realizé durante 15 dias en agitacion en una cdmara de cultivo a 28°C. Después de lavar y secar el
micelio del hongo de la misma forma que la descrita en el ejemplo 2.1. se determin el peso seco. Se obtuvieron los

siguientes gramos de masa seca (tabla 7):

TABLA 7

Gramos de masa seca de micelio fiingico de Trichoderma koningii obtenidos
en cada medio de cultivo

Medio de cultivo

Masa seca de micelio

fuingico (g)

Medio extracto liquido de alpeorujo 1,564
seco y extractado de la invencion

Medio extracto liquido de alpeorujo 0,421
seco y extractado sin concentrar

Medio extracto de malta 0,441
Medio PDB 0,924
Medio CZAPEK 0,410
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Ejemplo 2.3

Cultivo de Trichoderma viride (EEZ. No 12) en el extracto liquido de alpeorujo seco y extractado

Se utilizaron los mismos medios de cultivo y procedimientos que los descritos en los ejemplos 2.1. y 2.2. Se

obtuvieron los siguientes gramos de materia seca (tabla 8):

TABLA 8

Gramos de masa seca de micelio fiingico de Trichoderma viride obtenidos
en cada medio de cultivo

Medio de cultivo

Masa seca de micelio

fangico (g)

Medio extracto liquido de alpeorujo 1,569
seco y extractado de la invencién

Medio extracto liquido de alpeorujo 0,403
seco y extractado sin concentrar

Medio extracto de malta 0,466
Medio PDB 0,845
Medio CZAPEK 0,593

10
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REIVINDICACIONES

1. Procedimiento de obtencién de un extracto liquido de alpeorujo seco y extractado que comprende:

a. realizar una extraccién sélido-liquido de alpeorujo seco y extractado mediante una disolucion acuosa,
b. filtrar el extracto obtenido en el paso (a),

c. centrifugar el filtrado obtenido en el paso (b),

d. filtrar el sobrenadante obtenido en la centrifugacién del paso (¢), y

e. concentrar un 40-60% el filtrado obtenido en el paso (d).

2. Procedimiento segtin la reivindicacién 1 donde la extraccién s6lido-liquido del paso (a) se realiza mediante un
extractor rotativo orbital.

3. Procedimiento segtin cualquiera de las reivindicaciones 1 6 2 donde en la extraccién sélido-liquido del paso (a)
la proporcidn de alpeorujo seco y extractado y de disolucién acuosa es 1:2 peso:volumen.

4. Procedimiento segin cualquiera de las reivindicaciones 1 a 3 donde la disolucién acuosa del paso (a) es agua.

5. Procedimiento segun cualquiera de las reivindicaciones 1 a 4 donde la extraccién sélido-liquido del paso (a) se
realiza durante entre 6 y 10 horas.

6. Procedimiento segin cualquiera de las reivindicaciones 1 a 5 donde la filtracién del paso (b) se realiza a través
de una gasa.

7. Procedimiento seguin cualquiera de las reivindicaciones 1 a 6 donde la centrifugacién del paso (c) se realiza a
entre 8.000 y 12.000 xg.

8. Procedimiento segutin cualquiera de las reivindicaciones 1 a 7 donde la centrifugacién del paso (c) se realiza
durante entre 8 y 12 minutos.

9. Procedimiento segin cualquiera de las reivindicaciones 1 a 8 donde la filtracién del paso (d) se realiza a través
de un papel de filtro.

10. Procedimiento segtin cualquiera de las reivindicaciones 1 a 9 donde la concentracién del paso (e) se realiza
mediante un rotavapor.

11. Extracto liquido de alpeorujo seco y extractado obtenible mediante el procedimiento segiin cualquiera de las
reivindicaciones 1 a 10.

12. Uso del extracto liquido de alpeorujo seco y extractado segin la reivindicacién 11 para el cultivo de microor-
ganismos.

13. Uso del extracto liquido de alpeorujo seco y extractado segun la reivindicacién 12 donde el microorganismo es
un hongo.

14. Uso del extracto liquido de alpeorujo seco y extractado segun la reivindicaciéon 13 donde el hongo pertenece
a un género seleccionado de la lista que comprende: Fusarium, Penicillium, Aspergillus, Talaromyces, Chaetomium,
Wardomyces, Gliocladium, Paecilomyces, Trichoderma, Pleurotus, Cladosporium, Mucor, Phanerochaete, Coriolop-
sis, Trametes, Pycnoporus, Phlebia, Fomes, Panus o Mortierella.

15. Uso del extracto liquido de alpeorujo seco y extractado segun la reivindicacién 14 donde el hongo pertenece al
género Trichoderma.

16. Uso del extracto liquido de alpeorujo seco y extractado segin la reivindicacion 15 donde el hongo pertenece a
la especie Trichoderma harzianum.

17. Uso del extracto liquido de alpeorujo seco y extractado segun la reivindicacién 15 donde el hongo pertenece a
la especie Trichoderma koningii.

18. Uso del extracto liquido de alpeorujo seco y extractado segun la reivindicacién 15 donde el hongo pertenece a
la especie Trichoderma viride.

11
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OPINION ESCRITA

N° de solicitud: 201030719

Fecha de Realizacion de la Opinion Escrita: 12.07.2011

Declaraciéon

Novedad (Art. 6.1 LP 11/1986) Reivindicaciones 7-18 SI
Reivindicaciones 1-6 NO

Actividad inventiva (Art. 8.1 LP11/1986) Reivindicaciones SI
Reivindicaciones 1-18 NO

Se considera que la solicitud cumple con el requisito de aplicacion industrial. Este requisito fue evaluado durante la fase de
examen formal y técnico de la solicitud (Articulo 31.2 Ley 11/1986).

Base de la Opinién.-

La presente opinion se ha realizado sobre la base de la solicitud de patente tal y como se publica.

Consideraciones:

La presente solicitud tiene por objeto un procedimiento de obtencién de un extracto liquido de alpeorujo seco y
extractado que comprende (reivindicacion 1):

a) Realizar una extraccion soélido-liquido de alpeorujo seco y extractado mediante una disolucion acuosa.

b) Filtrar el extracto obtenido en a).

c) Centrifugar el filtrado obtenido en b).

d) Filtrar el sobrenadante obtenido en la centrifugacion, y

e) Concentrar un 40-60% el filtrado obtenido en d).

La extracciéon sélido-liquido de a) se realiza mediante un extractor rotativo orbital (reiv. 2) siendo la proporcion de
alpeorujo seco y extractado frente a la disolucion acuosa de 1:2 peso: volumen (reiv. 3), donde la disolucion acuosa es agua
(reiv. 4). La extraccion se realiza entre 6 y 10 horas (reiv. 5).

La filtracion de b) se hace a través de una gasa (reiv. 6) y la centrifugacion de c) entre 8.000 y 12.000 xg (reiv. 7),
durante 8 y 12 minutos (reiv. 8).

La filtracion del d) se realiza a través de un papel de filtro (reiv. 9) y la concentraciéon de e) mediante un rotavapor (reiv.
19).

También es objeto de proteccién un extracto liquido de alpeorujo seco y extractado obtenible mediante el procedimiento
de 1-10 (reiv. 11) y el uso del extracto liquido para el cultivo de microorganismos (reiv. 12), donde el microorganismo es un
hongo (reiv. 13), seleccionado de Fusarium, Penicillium, Aspergillum, Talaromyces, Trichoderma, etc. (reiv. 14).

El hongo pertenece al género Trichoderma, pudiendo ser de la especie Trichoderma harzianum, T. koningii o T. viride
(reivs. 15-18).
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OPINION ESCRITA

N° de solicitud: 201030719

1. Documentos considerados.-

A continuacién se relacionan los documentos pertenecientes al estado de la técnica tomados en consideraciéon para la
realizacién de esta opinion.

Documento NUmero Publicacién o Identificacion Fecha Publicacion

ARANDA, E. et al. Reduccién de la fitotoxicidad del extracto acuoso
D01 de alpeorujo en plantas de tomate mediante el uso de Fusarium lateritium. 16.11.2004
paginas 1-3. [en linea] [recuperado el 11.07.2011]

ARANDA, E. et al. OLI-09, Decrease of plant toxicity caused by

D02 water-soluble substances of olive mill dry residue using saprobe fungi. 24.04.2003
Paginas 1-4 [en linea] [Recuperado el 11.07.2011]

D03 SAMPEDRO QUESADA, M2 |. Disminucién de la fitotoxicidad del
alpeorujo seco y extractado por hongos saprobios y arbusculares. 2005

Universidad de Granada, Facultad de Ciencias, Tesis Doctoral, 2005.
[en linea] [recuperado el 11.07.2011]

Do4 SAMPEDRO, I. et al. Bioconversion of olive-mill dry residue by Fusarium
lateritium and subsequent impact on its phytotoxicity. 2005
Chemosphere, 2005. Vol. 60, paginas 1393-1400.

D05 ARANDA, E. et al. Reusing ethyl acetate and aqueous exhausted

fractions of dry olive mill residue by saprobe fungi. Chemosphere, 2007.
Vol. 66, paginas 67-74

2. Declaracion motivada segun los articulos 29.6 y 29.7 del Reglamento de ejecucién de la Ley 11/1986, de 20 de
marzo, de Patentes sobre la novedad y la actividad inventiva; citas y explicaciones en apoyo de esta declaracion

NOVEDAD
Los documentos citados D01 a D05 se refieren al tratamiento del alpeorujo, siendo el mas relevante el DO1. En efecto,

* D01 se refiere a la reduccion de la fitotoxicidad del extracto acuoso de alpeorujo en plantas de tomate mediante el uso de
Fusarium lateritium y divulga la extraccion acuosa del alpeorujo mediante agitacién orbital con una proporcion de alpeorujo
/agua 1:2 durante 8 horas. La suspension se pasa por una gasa obteniéndose una fase soélida (alpeorujo lavado) y una
liquida (extracto acuoso) que se puede concentrar hasta un 40% v/v (pagina 1, Metodologia del trabajo empleada, cuarto
parrafo), anticipando las caracteristicas técnicas de las reivindicaciones 1 - 6.

Por ello, a la vista del documento D01, se puede concluir que las reivindicaciones 1 - 6 carecen de novedad de acuerdo
al Articulo 6 LP 11/86.

ACTIVIDAD INVENTIVA

El objeto de obtener un extracto liquido de alpeorujo seco y extractado y su utilizacién para el cultivo de microorganismos
como los hongos resulta obvio para el experto en la técnica a la vista de los documentos D01 a D03.

* D01 afecta no solo a la novedad sino también a la actividad inventiva de las reivindicaciones afectadas pero, ademas, los
documentos D02 y D03 son relevantes para el estudio de la actividad inventiva de todas las reivindicaciones. Asi,

* D02 se refiere a la disminucion de la toxicidad de las plantas causada por sustancias solubles en agua de residuos de
alpeorujo (olive mill dry) usando hongos saprobios. El extracto acuoso de alpeorujo se obtuvo de un orbital agitando durante
8 horas con agua destilada en la proporcion 1:2, la suspension se filtré y se utilizé como medio de cultivo para hongos
(pagina 2, lineas 3-10). La concentracion llegd hasta el 15% (pagina 2) para el experto en la técnica seria evidente probar
con otras concentraciones. Ademas, a la vista del documento D03 que se refiere a la disminucién de la fitotoxicidad del
alpeorujo seco y extractado por hongos saprobios y arbusculares con extracto acuoso de alpeorujo seco y extractado
(paginas 75, 76, 107) en cuyo medio todo los hongos ensayados (pagina 48) fueron capaces de crecer en ausencia de
suplementos nutritivos externos (pagina 179).

A la vista del procedimiento de obtencidn de extracto acuoso de alpeorujo partiendo de alpeorujo seco y extractado,
filtrando y centrifugando divulgado en D02 como medio de cultivo de hongos divulgados en D03, para el experto en la
técnica no supondria ningun esfuerzo inventivo llegar a todas las condiciones del procedimiento y su uso en cultivo de los
microorganismos reivindicados en la solicitud en estudio.

Por ello, a la vista de los documentos D01 a D03, se puede concluir que las reivindicaciones 1 - 18 carecen de actividad
inventiva segun el Articulo 8 LP 11/86.
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