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DESCRIPCION
Bioproceso para la coproduccién de etanol y micoproteinas
Campo de la invencion

La presente invencion se refiere a la coproduccién y aislamiento de micoproteinas y etanol a partir de materia prima
de almidén hidrolizado (cereales).

Antecedentes de la invencion

Las explotaciones de ganado vacuno satisfacen la demanda, cada vez mayor, por parte de los consumidores de
carne y productos lacteos y utilizan aproximadamente 70% de la tierra agricola global total para pastos y produccion
de cultivos de piensos. Sin embargo, la creciente poblacion y los cambios en las preferencias de la dieta por mas
carne y productos lacteos aumentaran la demanda de tierra agricola global.

La biotecnologia ofrece bastante potencial para producir sustitutos de la carne de modo mas eficaz con un menor
impacto medioambiental. Un ejemplo notable es la micoproteina (Quorn) producida mediante fermentacion aerobia
del jarabe de glucosa. En la actualidad se comercializa como una alternativa vegetariana sana (relativamente cara).
Su coste relativamente elevado esta asociado con el uso de una materia prima refinada (jarabe de glucosa) y los
elevados costes fijos asociados con el coste de inversion en una fabrica de capacidad modesta dedicada en
exclusiva y los costes de energia asociados con la fermentacion aerobia.

El pienso del ganado vacuno esta formado en gran medida por cereales (maiz, trigo) que proporcionan la mayoria
de los carbohidratos, combinados con potenciadores de proteinas (la harina de soja es la fuente principal) para
potenciar el contenido en proteinas para una nutricion 6ptima. Aproximadamente 40% de los granos se usan como
pienso para ganado vacuno. El rendimiento agricola de la soja generalmente es significativamente menor que el de
los cereales.

La fermentacion a partir de materia prima de cereales convierte los carbohidratos y deja un residuo de granos secos
de destileria con solubles ("distiller dried grains with solubles", DDGS) concentrado en proteinas. Este se usa como
un componente de alto contenido en proteinas en los piensos para ganado vacuno, aunque su digeribilidad
relativamente baja limita su proporcién de mezcla.

La produccion de bioetanol global es mayor que 60 millones de tepa, siendo las 2 fuentes principales la fermentacion
de cereales (en concreto, el maiz de EE. UU. convierte aproximadamente 40% de su produccion) y el azucar de
cafa brasilefio. Los beneficios econdémicos (excluyendo los incentivos gubernamentales) y medioambientales del
bioetanol procedente de cereales (maiz/trigo) son marginales. Existen problemas politicos significativos asociados
con las presiones de alimentos frente a combustible sobre el uso de la tierra y la seguridad energética.

El documento US4447534 describe un proceso para producir etanol usando levaduras, en el que el control de las
condiciones de crecimiento puede aumentar el rendimiento de las levaduras y, por tanto, las proteinas unicelulares
derivadas de las levaduras.

Silva et al. (Waste Management, 31 (2011), 108-114) describen un método para utilizar el residuo de la produccién
de bebidas espirituosas y bioetanol para la produccién de proteinas por levaduras, tales como Saccharomyces
cerevisiae y Candida parapsilosis. La proteina unicelular procedente de las levaduras puede usarse como fuente de
proteina suplementaria para piensos animales.

El documento W02009/079183 describe un proceso para mejorar la calidad nutricional de un producto de desecho
de pienso agotado que permanece después de la fermentacion de granos para producir alcohol. El producto de
desecho agotado puede fermentarse con un microbio que es capaz de degradar la celulosa y/o la hemicelulosa para
producir uno 0 mas azucares y, a su vez, usar el azlcar o azucares para proliferar. Puesto que los microbios
contienen proteinas, su proliferacién actia para aumentar el contenido en proteinas del producto de desecho
agotado. Se describe una diversidad de microbios, que incluyen bacterias, levaduras y hongos, pero no se
proporciona ninguna indicacién sobre una proteina unicelular aislada del producto de desecho agotado.

Rasmussen et al., Bioresource Technology, 2014, vol. 151, pp. 284-290, describen un método en dos etapas para la
produccion de etanol mediante la utilizacion del maiz como materia prima de carbohidratos y para producir
micoproteinas con Rhizopus oligosporus.

Ferreira et al., Energies, 2014, vol. 7, pp. 3872-3885 presentan un estudio que implica a cuatro hongos de calidad
alimentaria, por ejemplo, Fusarium venenatum, para investigar, entre otras cuestiones, si pueden usarse los residuos
de destileria finos basados en trigo para producir biomasa y etanol.

Seria deseable proporcionar un sistema que pueda adaptarse a la produccién de micoproteinas y etanol aislados de
otro material, al mismo tiempo que, opcionalmente, pueda variar la cantidad de cada coproducto basandose en
requisitos deseados, tales como los problemas econémicos y/o socioeconémicos imperantes.
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Entre los objetivos de la presente invencion se encuentra proporcionar un método para la produccién, opcionalmente
la coproduccion, de micoproteinas y etanol aislados.

Sumario de la invencion

En un primer aspecto, se proporciona un método integrado para producir y aislar micoproteinas producidas por
Fusarium venenatum y etanol a partir de una materia prima de almidon hidrolizado, comprendiendo dicho método las
etapas de:

a) proporcionar un caldo fermentable acuoso que comprende una materia prima de almidén hidrolizado obtenido a
partir de uno o mas cereales;

b) fermentar al menos una porcién del caldo fermentable acuoso con Fusarium venenatum para obtener
micoproteinas producidas por Fusarium venenatumy un caldo parcialmente fermentado;

c) separar las micoproteinas producidas por Fusarium venenatum del caldo parcialmente fermentado;

d) fermentar al menos una porcién del caldo parcialmente fermentado, opcionalmente con una porcion del caldo
fermentable acuoso no fermentado, con uno o mas microorganismos para obtener etanol y un residuo de
fermentacién agotado; y

e) aislar el etanol a partir del residuo de fermentacién agotado.
La materia prima de carbohidrato puede ser una materia prima mixta o Unica.

Tal como se menciond anteriormente, los métodos de la presente invencion estan integrados y son controlables en
términos de la cantidad de micoproteinas o etanol que puede producirse. A través del control apropiado del sustrato
usado para obtener las micoproteinas o el etanol y las condiciones de crecimiento, en especial el contenido en
oxigeno, es posible variar, de una manera controlable, la cantidad de micoproteinas o etanol producida. Asi, por
ejemplo, dependiendo de los requisitos comerciales imperantes, es posible variar la proporciéon de micoproteinas a
etanol que se producen segln la invencion. Esto puede lograrse de modo manual, semiautomatico o totalmente
automatico. Por ejemplo, en un proceso automatico o semiautomatico, un usuario puede indicar o introducir en una
interfase programable por un usuario, por ejemplo, la proporcidon de micoproteinas a etanol deseada, y después el
sistema puede controlar el flujo de sustrato y las condiciones de crecimiento para lograr la proporcion de
micoproteinas a etanol requerida.

Se entiende que las micoproteinas, tal como se mencionan en la presente, son una forma de proteina unicelular
especificamente producida por Fusarium venenatum. La materia prima Unica puede comprender una pluralidad de
sustratos metabolizables, concretamente materiales de cereales. El presente método se diferencia de los sistemas
no integrados, que pueden requerir el suministro de materias primas distintas para un proceso de produccion de
micoproteinas y un proceso de produccion de etanol.

Las micoproteinas pueden obtenerse a través de una digestion aerobia de un material sustrato. El etanol puede
producirse a través de fermentacién anaerobia de un material sustrato. Puede existir un periodo inicial de digestion
aerobia para permitir el crecimiento del microorganismo o microorganismos que son capaces de generar etanol
durante la digestién anaerobia.

En una realizacion, el microorganismo o microorganismos para su uso en la produccion de micoproteinas y etanol
son diferentes. En esta realizacion, el microorganismo o microorganismos capaces de producir micoproteinas son
una especie de Fusarium, tal como Fusarium venenatum, y el microorganismo o microorganismos capaces de
producir etanol son una especie de Saccharomyces, tal como Saccharomyces cerevisiae. Los inventores han
observado que es posible que un Unico tipo de microorganismo pueda producir micoproteinas y después etanol. Asi,
en una realizacion, el método integrado de la invencién emplea un Unico tipo de microorganismo para producir
micoproteinas y etanol. Este Unico tipo de microorganismo es F. venenatum.

El caldo parcialmente fermentado puede derivarse de un caldo de fermentacién inicial que ha sufrido una
fermentacion inicial para producir micoproteinas. El caldo parcialmente fermentado puede fermentarse para producir
el segundo producto, concretamente etanol. En la presente invencion, inicialmente se producen micoproteinas,
seguidas de etanol.

Los métodos de la presente invencion pueden realizarse de una manera discontinua, continua o semicontinua.

El método puede comprender ademas la etapa de separar el residuo de la fermentacién agotado (también
denominado residuos de destileria) para obtener una fraccion de sélidos humedos y una fraccién soluble. La fraccion
soluble puede concentrarse, y el jarabe resultante puede combinarse con la fraccion de sélidos himedos, que puede
secarse para obtener un material conocido como granos secos de destileria con solubles (DDGS).

Generalmente, dichos uno 0 méas materiales de cereales pueden incluir trigo, maiz (maiz), cebada, arroz, sorgo, trigo
sarraceno, avena, centeno y similares. El cereal puede ser de calidad alimentaria o puede ser, de hecho, un material
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que ya no es adecuado para el consumo humano. En la presente invencion puede usarse uno de los ejemplos
mencionados anteriormente, o pueden emplearse mezclas que comprendan dos o mas tipos de cereales. La
presente invencion no pretende estar limitada por el tipo o tipos de cereales que puedan emplearse, y estos
simplemente pueden venir dictados por las consideraciones econémicas y/o geograficas imperantes y, por tanto, de
disponibilidad en el momento.

Dichos uno o mas materiales de cereales pueden someterse a un proceso de molienda, trituracién y/o cortado para
romper el material de cereal en fragmentos mas pequefios y también para potencialmente liberar algunas de las
proteinas, azucares y otros materiales que puedan estar presentes en el cereal. El material degradado puede
mezclarse con agua a una concentracién, por ejemplo, de 170-500 a 50 g/l, y el pH ajustarse segin sea necesario
para proporcionar el caldo de fermentacion.

Cualquier almidén que pueda estar presente en el caldo de fermentacién se somete a una hidrolizacién o
hidrolizaciéon parcial empleando una o mas de una gelatinizacién, licuefacciéon y/o sacarificacion. El almidon se
encuentra en la naturaleza como granulos insolubles no dispersables resistentes a la degradacion enzimatica. La
gelatinizacion es el hinchamiento del granulo de almidén en presencia de calor y agua. En este punto, el almidén o la
suspension espesa de cereales triturados se espesa considerablemente y seria dificil de procesar si no se
anadiesen alfa-amilasas para hidrolizar parcialmente el almidén para producir dextrinas. La disolucién que contiene
dextrinas en general es mucho mas fluida o licuada. La alfa-amilasa actia para reducir la viscosidad de la disolucién
y también para producir un sustrato con un tamafo molecular menor. Se desea una molécula de sustrato de tamaro
molecular menor para la accion eficaz de la glucoamilasa, que hidroliza las dextrinas para producir glucosa.

Pueden anadirse enzimas, tales como alfa-amilasa y glucoamilasa, para degradar o hidrolizar el almidén que esta
presente. La alfa-amilasa es una endoamilasa termoestable bacteriana. Hidroliza los enlaces a-1,4 en puntos
aleatorios en la molécula de almidén para reducir rapidamente la viscosidad de disoluciones de almidén
gelatinizadas. Esta enzima es una proteina que contiene iones metalicos y requiere una pequefia cantidad de iones
calcio durante su uso para una actividad y estabilidad maximas. La enzima no puede hidrolizar los enlaces a-1,6,
pero puede sortear estos puntos de ramificacion en la amilopectina. El producto de la reaccion son dextrinas
(cadenas cortas de glucosa), y pequenas cantidades de glucosa y maltosa.

La glucoamilasa, producida por hongos, es una exoamilasa. Hidroliza la maltosa y las dextrinas desde el extremo no
reductor de la molécula. La glucoamilasa hidroliza ambos enlaces a-1,4 y a-1,6 para degradar completamente las
dextrinas en glucosa. La enzima es 6ptimamente activa a pH 3,5-4,5. Generalmente, la alfa-amilasa puede anadirse
a una concentracién del 0,25-1,5% en p/p del material sélido, y la glucoamilasa puede afiadirse a una concentracién
del 0,25-3% en p/p del material sélido. Tras las digestiones enzimaticas, el caldo de fermentacion puede someterse
a un tratamiento de calor para destruir las enzimas y matar cualquier bacteria que pueda estar presente e interferir
con las posteriores etapas del proceso.

Sin embargo, la adicién de enzimas el ajuste del pH y el calentamiento y el enfriamiento que son necesarios afaden
muchos costes y, por tanto, pueden ser no deseables. Los inventores han observado que microorganismos, tales
como Fusarium venenatum (F. venenatum) puede someterse a fermentacién con una disolucién de almidon de
granos de cereales no hidrolizados. Puesto que la produccién de micoproteinas convencional en general requiere de
glucosa como fuente de carbono de partida, resultdé sorprendente que un material que no habia sido sometido a una
hidrolisis del almidén pueda utilizarse para fabricar micoproteinas. Esto puede conducir a unos ahorros
considerables en los costes cuando se realiza el presente proceso sin la necesidad de realizar las etapas de
licuefaccion y/o sacarificacion.

La produccién de micoproteinas se realiza usando F. venenatum para fermentar un material dentro del caldo
fermentable. Tal como se mencion6 anteriormente, la hidrélisis del almidon se realiza antes de llevar a cabo la
fermentacion. Puede suministrarse una fuente apropiada de nitrégeno y nutrientes, tales como sales de Vogel, para
una fermentacion de micoproteinas eficaz (aproximadamente 1 | de sales de Vogel suplementadas con 40 g de
glucosa). Estas pueden afadirse antes y/o durante la fermentacion.

Puede resultar deseable incluir un agente antiespumante durante la fermentacion para minimizar cualquier formacién
de espuma que pueda producirse debida, por ejemplo, a proteinas presentes en el caldo de fermentacion. Por
ejemplo, puede anadirse aceite de colza a una concentracion de hasta 1% (en v/v). No solo puede servir como
agente antiespumante, sino que el aceite de colza también puede usarse como fuente de carbono vy, por tanto,
puede fermentarse. Puede ser necesario afadir solo un agente antiespumante, tal como aceite de colza, al principio
de la fermentacién.

Siendo un proceso de fermentacion aerobia, la producciéon de micoproteinas requiere la adiccion de una fuente de
oxigeno, en forma de aire u oxigeno. Junto con el control de otras condiciones de la fermentacién, el grado de
aireacion influird en la conversion relativa de carbohidratos en micoproteinas y etanol, y puede usarse para influir en
la proporcion de conversion. El proceso integrado que produce ambos productos (micoproteinas y etanol) permite
unas condiciones de funcionamiento que no requieren la minimizacién del etanol (que seria un subproducto de
desecho en la fermentacién de micoproteinas convencional) durante la fermentacién de las micoproteinas. Las
condiciones que favorecen la produccion de micoproteinas/etanol pueden alterarse selectivamente en los modos de
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funcionamiento secuencial o en fases. De modo deseable, las condiciones de funcionamiento pueden programarse
en fases para corresponderse con la fermentacién aerobia a micoproteinas, que gasta mas energia, y el suministro
de energia puede cambiar para corresponderse con los ciclos de energia diarios de disponibilidad de energia
renovable.

Las fermentaciones de micoproteinas y/o etanol pueden realizarse como procesos discontinuos, semicontinuos o
continuos. Un proceso continuo puede ofrecer ventajas en la capacidad para mantener unas condiciones de control
de un estado constante éptimo y una interfase con los procesos de separacién continuos. Tras haber sido
completado, el caldo de fermentacion agotado y las micoproteinas pueden someterse a un tratamiento de calor para
retirar/destruir los acidos nucleicos, tales como como ARN, que puedan estar presentes. Después las micoproteinas
pueden separarse/aislarse del caldo de fermentacion agotado, tal como mediante centrifugacion o filtracion, por
ejemplo, y después secarse. El material de micoproteina secado después puede procesarse para proporcionar un
material de calidad alimentaria adecuado. Los licores de fermentacién de micoproteinas gastados (combinados con
un hidrolizado de almidén distinto y/o solidos de fibras/proteinas distintos) pueden fermentarse posteriormente para
la produccion de etanol. Puede usarse S. cerevisiae para fermentar el material y producir etanol. Un proceso tipico
se describe en Finn et al. (2006).

Tras haber realizado la fermentacion y haber producido etanol, es necesario separar/aislar el etanol del resto del
material que esta presente. Esto puede lograrse mediante un proceso de destilacién continuo, tal como se describe,
por ejemplo, en Cardona y Sanchez, 2007. Esto proporciona una elevada pureza del etanol, que puede purificarse
aun mas haciéndolo pasar a través de tamices moleculares, por ejemplo, para retirar el agua y concentrar aun mas
el etanol.

El material que no contiene etanol que se retira durante el proceso de destilacion incluye sélidos y un material
soluble que generalmente se denomina residuos de destileria. Estos sélidos y material soluble pueden separarse
mediante prensado o centrifugacién, por ejemplo, para proporcionar un material de sélidos himedos y un liquido. El
material de s6lidos hiumedos después puede secarse, y el liquido puede concentrarse para proporcionar un jarabe.
Los sélidos secados y el jarabe pueden usarse por separado 0 combinarse para proporcionar un material conocido
como granos secos de destileria con solubles (DDGS).

Puede observarse que la presente invencién proporciona un proceso que es capaz de convertir un material de
calidad/valor relativamente bajo en micoproteinas, que pueden usarse como fuente de alimento humano; etanol, que
puede utilizarse como biocombustible; y material agotado, tal como DDGS, que puede emplearse como pienso
animal.

Descripcion detallada

La presente invencién a continuacion se describird mas a fondo por medio de ejemplos no limitantes y remitiéndose
a las figuras que muestran:

La figura 1 muestra un diagrama de flujo esquematico de una configuracion tipica de un método existente para la
produccion de etanol; la figura 2 a la figura 8 muestran un diagrama de flujo esquematico de una serie de
configuraciones de ejemplos del método, por las cuales se coproducen micoproteinas y etanol a partir de una
materia prima de granos.

Figura 1 - Diagrama de flujo de una configuracion tipica de un método existente para la produccién de etanol.

Figura 2 - Diagrama de flujo de una configuracién integrada de un método de coproduccién para la producciéon de
micoproteinas y etanol usando dos microorganismos.

Figura 3 - Otro diagrama de flujo de una configuracion integrada de un método de coproduccion para la produccion
de micoproteinas y etanol usando dos microorganismos.

Figura 4 - Otro diagrama de flujo de una configuracion integrada de un método de coproduccion para la produccion
de micoproteinas y etanol usando dos microorganismos y diferentes materias primas.

Figura 5 - Diagrama de flujo de una posible configuracion integrada de un método de coproduccion para la
produccion de micoproteinas y etanol usando un Unico microorganismo (fermentacion aerobia, seguida de
fermentacion anaerobia).

Figura 6 - Diagrama de flujo de una configuracién integrada de un método de coproduccion para la produccién de
micoproteinas y etanol usando un Unico microorganismo (fermentacion anaerobia, seguida de fermentacion aerobia).

Figura 7 - Diagrama de flujo de una configuracién integrada de un método de coproduccion para la producciéon de
micoproteinas y etanol usando un Unico microorganismo.

Figura 8 - Diagrama de flujo de una configuracién integrada de un método de coproduccion para la produccion de
micoproteinas y etanol usando un Unico microorganismo (fermentacion anaerobia, seguida de fermentacion aerobia).
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Figura 9 - Comparacién del crecimiento de F. venenatum en medio de Vogel minimo (matraces 1-3) e hidrolizado de
trigo suplementado con sales de Vogel (matraces 4-6). Los matraces de agitacion se incubaron en un agitador orbital
a 30 °C y 150 rpm. El experimento se realiz6é por triplicado, asi como el calculo de la biomasa. Las muestras se
tomaron después de 72 h (experimento 1).

Figura 10 - Fermentacion discontinua de F. venenatum (Vw = 1,5 1) con hidrolizado de trigo suplementado con sales
de Vogel. Se muestra la tendencia de biomasa seca (e), glucosa (A) y etanol (x) a lo largo de la fermentacién
(experimento 1).

Figura 11 - Crecimiento de F. venenatum en 70g/I de hidrolizado que contiene harina sin enzimas (e), con 0,5% en
p/p de a-amilasa (A) y con 0,5% en p/p de a-amilasa y 1% en p/p de glucoamilasa (o) cultivado en matraces de
agitacion a 28 °C y 150 rpm en un agitador orbital. Las muestras se tomaron después de 24, 48 y 72 horas y se
analizaron por triplicado para el contenido en biomasa (experimento 1).

Figura 12 - Densidad optica (DO) y peso celular seco de matraces de agitacion de S. cerevisiae con MYPG e
hidrolizado de trigo suplementado con sales de Vogel. Los matraces se incubaron a 30 °C y 250 rpm, y todos
contenian glucosa 20 g/l como fuente de carbono. Se cultivaron y analizaron por triplicado (experimento 2).

Figura 13 - Fermentacion de etanol con S. cerevisiae usando MYPG e hidrolizado de trigo, respectivamente. Se
muestran las densidades Opticas a lo largo de la fermentacion. Se us6 MYPG en el fermentador 1 (e) y el
fermentador 2 (0), mientras que se empled hidrolizado de trigo suplementado con sales de Vogel en el fermentador 3
(o) y el fermentador 4 (A). La aireacion fue de 0,82 vvm entre 8-18 h, el resto 0 vvm. La temperatura se mantuvo
constante a 30 °C y el pH a 5,5 (experimento 2).

Figura 14 - Fermentacion de etanol con S. cerevisiae usando MYPG e hidrolizado de trigo, respectivamente. Se
muestra el aumento en la biomasa seca a lo largo de la fermentacién. Se usé MYPG en el fermentador 1 (e) y el
fermentador 2 (0), mientras que se empled hidrolizado de trigo suplementado con sales de Vogel en el fermentador 3
(o) y el fermentador 4 (A). La aireacion fue de 0,82 vvm entre 8-18 h, el resto 0 vwm. La temperatura se mantuvo
constante a 30 °C y el pH a 5,5 (experimento 2).

Figura 15 - Tendencia del peso celular seco ("dry cell weight", DCW) y la glucosa para la primera fermentacién del
proceso integrado con F. venenatum (experimento 3).

Figura 16 - Tendencias del peso celular seco (DCW), la glucosa y el etanol para la segunda parte del bioproceso
integrado con S. cerevisiae.

Figura 17 - Comparacién de las tendencias del peso celular seco de las fermentaciones de Fusarium venenatum con
la aplicacion de diferentes perfiles de aireacién (experimento 4).

Figura 18 - Produccion de etanol a lo largo de las fermentaciones de Fusarium venenatum con un suministro de
oxigeno variable (experimento 4).

Figura 19 - Tendencia de las concentraciones de glucosa a lo largo de las fermentaciones de Fusarium venenatum
con diferentes medios de fermentacion y diferente suministro de oxigeno (experimento 4).

Figura 20 - Perfil del oxigeno disuelto (OD, %) durante el transcurso de las fermentaciones de F. venenatum
(experimento 4).

Se emplea la siguiente clave para interpretar los diversos componentes y etapas que se realizan en los procesos
ejemplificados en las figuras 1-8:

La molienda del grano rompe fisicamente el grano para permitir la extraccion del almidén en un procesamiento
corriente abajo;

La licuefaccion es un proceso para extraer e hidrolizar el almidén a partir del grano para obtener carbohidratos
solubles en agua adecuados para el procesamiento fisico y la fermentacién. El grano se mezcla y se calienta con
agua, generalmente con el uso de enzimas. El proceso de calentamiento ademas esteriliza la disolucion para la
fermentacion;

La separacion de las proteinas sélidas y la fibra mediante decantacién, filtracién o centrifugacion se realiza para
proporcionar una disolucién de carbohidratos solubles adecuada para la fermentacién de micoproteinas. Esta etapa
no es necesaria en el biorrefinamiento del etanol convencional, puesto que el etanol, producto de la fermentacion,
puede destilarse de la suspension;

La fermentacién aerobia proporciona el crecimiento de fermentacién de las micoproteinas. Esta operacion puede

realizarse en modo discontinuo o continuo. Se introduce una fuente de nitrégeno (por ejemplo, amoniaco), nutrientes

y aire/oxigeno al fermentador con enfriamiento bajo condiciones controladas para favorecer el crecimiento de

micoproteinas. Las condiciones pueden controlarse para optimizar la selectividad/tasa de crecimiento de

micoproteinas o para lograr una proporcion preferida de micoproteinas a etanol mediante la manipulacion de las
6
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condiciones fisioldgicas a través de variables del proceso, tales como el flujo de sustrato o/y el nivel de oxigeno;

El tratamiento con calor y el aislamiento de la mezcla de fermentacién de micoproteinas proporciona un producto de
micoproteinas en masa solido secado y aislado (mediante filtracion o centrifugacién). El tratamiento con calor de la
mezcla se realiza para reducir el contenido en acidos nucleicos (ARN) del producto;

La fermentaciéon anaerobia se realiza para convertir los carbohidratos residuales en etanol. Esto puede llevarse a
cabo usando cualquiera o ambos de micoproteinas y levadura de cerveza convencional (por ejemplo, S. cerevisiae);

La destilacion se usa para separar el etanol de las mezclas de fermentacion;

El secado retira el agua residual del etanol destilado para cumplir con los requisitos del combustible de bioetanol.
Esto se realiza, de modo convencional, usando tamices moleculares;

El aislamiento de la proteina sélida/fibra del grano produce un producto con un alto contenido en proteinas que se
emplea generalmente como pienso para ganado vacuno. Cuando se aislan y se secan junto con el residuo
evaporado procedente de la destilacién que incorpora los componentes solubles de las mezclas de fermentacion, se
denomina convencionalmente granos secos de destileria con solubles (DDGS).

Tal como puede observarse a partir de los diversos procesos ejemplificados en -8, la presente invencién proporciona
una fase de separacion en la que materiales insolubles, tales como proteinas y fibra, se retiran para proporcionar
una disolucion que comprende carbohidratos solubilizados adecuados para la posterior fermentacion.

En los diversos métodos mostrados en las figuras 2-8, se proporciona un proceso integrado que puede producir
etanol y micoproteinas, asi como un material de desecho agotado, granos secos de destileria con solubles (DDGS),
que puede usarse como producto de pienso animal.

Seccion de ejemplos
Procedimientos experimentales
1.1 Microorganismos y condiciones de cultivo

El microorganismo usado en las fermentaciones de micoproteinas (y etanol) fue el hongo filamentoso F. venenatum
A3/5 (20334), adquirido en ATCC. Los cultivos maestros se produjeron inoculando cultivos liquidos que contenian
medio de Vogel minimo con glucosa 40 g/I procedente de placas con agar de dextrosa y patata ("potato dextrose
agar", PDA). Se incubaron durante 72 h a 150 rpm y 28 °C en un agitador orbital antes de anadir glicerol al 20% a
los cultivos y de conservarlos a -80 °C en crioviales. Ademas, las placas de PDA se cultivaron a 30 °C y 0% de COz2
en un incubador y después se conservaron a 4 °C.

Para la fermentacion de etanol también se usoé la levadura S. cerevisiae (suministrada desde la coleccion de cultivos
de Strathclyde Institute of Pharmacy and Biomedical Sciences). Se cultivé en medio MYPG con 1 | que contenia: 3 g
de extracto de malta, 3 g de extracto de levadura, 5 g de peptona y 10 g de glucosa, anadiéndose la glucosa
después de someter a autoclave para evitar la reaccion de Maillard. El pH se ajusté a 5,5 y se afadieron 15 g/l de
agar para solidificar el medio. Las placas se inocularon con un asa y se incubaron durante 24 h a 30 °C en un
incubador y después se conservaron a 4 °C. Se produjeron cultivos maestros inoculando un cultivo liquido e
incubandolo durante 24 h en un agitador orbital a 30 °C y 250 rpm antes de afnadir glicerol al 20% y conservar a -80
°C en crioviales.

1.2 Preparacion del in6culo

Se preparé el inéculo de F. venenatum inoculando un vial descongelado del banco de células a -80 °C en una parte
alicuota de 200 ml de medio de Vogel. El cultivo se incub6 a 30 °C durante un periodo de 24 horas. Se retiré una
parte alicuota de 50 ml de este cultivo (obteniéndose un inéculo al 10% en v/v) y se trasladé a un tubo de centrifuga.
Este se centrifugd a 8000 rpm durante un periodo de 10 minutos. El sobrenadante se retiré y se afadidé un volumen
igual de agua destilada estéril para resuspender el sedimento de F. venenatum. Esto después se centrifugd como
antes a 8000 rpm durante un periodo de 10 minutos. El sobrenadante de nuevo se retird y el sedimento de Fusarium
venenatum se resuspendié en una parte alicuota de 20 ml de medio de trigo estéril. Esta parte alicuota se usé para
inocular el biorreactor a través del puerto de septo para jeringa.

La preparacion del inéculo de S. cerevisiae siguidé una estrategia similar. Un vial del banco de células se descongeld
y se us6 para inocular un matraz de 200 ml que contenia medio MYPG. Cuando la densidad celular alcanzé unos
niveles suficientes (densidad optica de aproximadamente 1 Au), se centrifugd una parte alicuota de 50 ml del cultivo,
se lavo con agua destilada y se resuspendi6 en medio de trigo siguiendo el mismo procedimiento que se llevé a
cabo con el inéculo de F. venenatum.

1.3 Preparacién del medio

1.3.1 Medio definido
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El medio definido usado para la fermentacion y los matraces de agitacion se prepar6 segun Vogel (1956). La fuente
de carbono de sacarosa se sustituyé por glucosa y se usaron 40 g/l en lugar de 15 g/I.

1 litro de medio contenia: 2,17 g de citrato de trisodio, 5 g de dibifosfato de potasio, 2 g de nitrato de amonio, 0,2 g
de sulfate de magnesio heptahidrato, 0,1 g de cloruro de calcio dihidrato, 0,25 mg de biotina, y 5 ml de disolucién de
oligoelementos.

Para la disolucién de oligoelementos, se disolvieron los siguientes oligoelementos en 95 ml de agua destilada: 5 g de
acido citrico monohidrato, 5 g de sulfato de cinc heptahidrato, 1 g de sulfato ferroso de amonio hexahidrato, 0,25 g
de sulfato cuprico pentahidrato, 0,05 g de sulfato de manganeso monohidrato, 0,05 g de acido borico, y 0,05 g de
molibdato de sodio dihidrato.

1.3.2 Hidrolizado de trigo ("wheat hydrosylate", WH)

El grano de trigo se moli6 para producir un material de harina usando un molino analitico IKA. Esta harina se disolvio
en agua destilada calentada hasta 90 °C con una concentracion de harina final en la region de 70 g/l. Ya en
disolucién, el pH del sistema se ajusté a 7 antes de la adicion de la enzima a-amilasa a una carga del 1% en p/p de
la harina de trigo afadida. La disolucion se mantuvo a 90 °C y se agit6 durante un periodo de 1 hora. Después se
dej6 que la disolucion se enfriase mientras se agitaba hasta que se alcanz6 una temperatura en la regién de 50 °C.
Entonces se ajusté el pH de la disoluciéon a 4,6-4,8 usando acido clorhidrico 1 M. Después se afiadio la enzima
glucoamilasa de nuevo con una carga del 1% en p/p con relacién a la cantidad de harina de trigo anadida. Esta
disolucién después se incubd durante un periodo de 16 horas en un incubador en agitacién a 50 °C y 100 rpm.

El medio tratado con enzimas después se enfri6 hasta la temperatura ambiente, se trasladd a recipientes de
centrifuga y se centrifugd a 6.000 rpm durante un periodo de 10 minutos. El sobrenadante se hizo pasar a través de
un filtro de papel de 0,2 um usando un embudo Buchner, y el filirado se recogié para su uso en el proceso de
fermentacion. Después el filirado se sometié de nuevo a autoclave. El procedimiento de la hidrélisis del almidén se
realizé remitiéndose a Panagiotopoulos et al. (2009), Gadonna-Widehem et al. (2012) y las hojas de datos de
enzimas proporcionadas por Sigma.

1.4 Célculo de la biomasa

Se calcularon los niveles de biomasa de F. venenatum 'y S. cerevisiae para cada una de las muestras tomadas
durante las fermentaciones.

El célculo del peso de las células de F. venenatum se logré usando filtros de microfibras. Se numeré un filtro de
microfibras de vidrio y se registré la masa del filtro seco. El filiro se colocé en un embudo Buchner y se hizo pasar
una parte alicuota de 1 ml de la muestra de fermentacién a través del filtro. Este proceso se repitié por triplicado
para cada muestra. Después los filtros se colocaron en una placa Petri y se secaron en una estufa a 50 °C durante
un periodo de 24 horas. Los filtros después se volvieron a pesar y, si fue necesario, se secaron de nuevo hasta que
se observé una lectura estable. La biomasa se calcul6 restando el peso previamente registrado del filtro vacio.
Puesto que el proceso se realizé por triplicado, el valor indicado es el promedio de los tres pesos registrados.

Se realizé el calculo del peso celular seco de S. cerevisiae usando tubos de Eppendorf. Los tubos de Eppendorf se
secaron en un desecador y se registré el peso del tubo seco y vacio. Se pipeted una parte alicuota de 1 ml de la
muestra de fermentacién en el tubo y después se centrifugd a 6000 rpm durante un periodo de 10 minutos. El
sobrenadante se retird, y el sedimento celular se secd. El tubo se volvié a pesar hasta que se observé una lectura
estable, y la masa del tubo vacio se rest6 para producir la masa de las células presentes. Puesto que se utilizd una
parte alicuota de 1 ml de la muestra de fermentacion, el valor determinado en este caso se indica como el peso
celular seco en g/ml. Todas las muestras se volvieron a analizar por triplicado, siendo el valor indicado el promedio
de las tres repeticiones.

1.5 Cuantificacion de la glucosa

Se midié la concentracién de glucosa presente en cada muestra usando el analizador de bioquimica YSI. Las
muestras tempranas requirieron un factor de dilucién en la regiéon de x10 para poder aplicarse, para reducir las
concentraciones de glucosa a unos niveles que el analizador de bioquimica pueda cuantificar de modo reproducible.
Durante la fermentacion de Saccharomyces, las muestras tardias pueden analizarse directamente sin la necesidad
de realizar etapas de dilucion.

1.6 Cuantificacion del etanol

Se logré la cuantificacion del etanol en las muestras usando un método de cromatografia liquida de alta resolucién
("high performance liquid chromatography”, HPLC). La separacién se consigui6 usando una columna de
cromatografia de acidos organicos a REZEX ROA-H+ y una fase mdvil de acido sulfarico 0,005 N a un caudal de 1
ml/min. La deteccién se realizé mediante un detector del indice de refraccion.

1.7 Cultivo en matraces de agitacién
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Los cultivos en matraces de agitacion se realizaron en matraces cénicos de 500 ml o 100 ml que contenian 200 ml o
40 ml de medio (MYPG o hidrolizado de trigo con sales de Vogel). Los matraces se incubaron en un agitador vertical
ajustado a 150 rpm y 28 °C para los cultivos de F. venenatum, y a 30 °C y 250 rpm para los cultivos de S. cerevisiae.

1.8 Cultivo discontinuo en biorreactor
1.8.1 Cultivo discontinuo de F. venenatum

Las fermentaciones discontinuas de micoproteinas se realizaron en dos sistemas de fermentacién diferentes que se
describen a continuacién. La temperatura de fermentacion fue de 28 °C, y el pH se controlé hasta 6 con hidréxido de
sodio 2 M. La sonda de OD se calibr6 con nitrégeno sin oxigeno para el valor de Oz del 0%, y se realiz6 la
calibracion de la pendiente con aire comprimido. La calibracion de la sonda se realiz6 en las condiciones de
fermentacion. El in6culo, un cultivo en matraz de agitacién cultivado de 72 horas cultivado a 28 °C y 150 rpm en un
agitador vertical, constituyd 10% en v/v del volumen de fermentacion final. EI medio usado para la fermentacion fue
medio N (Vogel, 1956) o hidrolizado de trigo suplementado con sales de Vogel. En el caso de usar el hidrolizado de
trigo como medio de fermentacién, se emple6 aceite de colza como reactivo antiespumante cuando fue necesario.

1.8.1.1 Applikon

El recipiente de borosilicato de este sistema de fermentacion tiene un volumen total de 2 I, y las fermentaciones se
realizaron a un volumen de trabajo de 1,5 | con una proporcion de altura a diametro de 2:1. El fermentador esta
equipado con cuatro pantallas moéviles y dos impulsores Rushton de seis palas, alimentados por un motor
suspendido Applikon P100. La aireacion se realizd burbujeando aire filtrado a través de un burbujeador de anillo
colocado bajo el impulsor. El pH se midi6é con una sonda de pH Mettler Toledo y se empled una sonda de DO Mettler
Toledo para la determinacion del oxigeno disuelto. Se empled una camisa de calentamiento Applikon para calentar
el fermentador. El sistema también estaba equipado con una sonda de temperatura y un condensador para evitar la
evaporacién. Se utilizé una unidad Applikon Bio-Console ADI 1035 en combinacién con la unidad de control Applikon
Bio-Control ADI 1031 para controlar los parametros. La agitacién usada con este sistema de fermentacién fue de
600 rpm.

1.8.2 Fermentacién del etanol

La fermentacion del etanol se realizd en dos sistemas de fermentacion diferentes descritos a continuacion en detalle.
La agitacion usada fue de 500 rpm, y la temperatura se controlé a 30 °C. La calibracién de la sonda de pO: se
realiz6 en condiciones de fermentacion. El valor de Oz al 0% se ajusté aireando con nitrégeno sin oxigeno, y la
pendiente de la sonda se calibroé con aire comprimido. El pH se controlé con acido sulfarico 2 M y amoniaco al 25%
en v/v hasta un valor de 5,5. El caldo de fermentacién solo se aired con 0,82 vvm entre 8 y 18 horas del tiempo de
fermentacion. El inéculo, un cultivo en matraz de agitacion cultivado de 24 horas (30 °C, 250 rpm), constituyé 5% en
v/v del volumen de fermentacion final. Para controlar la formacién de espuma durante la fermentacién se anadié
PPG segun fue necesario.

1.8.2.1 Biostat C (C15-3) con DCU 3 (B. Braun Biotech)

El fermentador de acero inoxidable tiene un volumen total de 22 | y una pared doble que permite el calentamiento o
el enfriamiento del fermentador. Tiene una ventana de vision lateral y esta equipado con cuatro pantallas, asi como
tres impulsores Rushton de seis palas que estan por encima de un burbujeador de anillo. La sonda de pOz, asi como
la sonda de pH, son de Mettler Toledo. La proporcion de altura a diametro es de 3:1, con un didametro de 21 cm y
una altura de 57 cm. La unidad de DCU-3 permite controlar y seguir la fermentacién. El pH se control6 con la ayuda
de bombas de acidos y bases. Ademas, el sistema esta equipado con una bomba antiespumante que se empled
cuando fue necesario.

1.8.2.2 DASGIP (Eppendorf)

El sistema de fermentacién permite la realizacion de cuatro fermentaciones paralelas, que pueden ser controladas
independientemente. Los recipientes del fermentador, de fondo plano, tienen un diametro de 9 cm y una altura de 24
cm, que es igual a una proporcion de altura a diametro de 3:1. Los recipientes tienen un volumen de trabajo de 400-
1500 ml. EI motor suspendido agita los dos impulsores Rushton de seis palas. La aireacién se logra burbujeando
aire a través de un filtro estéril a través de un burbujeador L. El sistema esta totalmente equipado con una unidad
principal que calienta los recipientes, bombas de acidos y bases, unidades de deteccion del pH y pO2, detector de
temperatura, andlisis de los gases de emisién, y control de la agitacién.

Resultados
1.9 Medio de trigo

El medio de trigo utilizado para esta fermentacién se obtuvo siguiendo el procedimiento indicado (1.3). Esta
preparacion de medio concreta emplea el lote de trigo identificado como ‘RCS’ con una carga de 146 g de harina de
trigo disueltos en 2 | de agua destilada. En el proceso se utilizé una carga de enzimas de 1,46 g de a-amilasay 1,5 g
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de glucoamilasa.

Las concentraciones de glucosa mediadas usando el analizador bioquimico YSI en las diversas etapas en la
preparacion del medio se listan en la tabla 1.

Tabla 1 - Concentraciones de glucosa en diversas etapas durante el tratamiento enzimatico del medio de trigo

Etapa Glucosa 1 | Glucosa 2 | Glucosa 3 | Factor de | Promedio de
(g/1) (g/1) (g/) dilucion glucosa (g/l)
Preadicién de enzimas 0,045 0,046 0,047 Ninguno 0,046
Posterior a-amilasa 0,588 0,589 0,583 Ninguno 0,587
Preadicion de glucoamilasa 0,653 0,639 0,651 Ninguno 0,648
Posfiltracion 4,65 4,53 4,38 X10 45,20

Se realizaron los siguientes experimentos para apoyar la invencion.

Tabla 2 - Experimentos que apoyan la invencion

Experimento Objetivo

Experimento 1 Produccién de micoproteinas a partir de una materia prima de carbohidratos (hidrolizado de
trigo) empleando un Unico microorganismo.

Experimento 2 Produccién de etanol a partir de una materia prima de carbohidratos (hidrolizado de trigo)
empleando un Unico microorganismo.

Experimento 3 Produccién de micoproteinas y etanol mediante una fermentacién en 2 etapas con la conversion
parcial del carbohidrato en la primera etapa, y en la que las condiciones de funcionamiento se
controlan en favor de cada producto. Se usan dos microorganismos.

Experimento 4 Produccién de micoproteinas y etanol mediante una fermentacién en 2 etapas con la conversion
parcial de una materia prima de carbohidratos (hidrolizado de trigo) en la primera etapa, y en la
que las condiciones de funcionamiento se controlan en favor de cada producto (sin limitacién de
oxigeno, con limitacibn de oxigeno y con privacion de oxigeno). Se usa un Unico
microorganismo.

1.10 Experimento 1 (ejemplo comparativo)
1.10.1 Fines y objetivos

El objetivo de este experimento fue investigar la viabilidad de cultivar F. venenatum para la produccion de
micoproteinas usando una materia prima de carbohidratos (hidrolizado de trigo).

1.10.2 Condiciones experimentales

Se cultivaron cultivos en matraces de agitacién de F. venenatum inicialmente en hidrolizado de trigo y en glucosa
(ambos medios suplementados con sales de Vogel) para comparar el perfil de crecimiento en los dos medios
diferentes. Los matraces se montaron y se analizaron por triplicado. Se tomaron muestras después de 72 horas y se
analizaron para el contenido en biomasa y glucosa (9).

La configuracién de la fermentacion para la fermentacién de micoproteinas fue: aireacion con 1 slpm y ajuste de la
velocidad del agitador a 1000 rpm. La temperatura se mantuvo a 28 °C, el pH se ajust6 a 6, y el fermentador se
inoculd con un cultivo en matraz de agitacion de 72 h de 10% en v/v del volumen de fermentacién final. El
hidrolizado de trigo para la fermentaciéon se suplementé con sales de Vogel. Las primeras fermentaciones revelaron
el problema de una potente formacién de espuma al inicio de la fermentacion. Esto condujo a la acumulacion de
biomasa en la espuma y, en conclusion, solo se produjo crecimiento en la parte superior del caldo de fermentacién,
pero no en la disolucién. La formacion de espuma probablemente fue provocada por proteinas en el hidrolizado de
trigo, y como el medio de Vogel minimo usado en las fermentaciones previas no contenia proteinas, la formacion de
espuma no fue un problema en las fermentaciones discontinuas previas y, ademas, tampoco es un problema en los
procesos industriales que se emplean en la actualidad.
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Para solucionar este problema se emplea aceite de colza como reactivo antiespumante. Se eligid el aceite de colza
porque puede usarse en un producto de calidad alimentaria y seria una solucién econémica. También puede ser
utilizado como fuente de carbono por Fusarium, lo cual conduciria a mayores rendimientos, y puesto que la
formacion de espuma solo es un problema significativo al inicio del proceso, esta no sera un problema en momentos
posteriores.

Puesto que el uso del aceite de colza como reactivo antiespumante por si solo no pudo solucionar el problema de la
acumulacion del inéculo en la parte superior del nivel del liquido en el fermentador, se usé un perfil de agitaciéon y
aireacion. En detalle, esto significa que la agitacién y la aireacién aumentaron lentamente a lo largo de un tiempo de
1,5 horas. Las tasas de agitacion y aireacion usadas se muestran en la siguiente tabla.

Tabla 3 - Perfil de agitacién y aireacion de la fermentacion discontinua de F. venenatum con hidrolizado de trigo Se
muestran los momentos que los que los pardmetros aumentan.

Tiempo de fermentacion (h) Agitacién (rpm) Aireacion (I/min)
0 150 250
0,5 300 500
1 450 750
1,5 600 1000

1.10.3 Resultados

Con el uso de este perfil se realizd una fermentacién discontinua con éxito, que puede observarse en 10. La
biomasa maxima alcanzada en esta fermentacion fue de 8,97 g/, la cual, tomando en cuenta una concentracion de
glucosa de partida de 49,46 g/l, produce un rendimiento del 18,1%. Este rendimiento alcanzado solo es la mitad del
rendimiento que se alcanz6 en la fermentacién discontinua con medio de Vogel minimo. Esto es probablemente
debido a una fuerte limitacién de oxigeno al inicio de la fermentacién que restringe crucialmente el crecimiento. El
oxigeno disuelto disminuye répidamente al inicio de la fermentacién, puesto que la aireacion y la agitacion son muy
bajas al principio, lo cual resulta desventajoso para la transferencia de oxigeno hacia el caldo de fermentacién (los
datos no se muestran). Probablemente podria alcanzarse un rendimiento de micoproteinas mayor mejorando el
suministro de oxigeno, puesto que también se produjeron 9,98 g/l de etanol como subproducto durante la
fermentacion. No se esperaba la produccion de estos niveles elevados de etanol durante esta fermentacion, y se
realizardn mas experimentos para investigar el efecto de las condiciones de cultivo sobre la coproduccion de etanol
y micoproteinas por F. venenatum (seccion 1.13).

1.10.3.1 Crecimiento de F. venenatum en medio parcialmente hidrolizado (no se usan enzimas)

Debido a ciertas consideraciones acerca de la economia del proceso y los altos costes en la adquisicion de enzimas
hidrolizantes y los altos costes del proceso de hidrolisis debidos a las etapas de calentamiento/enfriamiento y las
adaptaciones del pH, se tomé en cuenta la utilizacion de harina de trigo, que solo se disolvié en agua, o trigo
parcialmente hidrolizados, realizando solo la etapa de licuefaccién. Para investigar la influencia de esto sobre el
crecimiento de la cepa de Fusarium, esta se cultivd en matraces de agitacién en diferentes hidrolizados
suplementados con sales de Vogel. Para este fin, se disolvieron 70 g/l de harina de trigo en agua a 90 °C y después
se realiz6 solo la etapa de licuefaccion con 0,5% en p/p de a-amilasa en una muestra, y en la otra muestra se
realizaron ambas etapas de licuefaccion y sacarificacién con el uso adicional de 1% en p/p de glucoamilasa. Una
tercera no contenia enzimas. Los tres medios se analizaron mediante HPLC y se usaron para experimentos en
matraces de agitacion.

El andlisis de HPLC de los diferentes hidrolizados demostré que solo el hidrolizado con ambas etapas de
licuefaccion y sacarificacién contenia glucosa, y 70 g/l de harina de trigo produjeron 48 g/l de glucosa. El
experimento se realiz6 por triplicado en matraces de agitacion de 500 ml que contenian 200 ml de medio
suplementado con sales de Vogel, y se tomaron muestras después de 24, 48 y 72 horas y se analizaron por
triplicado.

Los resultados de este experimento demuestran que F. venenatum puede crecer igualmente bien en un medio que
solo consiste en hidrolizado de trigo con sales de Vogel afadidas (11). Por tanto, se supone que emplea el almidén
en la disolucién como fuente de carbono. El crecimiento es ligeramente mas rapido en el medio totalmente
hidrolizado, lo cual probablemente sea provocado por la necesidad de produccién de amilasas en el Fusarium para
utilizar el almidén como fuente de energia. Los datos de HPLC (no se muestran) sugieren que incluso en el medio
sin enzimas, estan presentes disacaridos que pueden ser utilizados al inicio de la incubacién y que pueden ser la
razén de que no se observen diferencias en el crecimiento en las primeras 24 horas. Después de 72 horas, la
biomasa en todos los matraces era de aproximadamente 7 g/l de biomasa seca, sin diferencias notables.

11




10

15

20

25

30

35

40

ES 2811255713

1.11 Experimento 2 (ejemplo comparativo)
1.11.1 Fines y objetivos

Para demostrar que la integracion de los procesos de fermentacion de micoproteinas y la fermentacion de etanol es
posible, se realizaron experimentos preliminares para demostrar que S. cerevisiae crece en un hidrolizado de trigo
(seccion 1.10.3.1). La levadura también se cultivé en un filtrado de la fermentacion de micoproteinas para observar
si existe crecimiento y para determinar si F. venenatum produce alguna sustancia que inhiba el crecimiento de S.
cerevisiae (seccién 1.11.3.2).

1.11.2 Condiciones experimentales
1.11.3 Resultados
1.11.3.1 Crecimiento de S. cerevisiae en un hidrolizado de trigo

Se realizaron experimentos en matraces de agitacion. Para este fin, se llenaron matraces de agitacion de 100 ml con
40 ml de medio y se cultivaron durante 24 h a 250 rpm y 30 °C. Los matraces se cultivaron y se analizaron por
triplicado. Los resultados de la DO y la determinacion de la biomasa seca se muestran en 2.

Los resultados de este experimento demuestran que S. cerevisiae crece igualmente bien en el trigo hidrolizado que
habia sido suplementado con las sales de Vogel y, por tanto, es posible la integracion de los procesos. Puede
suponerse que el hidrolizado de trigo contiene proteinas y otros nutrientes que son fundamentales para el
crecimiento de S. cerevisiae, puesto que el medio que solo contenia glucosa y sales de Vogel no estimula el mismo
crecimiento.

1.11.3.2 Fermentacion discontinua de S. cerevisiae con un hidrolizado de trigo

Para demostrar que la integracién de los dos procesos de fermentacién es posible, se realizé una fermentacion de S.
cerevisiae con un hidrolizado de trigo. El sistema de fermentacion usado fue DASGIP (Eppendorf) que permite la
ejecucion de cuatro fermentaciones al mismo tiempo. Se realizaron dos fermentaciones con MYPG como control y
dos fermentaciones con hidrolizado de trigo (harina 35 g/l, a-amilasa al 0,5% en p/p, glucoamilasa al 1% en p/p)
suplementadas con sales de Vogel. El volumen de trabajo fue de 800 ml, y la fermentacion se llevé a cabo durante
24 horas, mientras que la aireacién a 0,82 vvm solo estuvo presente entre las 8 a 18 horas del tiempo de
fermentacion. El crecimiento de las levaduras se controld6 midiendo la densidad optica y la determinacién de la
biomasa seca.

Tanto la tendencia de la densidad éptica como la tendencia de la biomasa seca en las cuatro fermentaciones no
mostr6 unas diferencias notables a lo largo del desarrollo de la fermentacion, 2 y 3.

El analisis de HPLC de las muestras produjo los siguientes valores para las concentraciones iniciales de glucosa y
las concentraciones finales de etanol. Ademas, se calculé el rendimiento de la conversion de la glucosa a etanol. Los
rendimientos de las fermentaciones con hidrolizado de trigo fueron ligeramente mayores, pero, en general, la
tendencia de ambas fermentaciones fue similar.

Tabla 4 - Analisis de la concentracion de glucosa al inicio de la fermentacion de S. cerevisiae y concentracion
maxima de etanol. Se calcul6 el rendimiento de la conversién de la glucosa a etanol.

Fermentador Glucosa (g/l) Etanol (g/l) Rendimiento (%)
1 25,91 7,21 27,8
2 25,12 6,96 27,7
3 24,20 6,93 28,6
4 23,07 6,81 29,5

1.12 Experimento 3
1.12.1 Fines y objetivos

El objetivo de este experimento fue demostrar la viabilidad de un bioproceso integrado para la produccion de
micoproteinas (F. venenatum) y etanol (usando S. cerevisiae) empleando trigo de calidad alimentaria caducado
como medio de crecimiento. Experimentos previos llevados a cabo sugirieron que Fusarium y Saccharomyces
pueden cultivarse con éxito en un medio de trigo hidrolizado (secciéon 1.10 y 1.11). Este experimento se basa en
estos descubrimientos, e intenta cultivar Fusarium hasta un punto en que se obtiene una biomasa suficiente, al
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mismo tiempo que la glucosa sigue estando presente en el sistema para ser utilizada posteriormente por S.
cerevisiae.

1.12.2 Condiciones experimentales
1.12.2.1 Proceso de fermentacion
Las condiciones experimentales se detallan en la tabla 5.

Tabla 5 - Condiciones experimentales para el experimento 3.

Parametro Ajuste/Valor

Condiciones experimentales

Medio de crecimiento Trigo hidrolizado (a-amilasa y glucoamilasa)
Volumen del medio 500 ml

Control del pH Si

Acido Acido sulfarico 1 mol/l

Base Hidroxido de amonio 2 mol/l

Antiespumante Aceite de colza

Volumen de antiespumante 1ml

Parametros del proceso

Agitacion 300-900 rpm

Aireacion 0,5-0,75 Ipm (1-1,5 vvm)

Ajuste del pH 6,0

Ajuste del oxigeno disuelto 30%

En cascada Si (durante las primera 20, después sin cascada, 300 rpm, 0 vvm)

1.12.3 Toma de muestras y resultados

Se retiraron muestras del medio de cultivo inmediatamente después de la inoculaciéon y después en diversos
momentos a lo largo de la fermentacion.

Se calcularon las concentraciones de glucosa para cada una de las muestras recogidas usando el analizador de
bioquimica YSI (1.5), asi como los niveles de biomasa de cada organismo (1.4). Puesto que este andlisis se realizd
por triplicado, los valores indicados son el promedio de las tres repeticiones (5 y figura 16).

Se logré la cuantificacion del etanol en las muestras usando el método de HPLC (1.6), y los resultados también se
detallan en 6.

1.12.4 Andlisis

Este experimento demuestra la capacidad para integrar los dos procesos de fermentacion de interés. La primera
etapa demuestra la capacidad para cultivar F. venenatum hasta un nivel de biomasa en la regiéon de 10 g/I. Esta
biomasa después se recolecta, y el medio, que sigue conteniendo glucosa en la region de 20 g/l, se vuelve a
esterilizar. Después este medio se inocula con S. cerevisiae y posteriormente se logra el crecimiento de este
organismo. Después de un periodo de aproximadamente 16 horas, el cultivo se privd de oxigeno para estimular la
produccion de etanol. Se continué con la fermentacién hasta alcanzar un tiempo de fermentacion total de
aproximadamente cuarenta horas, y se tomaron muestras en diversos momentos para la cuantificacion del etanol
usando el método de HPLC desarrollado (1.6).

No se detectd etanol durante la fermentacién de Fusarium venenatum (los datos no se muestran). Después de la
inoculacion y del crecimiento inicial de S. cerevisiae, se detect6 etanol en las muestras (aproximadamente 5 g/l), 6.

Esto demuestra la viabilidad de la estrategia para integrar los dos bioprocesos: la ermentacion de Fusarium
13
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venenatum para la produccion de micoproteinas, seguida de la fermentacion de S. cerevisiae y la produccion de
etanol empleando trigo de calidad alimentaria caducado como medio de crecimiento. Debe realizarse la optimizacion
del proceso para producir los rendimientos maximos de micoproteinas y etanol a partir de las fermentaciones para
mejorar la eficacia global del proceso.

1.12.5 Conclusiones

Los resultados han demostrado que es posible la integracion de los dos bioprocesos para la produccién de los
productos deseados.

1.13 Experimento 4

Se realizé una serie de fermentaciones para intentar demostrar la viabilidad de un bioproceso para la produccion de
micoproteinas (como alimento) y etanol (como combustible) con Fusarium venenatum usando trigo de calidad
alimentaria caducado como medio de crecimiento.

1.13.1 Fines y objetivos

El objetivo de este experimento fue demostrar la viabilidad de un bioproceso que emplea Fusarium venenatum para
la produccién de micoproteinas y etanol usando trigo de calidad alimentaria hidrolizado como sustrato.

Experimentos realizados previamente sugirieron que Fusarium venenatum produce biomasa o etanol dependiendo
del perfil de aireacion usado. Para este fin, se emplearon tres perfiles de aireacién diferentes para determinar las
diferencias en la produccion de biomasa y etanol. Se utiliz6 una fermentacion control con medio de Vogel definido
(VM) y se aired a lo largo de toda la fermentacién.

En las primeras 20 horas de tiempo de fermentacion, las cuatro fermentaciones se airearon con la misma cascada
sin limitacion de oxigeno. Después de 20 horas, las fermentaciones uno (VM1) y dos (WH2) siguieron aireandose,
mientras que en la fermentacién tres (WH3) se limitd el oxigeno ajustando la aireacién a 0,1 vvm después de 20
horas de fermentacion. En la fermentacién cuatro (WH4) la aireacién se apago, lo cual condujo a una privacion de
oxigeno. Las condiciones aplicadas se muestran en la tabla 6.

Tabla 6 - Resumen de cada condicion de fermentacién usada para investigar la influencia de la limitacién de oxigeno

Fermentacion Medio Aireacion 1-20 h Aireacion 20-95 h | Limitacion de oxigeno
1 VM1 1-3 vvm (DO 30%) 1-3 vvm (DO 30%) sin limitacion
2 WH2 1-3 vvm (DO 30%) 1-3 vvm (DO 30%) sin limitacién
3 WH3 1-3 vvm (DO 30%) 0,1 vwm limitacién
4 WH4 1-3 vvm (DO 30%) 0 vvm privacion

1.13.2 Condiciones experimentales
El hidrolizado de trigo que se us6 en las fermentaciones dos, tres y cuatro se prepar6 segun 1.3.
1.13.3 Toma de muestras y resultados

Se tomaron muestras del medio de cultivo antes de la inoculaciéon e inmediatamente después de la inoculacién. Las
muestras se tomaron dos veces diarias a lo largo de la fermentacién. Se registraron los detalles de las muestras, el
momento de tomarlas y los diversos parametros del proceso controlados.

Se calcularon las concentraciones de glucosa para cada una de las muestras recogidas usando el analizador de
bioquimica YSI (1.5), asi como los niveles de biomasa de cada organismo (1.4). Puesto que este andlisis se realizd
por triplicado, los valores indicados son el promedio de las tres repeticiones. se logré la cuantificacion del etanol en
las muestras usando el método de HPLC descrito en 1.6.

1.13.3.1 Fermentacion 1

La fermentacion uno se realizé sin limitacion de oxigeno para Fusarium venenatum. Esta fermentacion se usé como
control, y por ello se empled el medio de Vogel con glucosa como fuente de carbono como medio de fermentacién,
en lugar del hidrolizado de trigo. El objetivo de esto fue comparar el crecimiento entre los diferentes medios y
determinar las posibles diferencias. Se espera conseguir mas biomasa en las fermentaciones sin limitaciones de
oxigeno y no detectar cantidades considerables de etanol.

1.13.3.1.1 Condiciones experimentales
14
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fermentacion actia como control y se compara con la fermentacion dos.

Tabla 7 - Condiciones experimentales para la fermentacion uno

Parametro

Ajuste/Valor

Condiciones experimentales

Medio de crecimiento

Medio de Vogel con glucosa 45 g/

Volumen del medio

800 ml

Control del pH

Si

Acido

Acido sulflrico 2 mol/l

Base

Disolucién de amoniaco al 25% en v/v

Antiespumante

Aceite de colza

Volumen de antiespumante

1 ml (y segun fue necesario)

Parametros del proceso

Fase 1 (0-20 h)

Fase 2 (20-95 h)

Agitacion 300-1200 rpm 300-1200 rpm
Aireacion 0,8-2,4 slpm (1-3 vvm) 0,8-2,4 slpm (1-3 vvm)
Ajuste del pH 6 6

Ajuste del oxigeno disuelto 30% 30%

En cascada Si Si

1.13.3.1.2 Resultados

En la fermentacion uno, la mayor parte de la biomasa se produjo en las primeras 20 horas de la fermentacion,
cuando alcanzé niveles de 22 g/l de biomasa seca. EI maximo de biomasa seca se alcanz6 al final de la
fermentacion después de 96 horas, cuando estaban presentes 25 g/l de biomasa seca. No se detectd etanol a lo
largo de la fermentacion. Después de 20 horas, solo estaban disponibles 0,4 g/l de glucosa de los 43,5 g/l iniciales
para Fusarium. Las tendencias de los niveles de biomasa seca, etanol y glucosa pueden observarse en 7, 8y 9.

1.13.3.1.3 Conclusiones

Tal como se esperaba, no se produjo etanol en esta fermentacién, mientras que se obtuvo una gran cantidad de
biomasa de 25 g/l. La produccién de biomasa probablemente puede aumentar introduciendo sustrato en el
fermentador y recolectando la biomasa. A medida que aumenta la biomasa puede observarse una mayor viscosidad
que impide el mezclado y la transferencia de oxigeno. Por tanto, la recoleccién de la biomasa puede ser beneficiosa
para la produccion de biomasa.

1.13.3.2 Fermentacion 2

El sustrato usado en la fermentacion dos fue hidrolizado de trigo suplementado con sales de Vogel, que también se
uso6 en la fermentacién tres (1.13.3.3) y cuatro (1.13.3.4). A lo largo de la fermentacién no se limité el oxigeno. Esta
fermentacion se comparé con la fermentacion uno para obtener conclusiones acerca de las diferencias en el
rendimiento entre los medios usados. Se esperaba obtener resultados mas parecidos de esta fermentacion,
comparada con la fermentacion uno con medio de Vogel.

1.13.3.2.1 Proceso de fermentacion

En la fermentacién dos se usd hidrolizado de trigo como medio de fermentacién. El punto fijado para el oxigeno
disuelto se ajusto a 30%. Las demas condiciones experimentales se detallan en la tabla 8.

Tabla 8 - Condiciones experimentales para la fermentacién dos
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Parametro

Ajuste/Valor

Condiciones experimentales

Medio de crecimiento

Hidrolizado de trigo con sales de Vogel

Volumen del medio

800 ml

Control del pH

Si

Acido

Acido sulflrico 2 mol/l

Base

Disolucién de amoniaco al 25% en v/v

Antiespumante

Aceite de colza

Volumen de antiespumante

1 ml (y segun fue necesario)

Parametros del proceso

Fase 1 (0-20 h)

Fase 2 (20-95 h)

Agitacion 300-1200 rpm 300-1200 rpm
Aireacion 0,8-2,4 slpm (1-3 vvm) 0,8-2,4 slpm (1-3 vvm)
Ajuste del pH 6 6

Ajuste del oxigeno disuelto 30% 30%

En cascada Si Si

1.13.3.2.2 Resultados

Las tendencias de la biomasa seca, el etanol y la glucosa de la fermentacion con hidrolizado de trigo y sin limitacién
de oxigeno se muestran en 7, 8 y 9. Se alcanzé la maxima concentracion de biomasa seca de 21 g/l después de 44
horas, aunque los niveles de glucosa alcanzaron 0,13 g/| después de 27 horas. El etanol solo estaba presente
después de 20 horas, pero probablemente se usé como fuente de carbono después y no pudo detectarse etanol en
el desarrollo posterior de la fermentacion.

1.13.8.2.3 Conclusiones

La fermentacion produjo aproximadamente los mismos niveles de biomasa que la primera fermentacién. Los niveles
de glucosa iniciales fueron menores, lo cual explica la diferencia en los niveles de biomasa alcanzados. Ademas, no
se detectd etanol a lo largo de la fermentacién, con la excepcién de la muestra de 20 horas.

1.13.3.3 Fermentacioén 3

En la fermentacién tres se investigd el efecto de la limitacion de oxigeno sobre la producciéon de etanol. Los
resultados se compararon con las fermentaciones previas, en particular con la fermentacién con condiciones de
privacion de oxigeno (fermentacion cuatro). Esto deberia aumentar el conocimiento sobre la influencia de la
presencia de oxigeno en la produccién de etanol.

1.13.83.3.1 Condiciones experimentales

Las condiciones experimentales se detallan en la tabla 9. Se us6 un hidrolizado de trigo suplementado con sales de
Vogel como medio de fermentacién y, después de una fase de 20 horas sin limitacién de oxigeno, la aireacion se
ajustd a 0,1 vvm para obtener condiciones limitadoras de oxigeno.

Tabla 9 - Condiciones experimentales para la fermentacion tres

Parametro Ajuste/Valor

Condiciones experimentales

Medio de crecimiento Hidrolizado de trigo con sales de Vogel
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Volumen del medio 800 ml

Control del pH Si

Acido Acido sulfarico 1 M

Base Disolucién de amoniaco al 25% en v/v
Antiespumante Aceite de colza

Volumen de antiespumante 1 ml (y segun fue necesario)

Parametros del proceso

Fase 1 (0-20 h) Fase 2 (20-95 h)
Agitacion 300-1200 rpm 300 rpm
Aireacion 0,8-2,4 slpm (1-3 vvm) 0,08 slpm (0,1 vvm)
Ajuste del pH 6 6
Ajuste del oxigeno disuelto 30% Sin ajuste
En cascada Si No

1.13.3.3.2 Resultados

En la fermentacion tres, la concentracion inicial de glucosa fue de 34,5 g/l, y la glucosa se depurd del medio de
fermentacion después de 27 horas. La biomasa producida fue mucho menor que en las fermentaciones sin limitacion
de oxigeno (fermentacién 1 y 2), detectandose un valor maximo de 11 g/l después de 75 horas de tiempo de
fermentacion. La produccion de etanol alcanz6 su valor maximo de 4,8 g/l después de 44 horas. Las tendencias para
el sustrato y los productos a lo largo de la fermentacién pueden observarse en 7, 8 y 9.

1.13.3.3.3 Conclusiones

En la fermentacion tres (bajo condiciones limitadoras de oxigeno) se produjo la mayor cantidad de etanol durante las
primeras 24 h bajo condiciones limitadoras de oxigeno. Durante las etapas posteriores de la fermentacion, la
concentracién de etanol disminuyd, lo cual sugiere que estd siendo utilizado como fuente de carbono por el
organismo.

1.13.83.4 Fermentacion 4

En la fermentacion cuatro se estudio la cantidad de privacion de oxigeno al organismo después de una fase de
crecimiento inicial de 20 horas que afectaria la cantidad de etanol producida. Se espera conseguir unos niveles mas
bajos de biomasa durante la fase de limitacién de oxigeno, pero un aumento considerable en la producciéon de
etanol.

1.13.8.4.1 Condiciones experimentales

Las condiciones experimentales empleadas para la fermentacion cuatro se detallan en la tabla 10. Se us6 un
hidrolizado de trigo como medio de fermentacién y, después de 20 horas sin limitacion de oxigeno, la aireacion se
ajustd a 0 vvm para privar de oxigeno a Fusarium.

Tabla 10 — Condiciones experimentales para la fermentacién cuatro

Parametro Ajuste/Valor

Condiciones experimentales

Medio de crecimiento Hidrolizado de trigo con sales de Vogel
Volumen del medio 800 ml

Control del pH Si

Acido Acido sulfarico 1 M
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Base Hidréxido de amonio 2 M
Antiespumante Aceite de colza
Volumen de antiespumante 1 ml (y segun fue necesario)

Parametros del proceso

Fase 1 (0-20 h) Fase 2 (20-95 h)
Agitacion 300-1200 rpm 300 rpm
Aireacion 0,8-2,4 slpm (1-3 vvm) 0 slpm (0 vvm)
Ajuste del pH 6 6
Ajuste del oxigeno disuelto 30% Sin ajuste
En cascada Si No

1.13.3.4.2 Resultados

Se tomaron muestras a intervalos regulares a lo largo del proceso de fermentacién. La fermentacion cuatro presento
una concentracion inicial de glucosa de 32,5 g/l y esta fue depurada después de 27 horas. La biomasa seca también
alcanz6 un maximo después de 27 horas (10 g/l). Las concentraciones de etanol fueron maximas al final de la
fermentacion y alcanzaron 11,7 g/l. El cambio detallado de los pardmetros determinados se muestraen 7, 8y 9.

1.13.83.4.3 Conclusiones

Los resultados de esta fermentacion sugieren que la privacién de oxigeno resulta ventajosa para la produccion de
etanol. Después de cambiar a detener la aireacion, la biomasa no aumentd mas, sino que disminuyd hasta el final de
la fermentacién. Aunque la concentracion de biomasa disminuyé, el etanol continu6 aumentando durante la fase de
privacion de las fermentaciones y alcanzé sus niveles maximos al final del proceso. La glucosa se depurd después
de 27 horas, y es posible que se emplearan otros oligosacaridos presentes en el hidrolizado de trigo para la
produccion de etanol.

1.13.3.5 Conclusiones del experimento 4

Para comprender el efecto de los diferentes perfiles de aireacion sobre la produccién de biomasa y etanol, se
compararon los parametros del proceso de las fermentaciones. En 7 puede observarse que es muy evidente que las
fermentaciones con limitacion y privacion de oxigeno producen significativamente menos biomasa seca que las
fermentaciones sin limitaciones de oxigeno. Sin embargo, durante la fase aireada de las fermentaciones de
hidrolizado de trigo (primeras 20 h), la tasa de crecimiento es aproximadamente la misma (0,34 g/l.h), lo cual
demuestra la reproducibilidad del proceso.

Ademas, se investigé la produccién del segundo producto, etanol, en las diferentes fermentaciones. En estas
fermentaciones se observd que la privacion de oxigeno conduce a una produccién de etanol significativamente
mayor (8), lo cual es significativamente diferente de los niveles de etanol alcanzados en las otras fermentaciones.
Después de 20 horas, todas las fermentaciones realizadas con hidrolizado de trigo (fermentaciones 2-4) mostraron
la misma cantidad de etanol, que es diferente de la fermentacion realizada con medio de Vogel (fermentacion 1).
Solo la fermentacion con privacion de oxigeno mostré etanol en el medio de fermentacién al final de la fermentacion.

En 8 se muestran las concentraciones de glucosa frente al desarrollo de la fermentacion. Las concentraciones de
glucosa de partida en el hidrolizado de trigo fueron ligeramente menores que en el medio de Vogel, aunque la tasa
de consumo en todas las fermentaciones fue de aproximadamente 0,40 g/I*h. Se calcularon los rendimientos de
biomasa y de etanol durante la fase aireada (tabla 11) y durante todo el tiempo del proceso (tabla 12) para obtener
una mejor comparacion de las fermentaciones.

Tabla 11 - Rendimientos del proceso durante la fase aireada de la fermentacion (primeras 20 h) para la conversion
de glucosa en biomasa y etanol, asi como la productividad de biomasa y etanol

Fermentacion Yocwiaic (%) Yetonsaic (%) Pocw (gocw/I*h) PetoH (geton/I*h)
VM1 44,69 0,00 0,96 0,00
WH2 28,89 10,55 0,39 0,14
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WH3

22,98

20,68

0,30

0,27

WH4

25,49

19,59

0,34

0,26

Abreviaturas: VM1: medio de Vogel, sin limitacién de oxigeno; WH2: hidrolizado de trigo, sin limitacién de oxigeno,
WHS3: hidrolizado de trigo, con limitacién de oxigeno; WHA4: hidrolizado de trigo, con privacion de oxigeno. Ybocwcic:
rendimiento de la biomasa a glucosa, Yewonaic: rendimiento del etanol a glucosa, Pocw: productividad de la biomasa,
Peton: productividad del etanol

Tal como se esperaba, durante la fase aireada, la fermentacion uno (VM1) mostr6é una mayor conversién de biomasa
a glucosa que las fermentaciones que emplean hidrolizado de trigo (fermentaciones dos-cuatro). La productividad de
la biomasa también fue mayor en un factor de 3 en el medio de Vogel (fermentacion uno, VM1), lo cual indica que la
glucosa se convierte con mas eficacia en biomasa en el medio definido (VM). Sin embargo, la produccién de etanol
se ve favorecida en el medio de hidrolizado de trigo (fermentaciones dos-cuatro), incluso durante esta fase del
proceso.

En la tabla 12 puede observarse que, aunque los niveles de biomasa durante la fermentacién dos fueron menores
que en la fermentacién uno, el rendimiento global de la conversion de glucosa en biomasa es similar
(aproximadamente 50%). Ademas, la mayor conversion de glucosa en etanol y la mayor productividad de etanol se
producen bajo condiciones de privacion de oxigeno (WH4). Esto significa que estas condiciones favorecen la
produccion de etanol comparada con la produccion de biomasa (mayor bajo condiciones sin limitacién de oxigeno).

Tabla 12 - Rendimientos totales de proceso para la conversion de la glucosa en biomasa y etanol, asi como la
productividad de biomasa y etanol (tiempo global del proceso de 96 h).

Fermentacion Yocwiaic (%) Yetonsaic (%) Pocw (gocw/I*h) PetoH (geton/I*h)
VM1 50,47 0,00 0,16 0,00
WH2 49,34 0,00 0,23 0,00
WH3 21,92 16,57 0,08 0,06
WH4 11,33 36,16 0,04 0,12

Abreviaturas: VM1: medio de Vogel, sin limitacién de oxigeno; WH2: hidrolizado de trigo, sin limitacién de oxigeno,
WHa3: hidrolizado de trigo, con limitacién de oxigeno; WH4: hidrolizado de trigo, con privacion de oxigeno. Ybcwiaic:
rendimiento de la biomasa a glucosa, Yewonaic: rendimiento del etanol a glucosa, Pocw: productividad de la biomasa,
Peton: productividad del etanol

Ademas de controlar las concentraciones de sustrato y producto, también se controlaron otros parametros del
proceso. Se muestra la concentracion de oxigeno disuelto que proporciona informaciéon acerca de los niveles de
oxigeno en el medio de fermentacion. A las fermentaciones tres y cuatro se les limité el oxigeno después de 20
horas, cuando se disminuyé la aireacion.

1.13.3.6 Conclusiones

Los resultados mostrados en este informe demuestran que la hipétesis de producir biomasa, asi como etanol, con
Fusarium venenatum a partir de un hidrolizado de trigo de calidad alimentaria es factible. Ademas, también
demuestran por primera vez que el control del proceso (concretamente, la manipulacion de las condiciones de
aireacion) favorece la produccién de biomasa (sin condiciones de limitacién de oxigeno) o la produccién de etanol
(condiciones de privacion de oxigeno). La optimizacion del proceso puede realizarse de tal forma que la aireacion
esté presente durante un tiempo suficiente para obtener una suficiente concentracion de biomasa, antes de que el
organismo pueda privarse de oxigeno y, por tanto, pueda comenzar la fermentacion del etanol.

Un proceso con condiciones de privacion de oxigeno parece preferible para un alto rendimiento de etanol. Incluso
con unos niveles de biomasa muy bajos puede producirse una cantidad sustancial de etanol (y es favorecida) en
ausencia de oxigeno (fermentacién cuatro). Es posible recolectar grandes cantidades de biomasa antes del inicio de
la fase de produccion de etanol (primeras 20 h del proceso). Por tanto, mediante la manipulacién de las condiciones
del proceso es posible ajustar el proceso para obtener el producto deseado.

El uso de un unico organismo para la produccion de ambos productos (biomasa y etanol) tiene grandes ventajas
econdémicas y de procesamiento corriente abajo. Un proceso de produccion puede adaptarse segun la demanda de
micoproteinas (biomasa) o etanol aplicando una fase de aireacién prolongada o acortada. El proceso puede
mejorarse aun mas recolectando la biomasa e introduciendo mas hidrolizado de trigo en la fermentacion. La
produccion de etanol sin la necesidad de aireacién puede reducir los costes de produccion sustancialmente y, por
tanto, puede influir en la economia global del proceso.
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REIVINDICACIONES

1.- Un método integrado para producir y aislar micoproteinas producidas por Fusarium venenatum y etanol a partir
de una materia prima de almidén hidrolizado, comprendiendo dicho método las etapas de:

a) proporcionar un caldo fermentable acuoso que comprende una materia prima de almidén hidrolizado obtenido a
partir de uno o mas cereales;

b) fermentar al menos una porcién del caldo fermentable acuoso con Fusarium venenatum para obtener
micoproteinas producidas por Fusarium venenatumy un caldo parcialmente fermentado;

c) separar las micoproteinas producidas por Fusarium venenatum del caldo parcialmente fermentado;

d) fermentar al menos una porcién del caldo parcialmente fermentado, opcionalmente con una porcion del caldo
fermentable acuoso no fermentado, con uno o mas microorganismos para obtener etanol y un residuo de
fermentacién agotado; y

e) aislar el etanol a partir del residuo de fermentacién agotado.

2.- El método segun la reivindicacién 1, en el que las condiciones de funcionamiento se controlan en cada una de las
etapas para favorecer preferentemente uno u otro producto.

3.- El método segun la reivindicacion 1 o 2, en el que las micoproteinas producidas por Fusarium venenatum se
aislan total o parcialmente entre las 2 etapas de fermentacion.

4.- El método segun la reivindicaciéon 1, en el que las micoproteinas producidas por Fusarium venenatum se aislan
totalmente a partir de la primera etapa de fermentacion, y se realiza una segunda etapa de fermentacion para
obtener etanol usando un microorganismo distinto de Fusarium venenatum.

5.- El método segun la reivindicacion 1, en el que se usa Fusarium venenatum para ambas etapas de produccion de
micoproteinas y de etanol.

6.- El método segun cualquier reivindicacion anterior, en el que las micoproteinas producidas por Fusarium
venenatum y el etanol se producen en un Unico fermentador en donde las condiciones de funcionamiento se
controlan para producir la proporcion de mezcla deseada de micoproteinas producidas por Fusarium venenatum y
etanol.

7.- El método segun cualquier reivindicacion anterior, en el que el sustrato inicial es un material de grano, y el
proceso integrado produce ademas un coproducto con mayor contenido en proteinas que puede utilizarse como
fuente de pienso para ganado vacuno.

8.- El método segun la reivindicacién 7, en el que la mezcla de produccion elegida maximiza la produccion de
micoproteinas producidas por Fusarium venenatum'y el coproducto con un mayor contenido en proteinas.

9.- El método segun cualquier reivindicacion anterior, en el que las condiciones de funcionamiento y la tasa o
proporcion de mezcla de produccion resultante de micoproteinas producidas por Fusarium venenatum y el etanol
puede alterarse para corresponderse con los cambios en el suministro de energia o costes tomando en cuenta la
mayor intensidad de energia de la fermentacion bajo condiciones aerobias necesaria para aumentar la tasa de
produccion de micoproteinas producidas por Fusarium venenatum.
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