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Aquest article a estat escrit utilitzant com a model la revista Sustainable Food Technology
de la Royal Society of Chemistry.

Resum

Lacarnésde les fonts de proteinamés emprades a escala mundial. La produccio d’aquesta
genera un gran impacte mediambiental, per tant, la humanitat ha de fer una transicié cap a
alternatives més sostenibles. La micoproteina produida a partir de fongs pot ser una de les
solucions, reduint les emissions. L'objectiu d’aquest treball ha estat optimitzar i escalar la
produccié de micoproteina mitjangant Ganoderma lucidum i Pleurotus ostreatus utilitzant
fermentacié submergida. Per tal de fomentar ’'economia circular s’ha valorat Uefecte
d’emprar extracte de llevat com a substrat, un subproducte de la indUstria cervesera. S’ha
estudiat la composicio de medi i condicions sobre el creixement dels fongs. Amb Uextracte
de llevat, el medi i les condicions optimitzades s’ha obtingut una biomassa maxima de
20,3%1,3 g/L per al fong G.lucidum en un bioreactor de tanc agitat d’1,5 L. En les mateixes
condicions s’ha obtingut una biomassa maxima de 19,9+0,8 g/L per al fong P.ostreatus en
un bioreactor de tanc agitat de 2 L. L’extracte de llevat provinent de la produccié de cervesa
ha mostrat ser un bon substrat, sent un exemple de viabilitat de ’economia circular. La
glucosa ha resultat ser una millor font de carboni que la sacarosa, pel fet que aquesta

ultima no ha mostrat indicis de ser consumida en les condicions utilitzades.

Introduccio

La produccié d’aliments arreu del mén té un gran impacte mediambiental, s’estima que
aquesta genera el 20%-40% de les emissions totals.” D’aquestes emissions s’estima que el
57% prové de la produccié d’aliments d’origen animal, el 29% d’aliments d’origen vegetal i
el 14% restant correspon a altres usos.? A més, es preveu que les condicions climatiques
empitjorin en els proxims anys, fent que sorgeixin oportunitats per a crear nous sistemes
de produccié d’aliments que redueixin U'Us de sol i el consum d’aigua i energia.® Un dels
principals canvis a realitzar, és la substitucié de la carn com a font de proteina. La carn, a
part de contribuir en gran manera en les emissions totals, té una eficiéncia de proteina
respecte a les emissions molt baixa. Per exemple, Ueficiéncia de la carn de pollastre i de
vedella és de 39i7,1 g proteina/kg CO, eq respectivament, mentre que altres aliments com

la civada o la soja tenen una eficiencia de 359505 1 g proteina/kg CO, eq respectivament.*

Els aliments substitutius de la carn poden ser una alternativa, ja que solucionen diferents

problemes associats a la produccié de carn convencional com Uimpacte ambiental, els



riscos per a la salut o els problemes étics.® Aquests aliments poden estar basats en single-
cell protein (SCP), referint-se a la proteina produida per microorganismes com bacteris,
algues o fongs.® Entre els diferents tipus de SCP es troba la micoproteina, provinent de
fongs. Aquesta destaca pel seu perfil d’aminoacids i textura enfront d’altres substitutius de
la carn basats en soja o pésol.” Un exemple de substitutiu de la carn basat en micoproteina

és Quorn™ de Marlow Foods (UK), produit a partir del fong filamentds Fusarium venatum.”

La micoproteina pot ser produida a partir del miceli dels basidiomicets Pleurotus ostreatus
i Ganoderma lucidum, ambdds tenen propietats interessants per a la produccio d’aliments.
El bolet Pleurotus ostreatus és cultivat arreu del mon en grans quantitats i és un bon
candidat pel seu gust i aroma, i pel seu alt contingut de proteines i baix contingut en
calories.® Amés la seva proteina és d’alta qualitat i aporta aminoacids essencials i nitrogen
util per a les funcions del cos.® D’una llista de 17 bolets comestibles, Pleurotus ostreatus
presentala concentracido més gran d’'umamiequivalentiel millor gust d’'umami, aquest gust
és caracteristic dels aminoacids de la carn.®' En el cas de Ganoderma lucidum a part de
tindre un alt contingut en proteines,"” també té propietats antitumorals, citotoxiques,
antimicrobianes i antioxidants.”> El miceli d’aquests fongs pot ser produit mitjangant
fermentacié submergida, aquesta presenta multiples avantatges respecte al cultiu
tradicional de bolets, ja que s’obté un creixement més rapid, més segur, millor control i és

més reproduible.®

A més d’utilitzar els fongs com a base per a produir proteina, el procés pot arribar a ser més
sostenible, tant mediambientalment com economicament, gracies a la utilitzacié de
subproductes d’altres processos.’ Un subproducte interessant per a la produccié de
micoproteina és l'extracte de llevat. A la industria cervesera Uextracte de llevat és un
subproducte del procés de fermentacid, i esta compost per fongs del genere
Saccharomyces.™ L’extracte de llevat és un bon substrat per a fermentacions, tant a nivell
laboratori com a escala industrial, ja que té un gran contingut en aminoacids, vitamines,
nucleosids, polipéptids i minerals. A més d’aportar nutrients a la fermentacid, U'extracte
de llevat és un excellent substrat per a produir aliments pel fet que és considerat GRAS
(Generally Recognized as Safe) per la majoria d’organismes de certificacié en seguretat

alimentaria.’™

En el present treball, s’ha investigat com optimitzar la produccié de miceli dels fongs
Pleurotus ostreatus i Ganoderma lucidum, mitjangcant la utilitzaci6 de diferents

concentracions d’extracte de llevat procedent de la indUstria cervesera, utilitzant sacarosa



o glucosa com a cosubstrat, i optimitzant les concentracions d’alguns components del
medi. La produccié de miceli s’ha realitzat mitjangant fermentacié submergida en
matrassos d’Erlenmeyers. Per a avaluar la produccié de miceli s’ha tingut en compte la
biomassa produida, a més de la morfologia, textura i olor del miceli. EL medi optimitzat s’ha
utilitzat per a fer un escalat a un reactor agitat a escala laboratori, amb la intencié d’avaluar
si amb el medi Optim s’obtenen resultats similars o millors als experiments amb matrassos
d’Erlenmeyers. L’altra intencio de la investigacié ha estat comparar els dos tipus de fongs

per avaluar quin té més potencial per a produir micoproteina.

Materials i metodes

Reactius

La sacarosa i el NazCsHsO(COO);:2H,0 s’han obtingut de Sigma-Aldrich (EUA). EL KH,PO, i
l'acid citric s’han obtingut de Merck (Alemanya). ELKNO3 i el ZnSO4-7H,0 s’han obtingut de
AppliChem (Alemanya). El (NH4)H:PO;, el CaCl,:2H,0, el FeNH4(S0,4)2:-12H,0, el
MnSO,-H,0 i’ H;BO; s’han obtingut de Panreac (Espanya). ELMgS0O,-7H,0 s’ha obtingut de
Thermo Fisher Scientific (EUA). El CuSO4-5H,O s’ha obtingut de T3Q (Espanya). El
Na,Mo00,-2H,0 s’ha obtingut de Alfa Aesar (EUA). L’extracte de malta s’ha obtingut de
Scharlab (Espanya). L’'antiespumant SB 2121 s’ha obtingut de Schill+Seilacher (Alemanya).
Lextracte de llevat s’ha obtingut d’Estrella Damm (Espanya), aquest ha estat esterilitzat a

Uorigen i per als experiments s’ha tornat a esterilitzar.

Microorganismes

S’han utilitzat els fongs Pleurotus ostreatus M2125 i Ganoderma lucidum FP-58537-Sp.
Aquests fongs s’han emmagatzemat en plaques de Petri amb agar de dextrosa de patata

(PDA en anglées), a 25 °C.

Inocul

A partir d’'una placa amb PDA, s’han tallat 3 porcions d’1x1cm de la zona de creixement i
s’han afegit en un matras d’Erlenmeyer d’1 L amb 200 mL de medi amb 20 g/L d’extracte de
malta. El matras es manté en una agitacié orbital de 125 rpm i temperatura controlada a 25
OC de 5 a 6 dies. Els grans agregats de miceli s’han separat del medi en condicions estérils
utilitzant un colador convencional i s’han rentat amb una solucié de 8 g/L de NaCl. Els

agregats s’han transferit a una ampolla Schott de 250 mL (Schott, Alemanya) juntament
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amb una solucié de 8 g/L de NaCl en proporcid 1:1 v/v. El contingut de 'ampolla s’ha
homogeneitzat mitjangant un homogeneitzador X10/20 (Ystral GmbH, Alemanya). La
suspensio de miceli resultant és la que s’ha utilitzat per a inocular els diferents cultius. La

suspensio es pot guardar emmagatzemada a 4°C fins a 3 mesos.

Medi

S’han preparat 2 solucions. La solucié de macronutrients conté per litre: 14,82 g
Na3;C3;Hs0(COO0)3-2H.0, 8 g KH,PO4, 12,6 g KNOs3, 14,4 g (NH4)H,PO;3, 1 g MgS0,-7H,0i 0,57
g CaCl:-2H,0. La solucié de micronutrients conté per litre: 45,7 g acid citric, 50 g
ZnS0,4:7H,0, 12,3 g FeNH4(S04).:12H,0, 2,5 g CuS0,4-5H,0, 0,38 g MnSO.-H,0, 0,5 g H;BO;
i 0,5 g Na,Mo0,4-2H,0. Aquestes dues solucions s’han esterilitzat en autoclau (30 min a
120°C) per separat. En condicions esterils s’ha afegit la solucié de micronutrients a la

solucio de macronutrients en una proporcié d’1:2000 v/v.

Com a font de carboni s’han preparat dues solucions, una amb 150 g/L de sacarosa i una
altraamb 150 g/L de glucosa, ambdues utilitzant aigua ultrapura. Aquestes solucions s’han

esterilitzat en autoclau.

Per a la preparacié del medi final s’han mesclat les diferents solucions en condicions
esterils: solucié de nutrients amb sals traga en una proporcié 1:5 v/v o 1:3,3 v/v en funcié
de Uexperiment, solucié de font de carboni en proporcié 1:5 v/v en el cas de la sacarosa o
1:10 v/v en el cas de la glucosa, extracte de llevat previament esterilitzat en autoclau en
proporcié 1:5 en el cas de 100% de concentracié (per als experiments amb altres

concentracions s’ha afegit la part proporcional) i s’ha acabat enrasant amb aigua ultrapura.

Cultiu en matrassos d’Erlenmeyer

S’han emprat matrassos d’Erlenmeyer de 250 mL sense bafles, amb un volum de medi de
50 mL preparat afegint els diferents components en condicions estérils. Els experiments
s’ha inoculat amb 1 mL de suspensié de miceli. Un cop inoculats, els matrassos s’han
mantingut en agitacié orbital a 200 rpm i temperatura controlada a 25 °C en la majoria
d’experiments i a 30 °C a un experiment puntual. EL pH no s’ha ajustat en cap dels casos.

Tots els experiments s’han fet per triplicat.

Cultiu en reactor

S’han emprat dos tipus de fermentadors, un fermentador Biostat B® de 5 L (Sartorius

Stedim, Alemanya) per a Pleurotus ostreatus i un fermentador ez-Control de 2 L (Getinge,
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Suecia) per a Ganoderma lucidum. El medi utilitzat ha estat compost per: solucié de
nutrients amb sals traga en proporcié 1:3,3 v/v, 15 g/L de glucosa, extracte de llevat en
proporcié 1:5 v/vi 2,5 mL de solucio 1:10 v/v d’antiespumant SB 2121. El volum de treball
ha estatde 2 L per al Biostat B®i 1,5 L per al ez-Control. S’hainoculatamb 40 mLi 30 mL de
suspensio de miceli respectivament. La temperatura s’ha controlat a 30 °C, l’agitacié a 800

rpm, Uaeracié a 0,75 vwmi el pH a 5 utilitzant HCl 3M i NaOH 2M.

Biomassa

La biomassa s’ha mesurat mitjangant la mesura del pes cellular sec (DCW en angles). Per
als primers experiments s’han usat els filtres Whatman GF/C (GE HealthCare, EUA) pre-
assecats i pre-tarats. La mostra, s’ha assecat en una estufa a 100 °C fins a obtenir un pes
constant. A causa de la seva petita mida de porus, en els seglients experiments s’han
emprat els filtres BNHF-070-100 (Branchia, Espanya). En els casos amb gran quantitat de
biomassa, aquesta s’ha centrifugat a 13000 RCF (xg) durant 20 minuts. El sobrenedant s’ha
eliminat i s’ha rentat la biomassa amb aigua ultrapura, la mescla resultant s’ha tornat a
centrifugar. La biomassa resultant s’ha incorporat a cresols de ceramica pre-tarats i s’han
assecat a una estufa a 100 °C fins a obtenir un pes constant. En la mesura del DCW aquest
correspon a la combinacié entre la biomassa procedent del fong i la biomassa procedent
de la fraccié no soluble de Uextracte de llevat. No obstant no s’ha determinat la proporcié
de cadascuna de les dues biomasses pel fet que ambdues acabaran sent micoproteina

comestible.

Quant als experiments amb bioreactor, la biomassa final s’ha separat del medi mitjangant
un colador convencional. Després de ser rentada s’ha procedit amb la neteja i pesat de la
biomassa humida. Aquesta biomassa humida s’ha introduit en una estufa a 100°C per a
determinar la fraccié seca. Amb aquesta fraccié s’ha quantificat la biomassa seca total del

reactor.

Demanda quimica d’oxigen

Per a la mesura de la quantitat de substrat soluble s’ha emprat la demanda quimica
d’oxigen (DQO). Per a la mesura d’aquesta s’han utilitzat els kits LCK014 (Hach Lange, EUA).
Mitjangant un metode colorimetric, utilitzant un DR3900 VIS Benchtop Spectrophotometer

(Hach Lange, EUA).



Glucosa

Per a la mesura de la concentracio de glucosa s’ha utilitzat un mesurador enzimatic YSI

2900 (Yellow Springs Instruments and Co, EUA).

Resultats i discussio

Efectes de Uextracte de llevat junt amb sacarosa

S’han estudiat diferents concentracions d’extracte de llevat juntament amb sacarosa com
a font de carboni, a una temperatura de 25°C. L’extracte de llevat representa un 20% del
volum total de medi, i per a Uestudi de la millor concentracié d’aquest s’han fet diferents
experiments des del 100% d’aquesta fraccid sent extracte de llevat, fins al 0%. Com a font
de carbonis’ha emprat una concentracié de sacarosa de 30 g/L. Els cultius s’han mantingut
durant 96 h. Els resultats obtinguts per als cultius de Ganoderma lucidum i Pleurotus

ostreatus es presenten a la Figura 1ai 1b, respectivament.
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Fig. 1 Efecte de les diferents concentracions d’extracte de llevat en el cultiu a 96 h per a G.lucidum (a) i per a
P.ostreatus (b) amb una concentracié de sacarosa de 30 g/L.

La biomassa pel cas de G.lucidum ha estat maxima (17,0+1,2 g/L) quan s’ha utilitzat una
concentracié d’extracte de llevat del 100% (Fig. 1a). Respecte al consum de substrat,
s’observa unatendencia clara a la majoria d’experiments, on la DQO final assoleix el mateix
valor que la DQO inicial del cas amb 0% extracte de llevat. Aquest valor de DQO s’associa
a la sacarosa, per tant, aquesta no esta sent consumida pel fong, com s’observa en el cas
amb 0% d’extracte de llevat on el consum és quasi nul (0,35 gO,/L). El cas amb 100%
extracte de llevat és U'Unic que no assoleix aquest valor de DQO final corresponent a la

sacarosa, sin6 que és superior (58,5 gO,/L). Aixo indica que amb la duracio del cultiu o per



altres limitacions no s’han pogut consumir totalment els components solubles de

Uextracte de llevat, per tant, seria possible assolir concentracié de biomassa més elevada.

Per laltre fong estudiat P.ostreatus la biomassa ha estat maxima (11,6+2,6 g/L) també amb
una concentracié de 100% d’extracte de llevat (Fig. 1b). Pel que fa al consum de substrat,
s’observa una tendéncia semblant al cas amb G.lucidum encara que si s’observa un lleuger
consum de substrat (7,8 gO,/L) en el cas amb 0% extracte de llevat. Aix0 indica que la
sacarosa s’ha consumit en molt poca quantitat. Com també passa amb G.lucidum, per al
cas amb 100% d’extracte de llevat encara no s’ha consumit totalment la fraccié soluble del
substrat, jaque no s’assoleix el valor corresponent a la sacarosa. En un principi pot semblar
que la produccié de biomassa ha estat major per al cas amb G.lucidum, no obstant, les
biomasses d’ambdds experiments no poden ser comparades, pel fet que s’han emprat

diferents tipus de filtre.

En aquests experiments s’ha demostrat que Uextracte de llevat és un bon substrat per a la
produccié de miceli tant per a G.lucidum com per a P.ostreatus, ja que s’ha observat un
consum d’aquesti s’ha produit biomassa de forma proporcional a la concentracié d’aquest
substrat. En canvi, la sacarosa no ha resultat ser un bon substrat, perque en els

experiments on era U'Unic substrat present no hi ha hagut practicament creixement.

Composicié de U'extracte de llevat

Lextracte de llevat utilitzat en aquest treball és un subproducte de la indUstria cervesera.
Per a equiparar-ho a altres treballs on s’utilitza extracte de llevat comercial, s’ha
caracteritzat labiomassa continguda en cadascuna de les fraccions. Amés s’han comparat
diferents lots d’extracte de llevat per a estudiar si existeix cap desviacié en el contingut

d’aquest.

Taula 1 Biomasses de cadascuna de les fraccions de Uextracte de llevat

Biomassa (g/L) extracte Biomassa (g/L) extracte
Fraccio de llevat 1 de llevat 2
Total 30,7 31,0
Retingut filtre (1,2 pm) 19,4+0,6 22,7%+0,0
Retingut filtre (22 pm) 18,3+0,1 22,4+0,1

A la Taula 1 s’observa que segons la mida de les particules que componen Uextracte de
llevat es pot separar en diferents fraccions. Quant a la fraccié retinguda en filtres de 22 ym

de diametre de porus, aquesta esta composta principalment per restes dels ingredients de



la produccio de cervesa, podent ser restes de cereals. En aquest filtre no s’estima que
quedin retinguts els llevats, ja que aquests tenen una mida més petita.’® Una altra fraccio
és la retinguda en filtres d’1,2 pm de diametre de porus, en aquesta s’estima que a part de
les restes dels ingredients, també quedin retinguts els llevats sencers, a causa de la seva
mida. En observacions en microscopi s’han observat llevats sencers. Les biomasses
d’aquesta fraccié per als dos lots (19,4+0,6 g/L i 22,7+0,0 g/L) s6n prou similars amb les
obtingudes amb el filtre de 22 pm (18,3+0,1 g/L i 22,4%0,1 g/L), aix0 indica que respecte a
les restes d’ingredients la massa de llevats sencers no és tan elevada. Pel que fa al total, si
s’observa un augment considerable de biomassa (30,7 g/Li 31,0 g/L), aquesta biomassa és
superior a les anteriors, ja que conté restes d’ingredients, llevats sencers i a més lisats

cellulars d’aquests llevats.

Efecte de Uextracte de llevat com a unic substrat per a Ganoderma
lucidum.

Degut a no haver-se observat un consum considerable de sacarosa, s’ha estudiat la
produccié de miceli prescindint d’aquesta font de carboni i mantenint els altres

components per al fong G.lucidum.
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Fig. 2 Efecte de les diferents concentracions d’extracte de llevat en el cultiu a 96 h per a Ganoderma lucidum
sense sacarosa.

En els resultats d’aquest experiment (Fig. 2), s’observa que igual que en els anteriors casos
(Fig. 1a), un augment de la concentracio d’extracte de llevat resulta en una major produccio

de biomassa, sent el cas amb major biomassa (10,8+0,5 g/L) quan s’utilitza una



concentracio del 100% d’extracte de llevat. Si s’observa la mesura de la DQO, es constata
que el consum d’aquest parametre és similar (15,2 gO./L i 13,5 g0,/L) en els casos de 50%
i 100% d’extracte de llevat respectivament. Aix0 indica que encara és possible assolir una
concentracié més alta de biomassa per al cas amb 100% d’extracte de llevat, pero per la
durada de la fermentacio, falta de nutrients o limitacié de transferencia d’oxigen no es pot

consumir totalment tot el substrat.

Efecte de la temperatura a 30°C sobre la producci6 de biomassa.

Els anteriors experiments s’han realitzat a 25°C, degut a la disponibilitat tecnica de
treballar a 30°C s’ha estudiat com afecta al cultiu treballar a aquestes condicions. En
aquest estudi s’han fet cultius amb les dues concentracions d’extracte de llevat que han
proporcionat millors resultats, 50% i 100%, i amb els dos fongs. La font de carboni ha estat

30 g/L de sacarosa i el temps de cultiu de 96 h, igual que en anteriors experiments.
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Fig. 3 Biomassa obtinguda amb diferents concentracions d’extracte de llevat en el cultiu a 96 h per a G.lucidum
i Postreatus utilitzant una concentracié de sacarosa de 30 g/L i temperatura de 30°C.

En els resultats d’aquest experiment (Fig. 3), es poden apreciar diferéncies significatives en
els dos fongs. Quant als cultius amb una concentracié del 50% d’extracte de llevat, amb
G.lucidum s’ha obtingut més biomassa (11,8+4,5 g/L) en comparacié amb Postreatus
(8,2+2,5 g/L), aixd concorda amb els consums, ja que per a G.lucidum el consum de DQO

(13,6 gO,/L) és més del doble que per a P.ostreatus (5,75 gO,/L).

No obstant, quan s’utilitza una concentracié del 100% d’extracte de llevat els resultats sén

prou diferents. Per a P.ostreatus la biomassa produida (17,9+3,4 g/L) ha estat superior a
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Uobtinguda amb G.lucidum (13,2+3,1 g/L). Igual que en Uanterior aquesta diferéncia en la
produccié de biomassa esta associada a un major consum del substrat. Una altra
observacio interessant és que tot i haver-hi més substrat en el cas amb 100% d’extracte de
llevat, per al cas de P.ostreatus la DQO final assoleix un valor molt similar en ambdds casos
(53,7 g0,/L i 54,9 gO,/L), aix0 indica que la sacarosa tampoc s’esta consumint a 30°C i que
a aquesta temperatura si que es consumeix U'extracte de llevat practicament en la seva
totalitat, a diferencia d’altres experiments (Fig. 1b) on per a una concentracio del 100%
d’extracte de llevat la DQO és molt superior a la de les altres concentracions. En el cas de
G.lucidum la DQO final per a les concentracions de 50% i 100% d’extracte de llevat si que
son lleugerament diferents (45,9 gO./L i 65,8 gO,/L), aixd pot indicar que encara que
s’augmenti la temperatura a 30°C el consum d’aquest substrat segueix essent prou lent per

a no poder-se consumit totalment en 96 h.

Si per a G.lucidum es comparen els resultats obtinguts a 30°C (Fig. 3) amb els obtinguts a
25°C sense sacarosa (Fig. 2), s’observa que tant les biomasses obtingudes amb 50%
d’extracte de llevat (11,8+4,5 g/L i 6,8+0,4 g/L respectivament), com les obtingudes amb
100% (13,2 g/Li 10,8 g/L respectivament) s6n superiors per al cultiu a 30°C amb sacarosa.
Com el consum de sacarosa s’ha observat que és practicament nul en els experiments
anteriors, aquesta diferéncia esta associada a la diferent velocitat de creixement deguda a

la diferencia de temperatura.

En el cas de P.ostreatus, les biomasses obtingudes a 30°C (Fig. 3) també sén superiors a
les obtingudes a 25°C (Fig. 1b) tant per a 50% d’extracte de llevat (8,2+2,6 g/Li 7,0+1,5 g/L
respectivament), com per a 100% d’extracte de llevat (17,9+3,4 g/L i 11,6+2,6 g/L
respectivament). Com ja s’ha observat anteriorment, aquest augment és ates al fet que a
30°C si es consumeix U'extracte de llevat el maxim possible, destacant el cas amb 100%
d’extracte de llevat on la diferencia de biomassa entre els dos experiments és molt

considerable (6,3 g/L), respecte a 50% d’extracte de llevat (1,2 g/L).

Efecte de la glucosa com a font de carboni i augment de la
concentracio de nutrients.

En els anteriors experiments s’ha observat que una concentracié del 100% d’extracte de
llevat assoleix una major concentracié de biomassa. A més, es pot esperar que aquesta
concentracio sigui més alta, ja que el substrat no es consumeix en la seva totalitat. Una de

les hipotesis és que una falta de nutrients deté el creixement, per tant, s’ha augmentat en
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un 50% la concentracio tant de micronutrients com macronutrients. També s’ha augmentat
eltemps de cultiu i s’han fet experiments a diferents temps per a tindre més informacio de
Uevolucio dels diferents parametres. Quant a la font de carboni s’ha optat per substituir els
30 g/L de sacarosa per 15 g/L de glucosa, ja que aquesta Ultima ha resultat ser una bona
font de carboni en fermentacions similars.®'” Quant a la temperatura, aquesta ha estat

controlada a 25°C.
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Fig. 4 Evolucio del cultiu de Ganoderma lucidum emprant un medi amb 100% d’extracte de llevat i 15 g/L de
glucosa.

Per al fong G.lucidum s’ha aconseguit augmentar la concentracié de biomassa produida al
cap de 96 h (14,9+0,7 g/L) i s’ha obtingut encara més biomassa allargant el cultiu al cap de
120 h (17,0+1,7 g/L) (Fig. 4). Si es comparen els resultats amb els obtinguts a 30°C, per a un
temps de 96 h, s’observa que augmentar els nutrients i utilitzar glucosa augmenta la
biomassa en un 13% aproximadament. No obstant, en aquest punt el consum de glucosa
no ha estat significatiu, ja que la concentracié d’aquesta (13,9+4,1 g/L) és molt similar als
15 g/L inicials. En canvi, al cap de 120 h si s’observa una disminucioé de la concentracié de
glucosa (10,7+1,7 g/L), aix0 pot indicar que el fong té predisposicié de consumir Uextracte
de llevat i en un cert moment del cultiu canvia el metabolisme i comenga a consumir la

glucosa.

12



56 .- % Biomassa 4 100

24 | ® Glucosa 90
=22, | # DQO Total
o 20 @ DQO E.llevat 80
w 18 | . 70
816 | § 60
O \
S 14 @)
ey 50 &
212 ; =
210 40 3
£ 8r 30 ©
£ 6}
o 4 20

2 F 10

0 0

0 96 120 144
a Temps (hores)
& Biomassa

gg : = DQO Total 1 100
—~ L # DQO E.llevat % 1 90
- N
w20 | § 1 80
o 18 ~ § | 70 j
wvy
gler 160 N
S 14 + (@]
0 { 50 B0
S 12 S
@10 r 140 8
e ér 130 °
£ 6 -
§e] 1 20
o 4 -

2 F 4 10

0 0

0 96 120 144

b Temps (hores)

Fig. 5 Evolucio del cultiu de Pleurotus ostreatus emprant un medi amb 100% d’extracte de llevat, per als casos

amb 15 g/L de glucosa (a) i 30g g/L de sacarosa (b).

Amb G.lucidum s’ha observat que encara hi havia creixement passades les 120 h, per tant,
per a P.ostreatus s’ha allargat el cultiu a 144 h. A més de fer cultius amb glucosa i afegint
més nutrients, s’han fet també cultius amb sacarosa com a font de carboni per a poder
comparar aquests dos substrats en les mateixes condicions. La biomassa obtinguda a 96
h ha estat superior amb l'laugment de nutrients (17,7+0,3 g/Li 21,6+0,3 g/L) per a la glucosa
(Fig. 5a) i la sacarosa (Fig. 5b), respectivament. Per a aquest punt de la fermentacio la
sacarosa obté uns millors resultats, pero en el cas de 144 h la biomassa produida amb
glucosa (23,7+1,0 g/L) és practicament igual a la produida amb sacarosa (23,1%0,7 g/L).

Aquesta diferéncia pot semblar poc significativa, pero si s’observa la tendéncia de les
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biomasses en ambdds casos, s’observa que en el cas de la sacarosa el creixement
s’estanca al cap de 120 h, en canvi, per a la glucosa entre les 120 h i les 144 h encara
s’observa un creixement significatiu. Aquest canvi de tendéncia pot ser degutal consum de
glucosa, ja que només s’observa una disminucié d’aquesta (11,2+0,7 g/L) a les 144 h

respecte a la concentracio inicial de glucosa (13,25 g/L).

En coneixer la concentracioé de glucosa i en suposar que la sacarosa no s’ha consumit, es
pot calcular la DQO corresponent a aquests substrats coneixent les DQO teoriques.’ Amb
aquestsvalors es pot calcular la DQO corresponent a la resta del medi, que quasi en la seva
totalitat és extracte de llevat. Al cap de 144 h, aquesta DQO corresponent a U'extracte de
llevat pel cas de la glucosa (20,5%4,7 gO,/L) és inferior a la del cas amb sacarosa (27,4+2,4
g0,/L). Com ja s’ha comentat anteriorment, Uextracte de llevat té una fraccié insoluble que
acaba formant part de la biomassa mesurada, per tant, la biomassa obtinguda amb la
sacarosa (Fig. 5b) té major proporcié d’extracte de llevat. Aixo indica que amb la glucosa
s’obté una biomassa de miceli major a U'obtinguda amb la sacarosa. Aquesta diferencia en
valors de DQO d’extracte de llevat porta a indicar que aquest extracte de llevat es
consumeix més facilment en presencia de la glucosa o és inhibit per la preséncia de
sacarosa. Aix0 concorda amb estudis similars que utilitzen altres espéecies del genere

Pleurotus, on s’ha observat que la glucosa és millor substrat que la sacarosa.®

Si es comparen aquestes dues fonts de carboni des d’un aspecte economic, no hi ha una
diferéncia significativa en els costos de materia primera, ja que la sacarosa té un preu
d’aproximadament 450€/t%° i la glucosa té un preu aproximat de 1.000€/t*", s’ha de tindre

en compte que s’utilitza el doble de quantitat quan s’utilitza sacarosa.

Laugment de nutrients ha donat com a resultat en una gran millora, causant un augment
de produccié de biomassa considerable. A més s’ha observat que els cultius a 96 h encara
tenen potencial de créixer fins com a minim les 144 h. La glucosa ha resultat ser un bon
substrat enfront de la sacarosa per a fermentacions més llargues, ja que hi ha un canvi de
metabolisme que acaba consumint la glucosa un cop s’ha acabat U'extracte de llevat, el

qual es consumeix amb preferéncia.

Produccié de biomassa en bioreactors a escala laboratori

Per tal d’estudiar si seria factible produir proteina fungica a escala industrial, s’han fet
cultius en fermentadors a escala laboratori amb un volum atil d’1,5 L i 2 L. Per a aquests

experiments s’ha optat per utilitzar el medi optimitzat que conté glucosa i major proporcié
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de macronutrients i micronutrients, ja que és el que ha donat millors resultats quant a la
produccid de biomassa. Quant a la temperatura, s’ha optat per treballar a 30°C, pel fet que
és amb la qual s’han obtingut millors resultats (Fig. 3). El fermentador a part de permetre
treballar a una temperatura de 30°C, solucionara els problemes de transferéncia d’oxigen

que es poden ocasionar en les fermentacions en matrassos d’Erlenmeyer.
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Fig. 6 Evolucio del cultiu de P.ostreatus amb 100% d'extracte de llevati 15 g/L de glucosa (volum atil 2 L).

En el cultiu amb Postreatus (Fig. 6), s’obté una biomassa (19,9+0,8 g/L) lleugerament
inferior a Uobtinguda en altres experiments (23,7%1,0 g/L) (Fig. 5a). Aquesta diferéncia en
un principi no concorda amb la concentracié de substrat, ja que en aquest experiment la
concentracié de substrat total al final de U'experiment (9,1+0,9 gO,/L) és molt inferior a
Uobtinguda en experiments similars (32,2+4,5 gO,/L) (Fig. 5a). La principal hipdtesi és que
aquesta diferencia es deu a dos factors. El primer és que com ja s’ha comentat
anteriorment, Uextracte de llevat en els experiments amb matrassos d’Erlenmeyer no s’ha
pogut separar del miceli, per tant, aquest suma a la concentracié de biomassa. Per tant, en
experiments anteriors la biomassa és superior perque té més contingut d’extracte de llevat,
resultant en més concentracié de substrat. En canvi, en U'experiment amb fermentador la
proporcié de miceli és major, evidenciat per una menor quantitat de substrat. El segon
factor és que aquest cultiu va patir una lleugera contaminacioé per part d’un fong del genere
Penicillium, el creixement d’aquest podria haver alterat els valors dels resultats. No obstant
aquest fong és facilment diferenciable de Postreatus, ja que el Penicillium té un color
verdéds i P.ostreatus en el cultiu adopta un color blanc o marré (en funcié de si ha estat en

contacte amb Uextracte de llevat).
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Quant a U'evolucio de la biomassa al llarg del cultiu, aquesta té una tendencia decreixent
pels motius anteriorment descrits. Aix0 mostra la dificultat d’estudiar Uevolucié del
creixement utilitzant aquest subproducte d’extracte de llevat, per aquest motiu és molt
important poder mesurar U'evolucié dels substrats, ja que aquests sén els que donen una

millor evolucié de com s’esta comportant el cultiu.

Si s’observen les evolucions dels substrats (Fig. 6), es pot apreciar que la mescla de
substrats, DQO total, baixa lleugerament fins a les 48 h. No obstant aquesta baixada inicial
no és consequéncia del consum de glucosa, ja que aquesta fins a aquest punt encara es
troba practicament a la concentracid inicial (14,6+0,4 g/L). A partir de les 48 h ocorre un
canvi en el metabolisme i la glucosa comenca a ser consumida fins a esgotar-se. Un cop

esgotada la sacarosa s’ha considerat finalitzat el cultiu.

Taula 2 Concentracions i continguts de les diferents biomasses obtingudes en el cultiu en fermentador per a

Pleurotus ostreatus

Procedéncia de labiomassa Concentracio biomassa(g/L) Contingut

Retinguda al colador 16,3+0,6 g/L Principalment pellets de
miceli

Filtrat al colador 3,4x0,2 g/L Principalment llevats

Creixement aeri 3,1¢g/L Penicillium crescut sobre

(superficies) miceli de P.ostreatus

Per a poder diferenciar millor quina part de la biomassa correspon al miceli i a U'extracte de
llevat, un cop finalitzat el cultiu s’ha utilitzat un colador convencional per tal de separar els
pellets de miceli de la resta del brou, i s’han calculat els valors de biomassa corresponent
a cada fraccié mostrats a la Taula 2. S’observa com la biomassa final real de miceli
(16,3%0,6 g/L) és inferior a 'obtinguda anteriorment, ja que aquesta no conté els llevats no
consumits. També s’observa que una quantitatimportant de miceli creix de forma aéria (3,1
g/L) tot i no disposar de substrat constant, aquesta forma de creixement és emprada en la

produccio de certs productes.?
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Fig. 7 Evolucio del cultiu de P.ostreatus amb 100% d'extracte de llevati 15 g/L de glucosa (volum util 1,5 L).

Per al cultiu amb G.lucidum (Fig. 7) la maxima biomassa obtinguda (20,3+1,3 g/L), ha estat
superior a 'obtinguda en experiments amb matrassos d’Erlenmeyer (17,0+1,7 g/L) (Fig. 4).
En aquest experiment la biomassa maxima s’ha obtingut al cap de 77,5 h, a partir d’aquest
punt el cultiu entra en una fase de decreixement fins a arribar a una concentracié final de
9,4+0,2 g/L, moment en que s’atura la fermentacio. Aquesta mort cellular pot haver estat
causada per problemes de transferencia d’oxigen en combinacié amb una alta agitacio,
augmentada per la cascada de control. A diferencia del cas amb P.ostreatus, en aquest
cultiu no s’ha consumit totalment la glucosa, quedant una concentracié residual
d’11,5+0,2 g/L. Tot i aix0, la tendéncia ha estat semblant, ja que aquest poc consum s’ha
produit en la part final de la fermentacié, comencant a les 80 h aproximadament. El no
esgotament de la font de carboni i una posterior lisi cellular pot indicar que hi ha una falta
de nutrients, per tant, es podria estudiar la possibilitat d’augmentar la concentracié d’algun
compost del medi. Quant a la DQO, aquesta ha anat decreixent des del comengament del
cultiu igual que amb P.ostreatus, la DQO final (21,8 gO./L) en canvi, és superior pero per

Uefecte de la glucosa no consumida.
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Taula 3 Concentracions i continguts de les diferents biomasses obtingudes en el cultiu en fermentador per a
Ganoderma lucidum

Procedéncia de la biomassa Concentracio biomassa (g/L) Contingut

Retinguda al colador 1,3g/L Pétlets de miceli

Filtrat del colador 8,7+0,4 g/L Pellets de miceli petitsi
llevats

Creixement aeri 1,8¢g/L Miceli

(superficies)

Per tal d’avaluar les diferents fraccions de la biomassa final s’han separat en 3 fraccions
mostrades a la Taula 3. Degut a la lisi cellular, els péetlets obtinguts al final del cultiu han
resultat ser prou petits per a no quedar retinguts en el colador, ocasionant una
concentracié molt baixa d’1,3 g/L. En canvi, el filtrat del colador ha presentat la majoria de
la biomassa produida (8,7+0,4 g/L). Quant a la fraccio aeria, aquesta ha resultat ser 1,8 g/L.
El creixement d’aquesta fraccio esta relacionada amb la forma del reactor, ja que si hi ha
més superficie de reactor no submergida i 'agitacio permet que el medi esquitxi les parets,

es fomentara aquest tipus de creixement.

Caracteritzacié organoleptica i morfologica de la biomassa
produida en reactors a escala laboratori

La finalitat de la biomassa produida és ser Uingredient principal d’aliments substitutius de
la carn per a humans. Per aquest motiu és molt important avaluar les diferents
caracteristiques organoleptiques, ja que la viabilitat comercial del producte resultant
dependra de les sensacions del consumidor al menjar Ualiment. També és important
avaluar altres caracteristiques relacionades amb la morfologia i les propietats fisiques de

la biomassa, de cara a millorar el procés.
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Taula 4 Caracteristiques organoleptiques i morfologiques de la biomassa produida en reactors a escala

laboratori per a Ganoderma lucidum i Pleurotus ostreatus

Caracteristica

Ganoderma lucidum

Pleurotus ostreatus

Color

Olor

Textura

Diametre mitja del péllet
Forma dels pellets
Sedimentacié

Pes humit/pes sec

Preséncia metabolits

Marré clar

Bolet, humit i cereals

Espessa, rugosa i cremosa
0,1-1 mm

Esferica

Facilment sedimentable
12,2+0,7

Metabolits viscosos

Marré clar

Semblant a Olivada,
“Chetos” o menjar sense
especificar

Flonja, cremosa i granular
2-3mm

Esférica

Facilment sedimentable
11,8+0,4

No

A la Taula 4 s’indiquen les diferents caracteristiques per als dos fongs. Quant al color,
ambdods fongs han presentat un color marré clar molt similar, aquest és degut a 'extracte
de llevat que tenyeix el miceli blanc dels fongs. Quant a Uolor si es presenten algunes
diferencies. Per a G.lucidum Uolor ha estat molt semblant a la de Uextracte de llevat i de
bolet, sent molt més facil relacionar-la amb menjar corrent. En canvi, per a P.ostreatus ha
estat molt més dificil caracteritzar l'olor, ja que no s’assimila a cap olor coneguda siné a
una mescla d’olors, aixd pot ser causat principalment per la contaminacié amb Penicillium.
No obstant, per ambdés casos, U'olor d’alcohol procedent de Uextracte de llevat no s’ha
detectat, pel fet que les restes d’etanol s’han consumit o s’han vaporitzat per l'aeracio

continua dels cultius.

Quant a la textura aquesta ha estat molt relacionada amb la mida dels pellets obtinguts.
Per a G.lucidum, en haver-se lisat la biomassa els pellets han resultat en ser molt petits
(0,1-1 mm de diametre) donant a la biomassa resultant una textura molt rugosa semblant a
les farinetes. En canvi, per a P.ostreatus la major mida de pellet (2-3 mm de diametre) ha
donat com a resultat una textura molt més granular i flonja. La morfologia dels pellets
formats, a part de tindre un efecte important sobre Uaspecte final del producte, també té
una gran relaciéo amb la productivitat del procés. Aquesta ultima relacié entre morfologia i
productivitat ha estat ampliament estudiada en diferents treballs. En aquests s’ha
determinat que treballar amb pé&ltlets més petits ocasiona un augment de la productivitat
degut a una millor disponibilitat d’oxigen i substrat per part del fong.?* La mida dels péllets

esta condicionada directament amb les condicions del cultiu, per a Pleurotus ostreatus
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estudis han determinat que una major agitacié i aeracié causa una menor mida de pellet i

major concentracié de biomassa.??°

Pensant en una separacié posterior de la biomassa, ambdés fongs presenten una
sedimentacié molt similar fent que siguin facilment separats del brou amb una
sedimentacio o centrifugacio. Quant al contingut en aigua, ambdds fongs tenen una relacio
pes humit pes sec similar (12,2+0,7 i 11,8+0,4), demostrant que son capac¢os de retenir
molta quantitat d’aigua. Per ultim, en G.lucidum si s’han observat metabolits viscosos en
les mostres del reactor, aquests corresponen a polisacarids extracetlulars produits

normalment per aquest fong.®

Conclusions

Tant G.lucidum com P.ostreatus han mostrat tenir un gran potencial quant a la produccié
de micoproteina. Ambdods han estat cultivats de forma submergida obtenint-se uns bons
resultats tant en matrassos d’Erlenmeyer com en fermentadors a escala laboratori.
Lextracte de llevat provinent de la indUstria cervesera ha mostrat ser un molt bon substrat
per a aquest tipus de cultiu, ja que es consumeix i s’han obtingut resultats favorables a
major concentracié d’aquest. Aixd demostra que 'economia circular és viable, ja que un
subproducte pot ser matéria primera per a altres processos, a part d’abaratir el cost i reduir
'impacte mediambiental. La sacarosa ha mostrat no ser una bona font de carboni per a
aquests fongs en aquestes condicions. En canvi, amb glucosa s’han obtingut millors
resultats quant a produccioé de biomassa, sent consumida per P.ostreatus en gran mesura
i leugerament consumida per al cas de G.lucidum. Una de les principals dificultats ha estat
diferenciar entre la biomassa de llevat i la de fong, per tant, seria convenient estudiar una
tecnica analitica que permetés obtindré uns millors resultats. Per a implementar un
producte comercial a base d’aquesta micoproteina, s’hauria de fer un estudi del sabor, dels

nutrients que aporta i de seguretat alimentaria.
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