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DESCRIPCION
Proceso de flujo de pistén vertical para la bioconversién empleando microorganismos
Campo de la invencién

La presente invencion se refiere a un sustrato sélido, un método de bioconversidn para la produccién de un producto
de transformacion sélido valioso del sustrato en donde la bioconversién se lleva a cabo mediante el uso de uno 0 més
microorganismos adecuados mediante un proceso de flujo de pistén continuo en un tanque vertical, no agitado donde
el transporte esta mediado por la fuerza gravitacional.

Antecedentes de la invencion

Hay una necesidad para bioproductos que principalmente se puedan usar como alimento o pienso o como ingredientes
en alimento o pienso. Los constituyentes basicos en tales productos son proteinas, grasas, e hidratos de carbono. Las
biomasas adecuadas para tales productos son cultivos oleaginosos tal como semillas oleaginosas, cereales, y
leguminosas. Los cereales tienen un contenido en proteina de hasta el 15%, por ejemplo, en trigo, y las leguminosas
tienen un contenido de proteina de hasta el 40%, por ejemplo, en habas de soja, basado en la materia seca.

Hay una necesidad similar para el desarrollo de bioproductos que comprenden compuestos orgénicos, tal como acidos
orgéanicos, por ejemplo, acido férmico, acido acético, acido propidnico, acido butirico, 4cido lactico, y acido succinico,
o alcoholes, tal como etanol, bioproductos y compuestos organicos que se pueden producir de una manera econémica
en procesos bien conocidos usando géneros de microorganismos que producen uno 0 mas compuestos organicos
como producto metabélico de la bioconversién de hidratos de carbono.

Los géneros de bacterias del 4cido lactico producen acido organico, en particular, 4cido lactico y acido acético, como
su producto metabdlico final principal de la bioconversidén de hidratos de carbono. Los géneros de bacterias del acido
lactico son, en particular, pero no estan limitados a, Lactobacillus, Leuconostoc, Pediococcus, Lactococcus,
Enterococcus, Streptococcus, y Weisella.

Otros géneros de microorganismos también producen é&cidos como sus productos metabdlicos finales de la
bioconversién de hidratos de carbono. Tales géneros que producen é&cido organico son, en particular, pero no estan
limitados a, Bacillus, Bifidobacterium, Brevibacillus, Propionibacterium, Candida, Clostridium, y Geobacillus
productores de &cido.

Un problema general especialmente relacionado con legumbres y frutos y semillas de leguminosas como fuentes de
bioproducto y acidos organicos son el contenido de oligosacéridos indigeribles, tal como estaquiosa y rafinosa, que
producen flatulencia y diarrea cuando fermentan en el colon.

Los métodos de incubacién de bajo coste conocidos en la técnica son procesos de fermentacién de sustrato sélido o
en estado sélido (SSF) realizados con bajo contenido de agua. El proceso consiste en un sustrato sélido, humedo
inoculado con microorganismos adecuados y dejado para la bioconversién en condiciones controladas de temperatura
durante un periodo de tiempo.

Normalmente el sustrato se inocula por lotes en lechos planos sin agitacién; un ejemplo de este proceso se conoce
como el proceso Koji. Los procesos por lotes también se realizan usando medios de agitacién.

Los procesos SSF continuos también se describen en la bibliografia usando los siguientes biorreactores: reactores de
tanque agitado, de tambor giratorio y de flujo tubular. Un ejemplo de un reactor de flujo tubular es el tipo transportador
de tornillo.

El documento US 4 735 724 divulga un digestor anaerobio en torre vertical no mezclado y un proceso para la digestion
de la parte biodegradable de la materia prima por microorganismos productores de metano. El método se caracteriza
en que hay una retirada de liquido de una zona media o inferior respecto a la parte superior de la torre.

El documento EP 2 453 004 B1 divulga un método para la fermentacién anaerobia de material organico en un tanque
cerrado y alimentacién de arriba a abajo en el tanque bajo la accién de la gravedad. El método se caracteriza en que
la masa que fermenta se agita al alternativamente aumentar la presién del gas producto y aliviar abruptamente la
presién del gas producto.

El documento EP 3 101 136 divulga una fermentacién en estado sélido de harina de soja que tiene un contenido de
agua del 45% con Bacillus amyloliquefaciens K2G a 37°C durante 20 horas.

El objeto de la presente invencién es proporcionar un método mejorado para la produccién de un producto de

transformacién sélido de un sustrato de biomasa en un proceso de bioconversién, de flujo de pistdn, vertical llevado a
cabo mediante el uso de uno o mas microorganismos adecuados.
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Otro objeto es proporcionar un método, que se pueda realizar en un disefio de reactor mayor, pero mas sencillo que
el disefio del estado de la técnica.

Aun un objeto es proporcionar un método eficaz y rapido para la bioconversién de biomasas, en particular soja o colza
0 mezclas de las mismas, de modo que se produzcan bioproductos que comprenden compuestos organicos, tal como
acidos organicos, por ejemplo, 4cido férmico, acido acético, acido propidnico, acido butirico, acido lactico, y acido
succinico, y alcoholes, a partir de fuentes de hidratos de carbono baratas.

Estos objetos se cumplen con el método de la presente invencién.
Compendio de la invencién

Segun esto, en un aspecto de la presente invencion se refiere a un método como se define en la reivindicacién 1 para
producir un producto de transformacion sélido de un sustrato.

El presente método para el tratamiento de biomasa usa fuerza gravitacional para transportar/mover la biomasa durante
la incubacién/bioconversién. Aunque el uso de gravedad para el transporte en general es directo, requiere la seleccidn
cuidadosa de las condiciones de reaccién para el fin especifico, tal como en el caso del presente proceso de flujo de
piston.

Normalmente, cuando el contenido de agua aumenta, una mezcla de incubacién tiende a compactarse, por la
reduccién del volumen de vacio, de modo que el comportamiento de transporte estéd negativamente afectado. Cuando
se alcanza un cierto contenido de agua la mezcla se compacta a un grado de modo que el transporte por fuerza
gravitacional se para. El material se puede pegar a las paredes del reactor, o puede crear sedimentacion, y el flujo de
piston uniforme se perturba produciendo tiempo de retencidén desigual de la biomasa.

Ademas, si la bioconversidn se realiza a presion elevada, que puede ser el caso bajo en efecto de la gravedad, la
reaccion de incubacion tiende a ralentizarse.

La solucién segun la presente invencidn al problema relacionado con el transporte por fuerza gravitacional de la mezcla
de incubacién es hacer uso de un tanque como se define en las reivindicaciones para la incubacién en donde el flujo
del material se puede mantener tan alto y uniforme que las condiciones de flujo de pistdn se alcanzan y mantienen.
La velocidad de flujo esta regulada por los medios de entrada y salida y por las dimensiones (proporcién de anchura
a altura) del tanque.

Ademas, la solucidén segun la invencién debe garantizar el equilibrio del contenido de agua en la mezcla de incubacién
de modo que la actividad acuosa en la superficie de la particula sea suficiente para el proceso de reaccién. Esto se
alcanza manteniendo la proporcién de densidad aparente himeda respecto a la densidad aparente seca del sustrato
baja y en ciertos limites como se define en la reivindicacién 1.

Més especificamente, los presentes inventores han encontrado que el necesario proceso uniforme se puede alcanzar
usando una mezcla de incubacién inicial que tiene un contenido de agua desde el 30% al 70% en peso, y una
proporcidén de densidad aparente hUmeda respecto a la densidad aparente seca desde 0,60 a 1,45. En combinacion
con el presente disefio vertical para el proceso de flujo de pistén es posible garantizar un flujo de pistén uniforme y
asegurar el mismo tiempo de procesamiento para la mezcla de incubacion. Ademas, el método de la presente
invencién se lleva a cabo sin agitacién. Si el contenido de agua supera aproximadamente el 70% en peso, la biomasa
no puede mantener el agua, y la mezcla de incubacién se vuelve una papilla que tiene una fase acuosa y una fase
sélida. Estas dos fases no fluirdn con las mismas velocidades de flujo, el flujo de pistén uniforme no se obtendra, y la
mezcla de incubacién se puede pegar a las paredes del incubador. Un contenido de agua de mas de aproximadamente
el 70% producird una proporcién de densidad aparente hUmeda respecto a la densidad aparente seca que supera
1,45 que es el limite superior segln la invencion.

El disefio vertical es menos caro en inversién que un disefio horizontal debido a su mayor capacidad en una Unica
linea de produccién. También es menos caro de mantener debido a menos movimientos mecanicos. El uso de un
tanque no agitado contribuye adicionalmente a los costes operacionales reducidos.

Por tanto, el presente método permite una configuracién eficaz y rapida del proceso por lo cual el microorganismo se
puede propagar en fase liquida y realizar la bioconversidén en fuentes basadas en hidratos de carbono baratas.

El presente método es, en particular, eficaz si el sustrato de biomasa se ha pretratado antes de mezclarlo con el
microorganismo vivo o combinacién de microorganismos vivos, porque el pretratamiento mejora el acceso de los
microorganismos a los componentes en la biomasa que se van a transformar. El pretratamiento tipicamente se lleva a
cabo por pretratamiento quimico o fisico, por ejemplo, por medio de disgregacion, molido, descamacién, tratamiento
con calor, tratamiento con presién, tratamiento ultrasénico, tratamiento hidrotérmico, o tratamiento acido o alcalino.
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El método de la invencién se puede usar para proporcionar un producto de transformacién sélido del sustrato que es
un producto de la transformacidn de hidratos de carbono y/o proteinas originarias de dicha biomasa. Tales productos
de transformacién sélidos se pueden usar, por ejemplo, en un producto alimenticio procesado 0 como un ingrediente
en un producto alimenticio o de pienso o como un ingrediente de un producto cosmético o farmacéutico, o un
suplemento nutricional.

Definiciones

En el contexto de la presente invencién, se pretende que los siguientes términos comprendan lo siguiente, a menos
que se definan en otro lugar en la descripcion.

Los términos “sobre”, “alrededor de”, “aproximadamente’, o “~” se pretende que indiquen, por ejemplo, la incertidumbre
de medida cominmente experimentada en la técnica, que puede estar en el orden de magnitud de, por ejemplo, +/-
1,2,5,10, 20, o incluso el 50%.

El término “comprende” se debe interpretar como que especifica la presencia de parte(s), etapa(s), caracteristica(s),
composicidén(es), sustancia(s) quimica(s), 0 componente(s) indicado(s), pero no excluye la presente de una o mas
partes, etapas, caracteristicas, composiciones, sustancias quimicas o componentes adicionales. Por ejemplo, una
composicion que comprende un compuesto quimico puede por tanto comprender compuestos quimicos adicionales,
etc.

Proceso de flujo de pistén:

En este tipo de proceso continuo, la mezcla de reaccién fluye a través de, por ejemplo, un reactor tubular o poliédrico
con retromezcla limitada. El flujo es un flujo laminar donde la composicidén de la mezcla de reaccién cambia a lo largo
de la direccidn axial del reactor, o un flujo de masa uniforme.

Biomasa:

Comprende material biolégico, producido por la fotosintesis y que se puede usar como materia prima en produccién
industrial. En este contexto, biomasa se refiere a materia vegetal en forma de semillas, cereales, legumbres, por
ejemplo, habas y guisantes, etc., y mezclas de las mismas, y en particular frutos y semillas de leguminosas. Ademas,
una biomasa que comprende legumbres es especificamente aplicable debido al contenido y composicidén de proteinas.

El sustrato de biomasa se puede disgregar por pretratamiento, tal como pretratamiento quimico o fisico, por ejemplo,
por medio de disgregacién, molido, descamacién, tratamiento con calor, tratamiento con presién, tratamiento
ultrasénico, tratamiento hidrotérmico, o tratamiento acido o alcalino.

Bioconversién/incubacién:

Es el proceso para incubar cultivos de microorganismos en un sustrato para un fin especifico, por ejemplo, incubar un
microorganismo sobre un hidrato de carbono para producir 4cidos organicos o alcoholes.

Producto de transformacién sélido del sustrato:

En general, el tratamiento de la biomasa por incubacién con microorganismos se puede dividir en cuatro tipos:

Produccién de biomasa — material celular

Produccién de componentes extracelulares — compuestos quimicos, metabolitos, tal como acidos, enzimas
Produccién de componentes intracelulares — enzimas, etc.

Producto de transformacién del sustrato — el sustrato transformado es el producto

En el presente contexto, el producto de transformacion sélido del sustrato se refiere a un producto resultante de la
incubacién de la biomasa seleccionada con el microorganismo vivo y opcionalmente ayudas de procesamiento.

Densidad aparente:

La densidad aparente es un parametro importante para el comportamiento fisico de una biomasa que tiene la forma
de polvo, granulos, y similares. El parametro se define como peso por volumen, y se puede medir en, por ejemplo,
g/ml. No es una propiedad intrinseca, sino que puede cambiar dependiendo del manejo, y se puede usar como un
indice de cambios estructurales. La densidad de un material se determina colocando un volumen fijado del material
en un vaso medidor y determinando el peso o determinando el peso de un volumen medido de un polvo. Mediante
esta prueba se pueden determinar las siguientes caracteristicas:

Densidad aparente (también conocida como densidad volumétrica) = masa/volumen seco sin compactar en g/ml o
kg/m3,;
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Densidad aparente himeda (también conocida como densidad total) = la proporcion de la masa total (Ms + M) respecto
a su volumen total;

Ms = masa de sélidos y M, = masa de liquidos.

Por tanto, en el contexto de la presente invencién, “densidad aparente seca” es la densidad aparente medida de la
biomasa sin la adicién de agua, es decir, la densidad aparente/densidad volumétrica. “Densidad aparente himeda” es
la densidad aparente medida después de la adicién de una cierta cantidad de agua.

Normalmente, la densidad aparente se determina segln los Estdndares Internacionales ISO 697 e ISO 60, pero debido
a la naturaleza de las sustancias esto no era aplicable en el presente contexto. El método individual usado se describe
en los ejemplos.

Oligosacaridos y polisacaridos:

Un oligosacérido es un polimero sacarido que contiene al menos dos azlcares monoméricos componentes. Los
polisacaridos son polimeros sacaridos que contienen muchos azlcares monoméricos componentes, también
conocidos como hidratos de carbono complejos. Los ejemplos incluyen polisacéridos de almacenamiento tal como
almidén y polisacéaridos estructurales tal como celulosa.

Hidratos de carbono:

Comprenden mono-, di-, oligo- y polisacéridos.

Materiales proteinaceos:

Comprenden compuestos organicos con un contenido sustancial de proteinas hechas de aminoacidos organizados en
una o mas cadenas. A una longitud de cadena de hasta aproximadamente 50 aminoacidos el compuesto se llama un
péptido; a mayor peso molecular el compuesto organico se llama un polipéptido o una proteina.

Grasas:

Comprenden ésteres entre acidos grasos y glicerol. Una molécula de glicerol se puede esterificar con una, dos o tres
moléculas de &cido graso produciendo un monoglicérido, un diglicérido o un ftriglicérido, respectivamente.
Habitualmente, las grasas consisten en principalmente triglicéridos y cantidades minoritarias de lecitinas, esteroles,
etc. Sila grasa es liquida a temperatura ambiente normalmente se llama aceite. Con respecto a los aceites, grasas, y
productos relacionados en este contexto, se hace referencia a "Physical and Chemical Characteristics of Qils, Fats
and Waxes", AOCS, 1996, asi como a "Lipid Glossary 2", F.D. Gunstone, The Oily Press, 2004.

Glicéridos:
Comprenden mono-, di-, y triglicéridos.

Microorganismos

Los microorganismos son organismos que son microscépicos, lo que los hace demasiado pequefios para ser vistos
por un ojo humano sin ayuda. Los microorganismos incluyen bacterias, hongos, arqueas, protistas, y virus. La mayoria
de los microorganismos son organismos de una Unica célula o unicelulares, pero hay protistas unicelulares que son
visibles al ojo humano, y algunas especies multicelulares son microscdpicas. Los microorganismos viven casi en
cualquier lugar en la tierra donde hay agua liquida, incluyendo aguas termales en el fondo del mar y profundo dentro
de rocas en la corteza de la tierra. Tales habitats estan habitados por extremdfilos.

En el contexto de la presente invencién, los microorganismos no incluyen levaduras vivas.

Bacterias del &cido lactico

(o Lactobacillales) son un orden de bacterias gram positivas, bajas en GC (bajo contenido en guanina-citosina),
tolerantes a acido, en general no esporulantes, que no respiran, ya sea en forma de varilla o coco, que comparten
caracteristicas metabdlicas y fisioldgicas comunes. Estas bacterias, habitualmente encontradas en plantas en
descomposicién y productos lacteos, producen acido lactico como el producto final metabélico principal de la
bioconversidén de hidratos de carbono. Las bacterias del 4cido lactico son géneros de microorganismos que producen
acidos organicos, tal como acido lactico y 4cido acético, como productos metabdlicos de la bioconversién de hidratos
de carbono. Los géneros son en particular, pero no estan limitados a, Lactobacillus, Pediococcus, Lactococcus,
Enterococcus, Weisella, Streptococcus, y Leuconostoc.
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Otros géneros

En el contexto de la presente invencién, otros géneros se refieren a los otros géneros bacterianos més relevantes en
relacién a la invencién. Comprenden un nimero de géneros que también producen &cidos organicos, tal como &cido
lactico y &cido acético, como productos metabdlicos de la bioconversién de hidratos de carbono, pero con frecuencia
a un nivel menor que las bacterias del &cido lactico.

En el contexto de la presente invencidn otros géneros que las del &cido lactico comprende, pero no estén limitados a,
Bacillus, Bifidobacterium, Brevibacillus, Propionibacterium, Clostridium, y Geobacillus.

Bacillus son géneros en el orden de Bacillales. Las bacterias son gram positivas, con forma de varilla, y forman
endosporas en condiciones estresantes. Ciertas cepas se usan como probibdticos.

Ayudas de procesamiento:

1. Enzimas

Enzima(s) es una gran clase de sustancias proteicas con la capacidad de actuar como catalizadores. Comunmente,
se dividen en seis clases, y las principales clases que estan dentro del ambito de esta invencién pueden ser
transferasas que transfieren grupos funcionales o hidrolasas que hidrolizan varios enlaces. Los ejemplos tipicos
pueden comprender: proteasa(s), peptidasa(s), (a-)galactosidasa(s), amilasa(s), glucanasa(s), pectinasa(s),
hemicelulasa(s), fitasa(s), lipasa(s), fosfolipasa(s), transferasa(s), celulasa(s), y oxidorreductasa(s).

2. Componentes vegetales vy agentes de procesamiento orqanicos

Algunas de las propiedades funcionales que son importantes en este contexto son: antioxidante, accién antibacteriana,
propiedades humectantes y estimulacién de la actividad enzimatica.

La lista de componentes vegetales es muy grande, pero los méas importantes son los siguientes: romero, tomillo,
orégano, flavonoides, acidos fenélicos, saponinas, y a- y B-acidos de lupulos, por ejemplo, acido a-lupulico para la
modulacién de hidratos de carbono solubles.

Ademas, &cidos orgéanicos, por ejemplo, acido sérbico, propibnico, citrico y ascérbico, y sus sales para el ajuste del
valor de pH, conservacién y propiedades quelantes es parte de este grupo de ayudas de procesamiento.

3. Agentes de procesamiento inorganicos

Comprenden composiciones inorganicas, por ejemplo, antiaglomerantes y agentes mejoradores de flujo en el producto
final, por ejemplo, silicato de potasio y aluminio, etc.

Comprenden &cidos inorganicos, por ejemplo, &cido clorhidrico.

Productos alimenticios procesados:

Comprenden productos lacteos, productos de carne procesados, dulces, postres, postres helados, productos
enlatados, comidas liofilizadas, aderezos, sopas, platos preparados, pan, tartas, etc.

Productos de pienso procesados:

Comprenden pienso listo para usar para animales tal como lechones, terneras, aves de corral, animales de piel, ovejas,
gatos, perros, peces, y crustaceos, etc.

Productos farmacéuticos:

Comprenden productos, tipicamente en forma de un comprimido o en forma granulada, que contienen uno o mas
ingredientes bioldgicamente activos que se pretenden para curar y/o aliviar los sintomas de una enfermedad o una
afeccién. Los productos farmacéuticos ademas comprenden excipientes y/o soportes farmacéuticamente aceptables.
Los bioproductos sélidos divulgados en el presente documento son muy adecuados para uso como un ingrediente
farmacéuticamente aceptable en un comprimido o granulado.

Productos cosméticos:

Comprenden productos que se pretende para higiene personal, asi como aspecto mejorado tal como acondicionadores
y preparaciones para el bafio.

Descripcion detallada de la invencién
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Al menos el 20% en peso de la biomasa comprende hidratos de carbono y materia proteinacea originaria de semillas
de soja, semilla de colza, o mezcla de las mismas.

En una primera forma de realizacién del método de la invencién al menos el 30% en peso de la biomasa, tal como al
menos el 40%, al menos el 50%, al menos el 60%, al menos el 70%, al menos el 80%, o al menos el 90% en peso,
comprende materia proteinacea originaria de soja opcionalmente desgrasada. La soja también puede estar
descascarillada.

En una segunda forma de realizacién del método de la invencién, al menos el 30% en peso de la biomasa, tal como
al menos el 40%, al menos el 50%, al menos el 60%, al menos el 70%, al menos el 80%, o al menos el 90% en peso,
comprende materia proteinacea originaria de colza opcionalmente desgrasada.

En una tercera forma de realizaciéon del método de la invencién la biomasa comprende materia proteinacea originaria
de soja opcionalmente desgrasada en una cantidad desde el 5% al 95% en peso en mezcla con materia proteinacea
originaria de colza opcionalmente desgrasada en una cantidad desde el 95% al 5% en peso opcionalmente en mezcla
adicional con materia proteinacea originaria de habas, guisantes, semillas de girasol y/o cereales en cantidades para
hacer una cantidad total de materia proteinacea del 100% en peso.

En cualquiera de las formas de realizacién de la invencién la biomasa que comprende materia proteindcea puede
ademas comprender oligosacaridos, y/o polisacaridos, y/o comprende ademas aceites y grasas, por ejemplo, de
semillas de plantas oleaginosas.

En cualquiera de las formas de realizacion de la invencién el producto de transformacién sélido del sustrato puede ser
un producto de transformacién de hidratos de carbono, en particular, oligosacéaridos y polisacaridos, y/o materia
proteinacea originaria de dicha biomasa, tal como un producto de transformaciéon de legumbres, tal como soja,
guisante, altramuz, girasol, y/o cereales, tal como trigo, 0 maiz, o de semillas de plantas oleaginosas, por ejemplo,
colza.

En cualquiera de las formas de realizacién de la invencién el microorganismo vivo 0 mezcla de microorganismos vivos
puede ser uno o més microorganismos que pueden producir uno 0 mas compuestos organicos, tal como éacidos
orgéanicos, por ejemplo, acido férmico, acido acético, acido propidnico, &cido butirico, 4cido lactico, y acido succinico,
o alcoholes, por ejemplo, etanol, a partir de hidratos de carbono.

En cualquiera de las formas de realizacién de la invencién el microorganismo vivo 0 combinacién de microorganismos
vivos puede ser uno 0 mas microorganismo(s) que produce(n) acidos orgénicos.

En cualquiera de las formas de realizacién de la invencién el microorganismo vivo 0 combinacién de microorganismos
vivos se puede seleccionar de la siguiente lista de géneros:

Lactobacillus
Lactococcus
Streptococcus
Pediococcus
Enterococcus
Leuconostoc
Weisella
Bifidobacterium
Bacillus
Brevibacillus
Propionibacterium
Clostridium
Trichoderma
Candida
Aspergillus

En cualquiera de las formas de realizacién de la invencién el microorganismo vivo 0 combinacién de microorganismos
vivos se puede seleccionar de cepas de Lactobacillus, y la mezcla se puede incubar a una temperatura de 15-50°C.

En cualquiera de las formas de realizacién de la invencién el microorganismo vivo 0 combinacién de microorganismos
vivos se puede seleccionar de cepas de Lactobacillus, Pediococcus, Enterococcus, Lactococcus, Streptococcus, y
Weisella, y la mezcla se puede incubar a una temperatura de 15-50°C.

En cualquiera de las formas de realizacién de la invencién el microorganismo vivo 0 combinacién de microorganismos
vivos se puede seleccionar de cepas de Bacillus, y la mezcla se puede incubar a una temperatura de 20-60°C.
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En cualquiera de las formas de realizacién de la invencién el microorganismo vivo 0 combinacién de microorganismos
vivos se puede seleccionar de cepas de Bifidobacterium, y la mezcla se puede incubar a una temperatura de 20-45°C.

En cualquiera de las formas de realizacién anteriores se afiade agua a dicho sustrato de biomasa en una cantidad que
proporciona una mezcla de incubacidn inicial que tiene una proporciéon de densidad aparente himeda respecto a
densidad aparente seca desde 0,65 a 1,40, tal como 0,70, 0,75, 0,80, 0,85, 0,90, 0,95, 1,00, 1,10, 1,15, 1,20, 1,25,
1,30, 0 1,35.

En cualquiera de las formas de realizacién anteriores el microorganismo vivo o combinacién de microorganismos vivos
se usa en una cantidad de 103 a 10" UFC (unidades formadoras de colonias) por g de dicho sustrato de biomasa, tal
como 103, 104 105 108 107, 108 10° o 10" UFC/g de sustrato de biomasa. El experto en la materia sabria cémo
seleccionar una cantidad adecuada, dependiendo de las condiciones de proceso seleccionadas, tal como dimensién
del reactor, el tiempo y temperatura del proceso, el microorganismo aplicado, y el producto de transformacién que se
va a producir.

En cualquiera de las formas de realizacidn de la invencion se afiade agua a dicho sustrato de biomasa en una cantidad
para proporcionar una proporcién de densidad aparente himeda respecto a densidad aparente seca desde 0,60 a
1,45 en el sustrato, tal como desde aproximadamente 0,65 hasta aproximadamente 1,40, por ejemplo, 0,70, 0,75,
0,80, 0,85, 0,90, 0,95, 1,00, 1,10, 1,15, 1,20, 1,25, 1,30, 0 1,35.

En cualquiera de las formas de realizacién de la invencién al menos el 40% en peso de la biomasa, tal como al menos
el 50%, al menos el 60%, al menos el 70%, al menos el 80%, o al menos el 90% en peso, puede comprender materia
proteinacea originaria de colza opcionalmente desgrasada, mientras se puede afiadir agua al sustrato en una cantidad
para proporcionar una proporcidn de densidad aparente himeda respecto a densidad aparente seca desde
aproximadamente 0,65 hasta aproximadamente 1,10, tal como 0,75, 0,80, 0,85, 0,90, 0,95, 1,00, o 1,05.

En cualquiera de las formas de realizaciéon de la invencién una o mas ayudas de procesamiento seleccionadas de
enzimas, componentes vegetales, y agentes de procesamiento organicos e inorganicos se pueden afiadir al sustrato
de biomasa y/o a la mezcla de incubacién inicial.

En cualquiera de las formas de realizacién de la invencién el grado de llenado de dicho tanque de incubacién se puede
mantener constante. Esto producira un flujo uniforme.

En cualquiera de las formas de realizacién de la invencién se puede afiadir una ayuda de procesamiento seleccionada
como a-galactosidasa al sustrato de biomasa y/o a la mezcla de incubacién inicial, por ejemplo, una preparacién de
a-galactosidasa se afiade al sustrato de biomasa y/o a la mezcla de incubacién inicial en una cantidad desde 0,05 a
50 unidades de a-galactosidasa por g de materia seca de sustrato de biomasa, tal como desde 0,5 a 25 unidades de
a-galactosidasa por g de materia seca de sustrato de biomasa, por ejemplode 1a10,de2a8,de3 a6, oded4ab
unidades de a-galactosidasa por g de materia seca de sustrato de biomasa.

En cualquiera de las formas de realizacién de la invencién la incubacién se puede llevar a cabo en condiciones
anaerobias. Las condiciones anaerobias se facilitan por la presente invencion.

En cualquiera de las formas de realizacidén de la invencidn el contenido de agua en la mezcla de incubacién puede ser
desde el 35% al 70% en peso, tal como el 40%, 45%, 50%, 55%, 60%, 0 65% en peso. Por tanto, el contenido de agua
en la mezcla inicial no supera el 70% en peso y puede variar desde, por ejemplo, desde el 40% al 65%, desde el 45%
al 60%, desde el 48% al 52%, o desde el 50% al 55%, tal como el 49, 50, 51, 52, 53, 0 54%.

En cualquiera de las formas de realizacién de la invencién la mezcla se incuba durante 1-240 horas a 15-70°C. El
experto sabra como optimizar el tiempo de reaccién y la temperatura de reaccién en vista de las otras condiciones de
reaccién, tal como la seleccién de microorganismos. Por tanto, la temperatura puede variar como, por ejemplo, 20-
65°C, 25-60°C, 30-55°C, 35-50°C, 0 40-45°C; y el tiempo de reaccién se puede seleccionar como, por ejemplo, de 2 a
180 horas, tal como de 5 a 150 horas, de 7 a 120 horas, de 1 a 80 horas, de 20 a 60 horas, o de 28 a 48 horas, en
cada uno de los intervalos de temperatura mencionados aqui.

En cualquiera de las formas de realizacién de la invencion el producto de transformacion sélido del sustrato se puede
secar, opcionalmente seguido por molido.

En cualquiera de las formas de realizacién de la invencién la mezcla de sustrato se puede incubar a un tiempo y una
temperatura suficientes para inactivar los microorganismos, factores antinutricionales y enzima(s) si se usan parcial o
totalmente, y si se desea.

En cualquiera de las formas de realizacién de la invencién el tanque de incubacién no agitado puede ser cerrado.
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En cualquiera de las formas de realizacién de la invencién el tanque de incubacién no agitado puede ser de un tipo
vertical, alargado cilindrico o poliédrico. La ventaja de usar este tipo es que ahorra espacio y como es no agitado se
evitan los costes de operacion y los costes de mantenimiento para el equipo de mezclado.

En cualquiera de las formas de realizacién de la invencién el area en la parte superior de dicho tanque de incubacién
no agitado puede ser menor que el area en la parte inferior, es decir, el tanque es de forma cdnica. La ventaja de esto
es que el efecto deslizante aumenta de modo que se pueden usar biomasas con una capacidad de flujo reducida.

En cualquiera de las formas de realizacién de la invenciéon el tanque de incubacién no agitado puede tener esterilla
aislante o una camisa térmica con hoyuelos y medios para controlar la temperatura dentro del tanque de incubacion.

El producto de transformacién sélido del sustrato proporcionado por la invencién se puede secar a un contenido de
agua de no mas del 15%, 13%, 10%, 6%, 4%, o 2% en peso y opcionalmente estar en forma molida.

El producto sélido de la invencién puede ser un producto de la transformacién de materia proteinacea y/o hidratos de
carbono originarios de dicha biomasa. El producto de transformacién sélido puede tener contenido reducido de factores
antinutricionales, tal como inhibidores de tripsina, antigenos, oligosacéridos que producen flatulencia, por ejemplo,
estaquiosa y rafinosa; acido fitico, y lectina.

El producto sdélido de la invencién puede comprender al menos el 40% de materia proteinacea en peso de materia
seca originaria de soja.

El producto sdélido de la invencién puede comprender al menos el 40% de materia proteinacea en peso de materia
seca originaria de colza.

El producto sélido de la invencién puede comprender proteinas en una cantidad del 30-65% en peso en base a materia
seca originaria de partes vegetales de soja, colza, o girasol, 0 mezclas de las mismas.

Por ultimo, la invencién proporciona un alimento, pienso, producto cosmético o farmacéutico o un suplemento
nutricional que contiene desde el 1% al 99% en peso de un producto de transformacién sélido producido segun la
invencién.

Ejemplos

Proporcién de densidad

Ejemplo 1:

Proporcién densidad aparente himeda/densidad aparente seca para sustratos preferidos basados en varias biomasas

1.1 Biomasas usadas en el procedimiento:

Soja

La soja usada era harina de soja (SBM) desgrasada.

Maiz

El maiz usado era maiz integral, molido en un molino de martillos a través de un tamiz de 3,5 mm.
Trigo

El trigo usado era trigo integral, molido en un molino de martillos a través de un tamiz de 3,5 mm.
Girasol

El girasol usado era harina de semilla de girasol (SSM) desgrasada.

Colza

La colza usada era harina de semilla de colza (RSM) desgrasada.

Habas

Las habas usadas eran habas enteras
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Proteina de quisante

La proteina de guisante usada era un concentrado de proteina de guisante

1.2. Descripcién del procedimiento:

Se mezclaron la(s) cantidad(es) de biomasa y agua tabuladas a continuacién durante diez minutos seguido por
cincuenta minutos de equilibrio en un recipiente cerrado.

Después este material se ech6 en un vaso medidor de 500 ml y se determiné su masa pesando el vaso y restando la
tara del vaso.

La densidad aparente de calculé como masa/volumen sin asentar en kg/m3.

La densidad aparente seca usada era la densidad aparente medida de la biomasa sin adicién de agua.
La densidad aparente hiumeda era la densidad aparente de la biomasa con agua afiadida.

Se calculé la proporcién como la densidad aparente humeda dividida por la densidad aparente seca.
El contenido de humedad de las biomasas se determiné secando a un peso constante.

Después de la adiciéon de agua la humedad en la mezcla se determiné por célculo.

1.3. Resultados:

Los resultados para soja al 100% y mezclas al 80% con soja se tabulan a continuacién:

Soja Maiz Trigo Girasol Colza Haba Guisante Agua Hume:;:iad 2222?1?2 Razén
eng en % kg/m?

1000 g 0 10,9 665 -

1000 g 100 19,0 638 0,96

1000 g 250 28,7 500 0,75

1000 g 450 38,6 476 0,72

1000 g 750 49 1 470 0,71

1000 g 900 53,1 572 0,86

1000 g 1100 57,6 655 0,98

1000 g 1400 62,9 715 1,07

1000 1900 69,3 889 1,34

800 S . 38,9 617 0.68

800 g 53,4 634 0,90

800 1900 69,4 1008 1,43
‘ &\\\\\\\\\\\‘

800 g 450 39,,1 580 E),84

800 g 900 53,5 623 0,90

800 1900 69,5 960 1,38

= &\\\\\\\\N

800 g 450 38:2 554 6,81

800 g 900 52,9 598 0,88

800 : 1900 69,1 926 1,36

- DIIIMN m

800 g 100 19,,4 576 0,81

800 g 250 29,0 514 0,72

800 g 450 38,8 483 0,68

800 g 750 49,3 490 0,69

800 g 900 53,3 597 0,84

800 g 1100 57,8 528 0,74

800 g 1900 69,4 908 1,28

10
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£

69,3

AN\

941

1,36

A\

1,2 703 >
450 | 38,7 488 555
900 | 53,2 728 104

1900

Los resultados para el 60% y 40% de mezclas de soja con maiz, girasol y colza, asi como colza al 100% se tabulan a
continuacion.

Humedad

Densidad

AN\

Soja Maiz Agua en % aparente kg/m® Razén

600 g 400 g g 11,8 703 -

600 g 400 g 50¢g 29,5 651 0,93

600 g 400 g 50¢g 39,2 626 0,89

600 g 400 g 50 ¢ 49,6 631 0,90

600 g 400 g 00g 53,6 666 0,95

600 g 100 g 58,0 723 1,03

600 g 400 63,3 796 1,13

= I &\\\\\\\\\\\\\N
g g , -

600 g 00g 18,2 530 0,82

600 g 50¢g 28,0 435 0,68

600 g 50¢g 37,9 433 0,67

600 g 50¢g 48,6 436 0,68

600 g 00g 52,6 480 0,75

600 g 100 g 57,1 449 0,70

600 400 62,5 616 0,96

-~ ‘&\\\\\\\\\\\\\\“
g , -

600 g 19,7 560 0,82

600 g 29,4 502 0,78

600 g 39,1 503 0,78

600 g 49,5 492 0,77

600 g 53,5 516 0,80

600 g 57,9 545 0,85

600 63,2 655 1,02

Aty

T

Aty

T

400 g 0g 12,1 658 >
400 g 100 g 20,1 556 T
400 g 250 g 29,7 471 07
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400 g 450 g 39,4 458 0,70
400 g 1600 g 750 g 49,8 486 0,74
400 g [600g 900 g 53,7 486 0,74
400 g [600g 1100 g 58,1 531 0,81
400 g 1600 g 1400 g 63,4 605 0,92
&\\\\\\\\\\\\\N
9 s 9 9 , -
0g 11000 g 100 g 20,8 484 0,79
0g 11000 g 250 g 30,3 438 0,71
0g 11000 g 450 g 39,9 457 0,74
0g 11000 g 750 g 50,2 507 0,82
0g 11000 g 900 g 54,1 535 0,87
0g 11000 g 1100 g 58,5 585 0,95
9 1 1000 g 1400 g 63,7 688 1,12

0
Ejemplo 2

Proporcién de densidad aparente humeda/densidad aparente seca para sustratos basados en varias biomasas y
usados en experimentos con varios microorganismos

La determinacién de la densidad aparente se realizé echando una cantidad de material (aprox. 250 ml) en una probeta
graduada de 250 ml y leyendo el volumen después de nivelar la superficie agitando suavemente la probeta. Después
de esto, se determiné el peso del material. Las densidades aparentes secas y las densidades aparentes himedas se
hicieron en triplicados.

Los resultados se resumen en la siguiente tabla:

Biomasa Materia seca en % en peso Razén de densidad = densidad aparente
himeda/densidad aparente seca
100% SBM 35 1,13
100% SBM 40 0,95
100% SBM 42,5 0,86
100% SBM 52 0,85
100% SBM 55 0,84
80% SBM + 20% RSM 35 1,05
80% SBM + 20% RSM 42,5 0,88
80% SBM + 20% RSM 52 0,78
60% SBM + 40% RSM 35 0,94
60% SBM + 40% RSM 42,5 0,84
60% SBM + 40% RSM 52 0,73

Pruebas de incubacién a escala de laboratorio del método de tecnologia nueva
Los siguientes ejemplos 3 a 9 eran experimentos a escala de laboratorio en las siguientes condiciones:
Antecedentes:

Los antecedentes para las siguientes pruebas de incubacién a escala de laboratorio era imitar las condiciones en el
método de la presente invencién.

Materiales y métodos:

Materiales

Biomasas: harina de soja (SBM), harina de colza (RSM) y harina de semilla de girasol (SSM) — como se describen en
la seccidn 1.1.

Agua: Agua del grifo normal
Microorganismos: El/los microorganismo(s) utilizado(s) se especifican para cada ejemplo. Para todos los
experimentos, a menos que se indique en el ejemplo especifico, los microorganismos se dosificaron con

aproximadamente 108 UFC/g DM. Las bacterias del acido lactico y Bifidobacterium se hicieron crecer en caldo MRS,
se lavaron con NaCl al 0,9%, y se dosificaron a la incubacién basado en una relacién entre la DOgoo y UFC/ml. La
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cantidad en ml necesaria para dosificar 102 UFC/g DM se resté de la cantidad de agua total indicada en cada ejemplo.
Para las cepas de Bacillus, la mayoria de ellas se dosificaron como cultivos formulados secos, pero Geobacillus
denitrificans y Bacillus smithii se hicieron crecer en Caldo Nutriente, y se lavaron de la misma manera, y dosificaron
de la misma manera, que se describe para las cepas de bacterias del &cido lactico.

Los microorganismos y su origen usados en los ejemplos se muestran en la siguiente tabla:

actobacillus plantarum angoo
Lactobacillus paracasei 5622 DSMZ
Lactobacillus fermentum Bio Growing
Lactobacillus acidophilus Bio Growing
Lactobacillus delbruckii bulgaricus Bio Growing
Lactobacillus debruckii sunkii 24966 DSMZ
Lactobacillus farciminis Aislado propio
Lactobacillus formosensis Aislado propio
Lactobacillus salivarius 20554 DSMZ
Bacillus coagulans Pangoo
Bacillus licheniformis BioCat
Bacillus subtilis BioCat
Bacillus smithii 2319 DSMZ
Lactococcus lactis Bio Growing
Bifidobacterium animalis Bio Growing
Pediococcus acidolactici Pangoo
Enterococcus faecium Pangoo
Enterococcus faecalis Pangoo
Enterococcus durans Aislado propio
Weisella hellenica Aislado propio
Streptococcus thermophiles Bio Growing
Geobacillus thermodenitrificans 466 DSMZ

DSMZ: Coleccidn Alemana de Microorganismos y Cultivos Celulares

Ayuda de procesamiento: a-galactosidasa de Bio-Cat (12.500 U/g). La a-galactosidasa se dosificé en 1 ml de agua,
que se resto6 de la adicidn total de agua indicada en la tabla de cada ejemplo.

Método experimental usado

Tanque de incubacién:

Para imitar las condiciones de bioconversién donde el oxigeno se vuelve no disponible, la bioconversion se realizé en
bolsas de plastico fuerte, estrujadas a mano para eliminar aire y cerradas herméticamente con una correa, que aun
permite que el CO, escape.

Incubacién:

Las muestras se incubaron a diferentes temperaturas, diferentes contenidos de agua y a diferentes duraciones en
tiempo, especificados para cada ejemplo. La incubacién se paré calentando a 100°C durante 30 min.

Métodos analiticos:

Anélisis de cidos:

El analisis fue realizado por LUFA Oldenburg, Alemania, usando una digestién acuosa con filtracion en membrana y
posterior medida por un cromatégrafo iénico.

Sacarosa vy galactosa (aztcares):

El contenido de sacarosa y galactosa se determind por cromatografia en capa fina.
Fase estacionaria — gel de silice 60 (Merck 1.05553.0001)
Fase movil — 120 ml de n-butanol, 80 ml de piridina y 60 ml de agua desmineralizada.

Las manchas se visualizan con un liquido compuesto de 8 g de difenilamina, 335 ml de acetona, 8 ml de anilina y 60
ml de &cido fosférico.
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Las concentraciones de azucar se determinaron por comparacién con estandares conocidos.
pH:

El pH se midié en diluciones del 10% DM con un HQ 411d de HACH.

UFC:

Las UFC se determinaron por extension en placa, usando placas de agar MRS para bacterias del acido lactico, y agar
Nutriente para las cepas de Bacillus.

Ejemplo 3

Ensayo de diferentes organismos de produccién (LAB) a 20°C, a diferentes proporciones de materia seca

Configuracién experimental:

Lactobacillus salivarius 425 1*108 113,6 120 122
Lactq_baCI//us debrucki 425 1%108 13,6 120 192
sunkii

Lactobacillus plantarum 35 1*108 113,6 120 172
Lactobacillus plantarum 425 1*108 113,6 120 122
Lactobacillus plantarum 52 1*108 113,6 120 79
Lactobacillus paracasei 35 1*108 113,6 120 172
Lactobacillus paracasei 425 1*108 113,6 120 122

Las muestras se incubaron en un bafio de agua termostético a 20°C.
Resultados:

Después de 44 horas de incubacién se obtuvieron los siguientes resultados, que muestran crecimiento, conversién de
azucar y produccién de &cido:

Lactobacillus 35 4.9 12 6,1 49 3*1Q10 0 0
plantarum
Lactobacillus 425 37 13 5.0 52 2*1010 0 0
plantarum
Lactobacillus 52 3.2 0.9 4.1 52 | 2*10%° 0 0
plantarum

Después de 116 horas de incubacién se obtuvieron los siguientes resultados, que muestran crecimiento, conversion
de azlcar y produccién de 4cido:

A 425 |34 1,0 4,4 49 |9510° 105 16
salivarius

Lactobacillus 425 37 0,5 42 4,9 3,9%10° 0 1.6
debruckii sunkii

Lactobacillus 35 73 11 8.4 45 2,0%1010 0 0
plantarum

Lactobacillus 425 57 1.1 6,8 47 2,3*1010 0 0
plantarum

Lactobacillus 52 51 12 6,3 48 2,2*1010 0 0
plantarum

Lactobacillus 35 47 0,8 55 4,8 1,9*1010 6 0
paracasei
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Lactobacillus 425 32

0,6

3,8

4,8 1,8*10'° 6 0

paracasei '

Parte de los azlcares todavia estaba unida en oligosacaridos en este experimento, incluso después de 166 horas. El
potencial para produccion de acidos es por tanto mayor que el obtenido en esta prueba.

Ejemplo 4

Ensayo de diferentes organismos de produccién (LAB) a 30°C, al 40% DM

Configuracién experimental:

actobacillus plantarum
Lactococcus lactis 40 1*108
Enterococcus faecium 40 1*108

Las muestras se incubaron en un bafio de agua termostatico a 30°C.
Resultados:

Después de 45 horas de incubacién se obtuvieron los siguientes resultados, que muestran crecimiento, conversién de
azucar y produccién de acido:

actobacillus 40 6,2 1.1 7.3 46 1*10™° 0 1.4
plantarum

Lactococcus lactis | 40 3,7 0,9 46 4.8 1*10'0 1,8 1,8
;:‘nte_rococcus 40 5 1 14 6,5 4,8 2*1010 0,4 1.4
aecium

Después de 69 horas de incubacién se obtuvieron los siguientes resultados, que muestran conversién de azlcar y
produccién de &cido (las UFC no se determinaron):

Lactobacillus 40 7.0 10 8,0 45 0 05
plantarum
Lactococcus lactis | 40 43 1,2 55 46 1,8 1,2
f”te.mcocc”s 40 58 13 71 46 0 06
aecium

Ejemplo 5

Ensayo de diferentes organismos de produccién a 37°C, a diferentes proporciones de materia seca

Configuracién experimental:

1 35 1*108 113,6 120 172
plantarum
Lactobacillus 5 42,5 1%108 113,6 120 122
plantarum
Lactobacillus 3 42,5 1*108 113,86 No afiadida 122
plantarum
Lactobacillus 4 425 1%107 68,2 72 73
plantarum

15
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Lactobacillus

Después de 18,5 a 20 h de incubacién se obtuvieron los siguientes resultados, que muestran crecimiento, conversion
de azlcar y produccién de 4cido.

16

5 425 1*10° 68,2 72 73
plantarum
ég‘ﬁfabrfl‘;”us 6 52 1*108 113,6 120 79
é:f;igas‘;’i”us 7 35 1*108 113,6 120 172
é:f;‘(’:gas‘;’i”us 8 42,5 1108 13,6 120 122
é:f;‘(’:gas‘;’i”us 9 52 1108 13,6 120 79
Bacillus coagulans 10 35 1*108 68,2 72 103
Bacillus coagulans 1 425 1*108 68,2 72 73
Bacillus coagulans 12 425 1*108 113,6 No afiadida 122
Bacillus coagulans 13 425 1*107 68,2 72 73
Bacillus coagulans 14 55 1*108 68,2 72 41
Bacillus licheniformis 15 35 1*108 68,2 72 103
Bacillus licheniformis 16 425 1*108 68,2 72 73
Bacillus licheniformis 17 55 1*108 68,2 72 41
Bacillus subtilis 18 35 1*103 68,2 72 103
Bacillus subtilis 19 425 1*103 113,6 120 122
Bacillus subtilis 20 55 1*103 68,2 72 41
Lactobacillus 21 42,5 1108 68,2 72 73
fermentum
Lactobacillus 22 425 6*107 68,2 72 73
acidophilus
Lactobacillus 4 AT
delbruckii bulgaricus 23 42,5 210 68,2 72 73
Lactobacillus 24 425 6+10° 682 72 73
farciminis
Lactobacillus 25 425 1*108 1136 120 122
formosensis
Lactococcus lactis 26 425 4*107 68,2 72 73
Bifidobacterium 27 425 1+108 68,2 72 73
animalis
Pediococcus 28 42,5 1108 68,2 72 73
acidolactici
Enterococcus faecium 29 425 1*108 68,2 72 73
Enterococcus faecalis 30 425 1*108 68,2 72 73
Enterococcus durans 31 425 1*108 113,6 120 122
Weisella hellenica 32 425 1*103 113,6 120 122
Lactobacillus
i:’(’:‘t’j’g’;’;/fus 33 42,5 1%108y 3*107 | 113,6 120 122
paracasei
Streptococcus
(hermophilis + 34 42,5 54107y 5107 | 113,6 120 122
animalis
Pediococcus
f‘;’g‘;’i‘;’;fl’/;s 35 42,5 54107y 5107 | 113,6 120 122
plantarum
Lactobacillus
Za;ggé’;g//’;s 36 42,5 54107y 5*107 | 113,6 120 122
plantarum
Lactobacillus
plantarum + sacarosa | 37 425 1*108 113,6 120 122
(5% DM)

Resultados:
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Lactobacillus
plantarum
Lactobacillus
plantarum Inoc: | 2 425 5,3 1,2
108 UFC/g
Lactobacillus
plantarum Inoc: | 4 425 55 1,2
107 UFC/g
Lactobacillus
plantarum Inoc: | 5 425 6,5 1,2
10°UFC/g
Lactobacillus
plantarum
Lactobacillus
paracasei
LactobaCI//us 8 425
paracaseij

Bacillus
coagulans 1 425 45 1,4
Inoc: 108 UFC/g
Bacillus
coagulans 13 425 3,6 1,4
Inoc: 10 UFC/g
Lactobacillus
farciminis 24 425 42 0,1
(no 1)
Lac_tococcus 6 425
lactis

B/f/.dob_acter/um 57 425
animalis

Pediococcus 28 | 425 |37 1,5
acidolactici
Ente_rococcus 29 425
faecium

Lactobacillus
salivarius +

Lactobacillus 33 42,5
paracasei
Streptococcus
thermophiles +

Bifidobacterium 34 42,5
animalis
Pediococcus
acidolactici +
Lactobacillus
plantarum
Lactobacillus
farciminis +

Lactobacillus 36 42,5
plantarum
Lactobacillus
plantarum + 37 425 5,3 1,1
sacarosa

nd: no determinado

47 | nd 1 2

50 | nd 2 2

48 | nd 1 2

48 | nd 2 2

44 | nd 2 2

45 | nd 2,6 2

53 | 8*10° 2,5 2

54 | 7*10° 2,5 2

48 | nd 4 3,5

50 | nd 2 2

50 | nd 2 2

5,1 nd 2 2

5,1 nd 2 2

44 | nd 2 2

49 | nd 2 2

35 42,5 54 1,2 6,6 47 | nd 1 2

45 | nd 1 2

47 | nd 6 2

Después de 42,5 y 44 h de incubacién se obtuvieron los siguientes resultados, que muestran crecimiento, conversion
5 de azlcar y produccién de 4cido.
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1 35 73 1.0 83 44 | 1*10m 0 1.4
plantarum
Lactobacillus
plantarum Inoc: | 2 425 6,8 1,2 8,0 44 | 1*10% 0 1,8
108 UFC/g
Lactobacillus
plantarum (no 3 425 3,6 1,2 48 51 5*10° 0 0
a-gal)
Lactobacillus
plantarum Inoc: | 4 425 7,3 1,5 8,8 46 nd 0 1,1
107 UFC/g
Lactobacillus
plantarum Inoc: | 5 425 7,9 1,1 9,0 46 nd 0 1,25
10° UFC/g
Lactobacillus | & 52 66 12 78 45 | 1*1010 0 18
plantarum
Lactobacillus | 7| 35 | 72 0,1 7,3 41 | 3*100 0 2,4
paracasel
Lactobacillus | o 425 |66 0.1 6.7 42 | 2*10™ 05 26
paracasel
Lactobacillus | o 52 53 0.1 54 44 | 2¢1010 3 3
paracasel
Bacillus 10 |35 69 12 8.1 45 |nd 0 13
coagulans
Bacillus
coagulans 1M |425 |82 13 95 46 | 4*10° 0.4 1
Inoc: 108 UFC/g
Bacillus
coagulans (no 12 425 55 1,2 6,7 47 2*10° 0 0
a-gal)
Bacillus
coagulans 13 | 425 |73 13 8.6 47 | 3*10° 05 1
Inoc: 10 UFC/g
Bacillus 14 |55 3,7 0.8 45 51 | nd 2 2
coagulans
Bacillus 15 |35 27 0.0 27 51 | nd 25 4
flicheniformis
Bacillus 16 |425 |08 0.0 08 60 | nd 25 4
flicheniformis
Bacillus 17 |55 02 0.0 02 64 | nd 27 33
flicheniformis
Bacillus subtilis | 18 | 35 24 0.1 25 51 | nd 3 Z
Bacillus sublilis | 19 | 425 | 2.5 0.9 3.4 53 | 3*10° 36 26
Bacillus subtilis | 20 | 55 05 0.1 06 60 | nd 5 2
Lactobacillus | oy | 455 |46 21 67 49 | 5*101 1 1
fermentum
Lactobacillus | oy | 455 | 42 02 44 47 | 4100 1 1
acidophilus
Lactobacillus
delbruckii 23 | 425 |37 17 54 52 | 8*10° 33 25
bulgaricus
IéaCt.Ob.a?’””S 24 |425 |79 03 8,2 42 | 5410° 08 28
arciminis
Lactobacillus | o5 | 455 | g5 02 6.7 42 | 3*10° 05 2
formosensis
Lactococcus 26 | 425 |40 23 6.3 48 | 8*10° 08 1
factis
Bifidobacterium | o7 | 455 | 45 21 6.6 49 | 6*10° 1 08
animalis

18
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Pe_diococ_cqs 28 425
acidolactici
Ente_rococcus 29 425
faecium
Enterqcoccus 30 425
faecalis
Enterococcus 31 425
durans
We/se_//a 32 425
hellenica
Lactobacillus
salivarius +
Lactobacillus 33 42,5
paracasei
Streptococcus
thermophiles +
Bifidobacterium 34 42,5
animalis
Pediococcus
acidolactici +
Lactobacillus 35 42,5
plantarum
Lactobacillus
farciminis +
Lactobacillus 36 42,5
plantarum
Lactobacillus
plantarum + 37 42,5 6,5 1,0 7,5 4.4 1*10'0 4 2,2
sacarosa

nd: no determinado

6,9 1,5 8,4 46 | 9*10° 0,5 0,7

7,6 1,5 9,1 46 | 7*10° 0,5 0,7

5,8 1,5 7,3 47 | 9*10° 0,3 0,3

2,7 0,2 2,9 49 | 2*10° 3 2

4,1 1,6 57 49 | 3*10° 1 1

6,2 0,1 6,3 42 | 1*10% 1 1,9

5,1 2,0 7,1 48 | 8*10" 0,2 1

6,9 1,2 8,1 44 | 1*10' 0 1

7,4 1,0 8,4 44 | 9*10° 0 1,4

Después de 116 h de incubacidn se obtuvieron los siguientes resultados, que muestran conversién de azucar y
produccién de &cido.

5
Bacillus coagulans | 10 35 7,7 1,2 8,9 43 0 0
Bacillus coagulans | 11 425 7,7 1,2 8,9 43 0,1 0,5
Bacillus coagulans | 14 55 4.8 0,7 55 4.8 1,2 1,6
Bacillus 15 35 25 0,1 26 48 |03 35
flicheniformis
Bacillus 16 425 |17 0,1 1,8 55 |2 33
flicheniformis
Bacillus 17 55 0,4 0,1 0,5 63 |29 3,3
flicheniformis
Bacillus subtilis 18 35 1,6 0,1 1,7 4.9 0 3,5
Bacillus subtilis 19 425 1,4 0,1 1,5 51 1,5 3,5
Bacillus subtilis 20 55 0,8 0,2 1,0 5,9 3
Ejemplo 6
Ensayo de diferentes organismos de produccién a 44°C, al 40% DM
10

Configuracién experimental:

actobacnius plantarum

Pediococcus acidolactici 1*103

Bacillus coagulans 1*108 68,2
Bacillus licheniformis 1*108 68,2
Bacillus subtilis 1*108 68,2
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Las muestras se incubaron en un bafio de agua termostético a 44°C.
Resultados:

Después de 20 horas de incubacién se obtuvieron los siguientes resultados, que muestran crecimiento, conversién de
azucar y produccién de acido:

Lactobacillus 40 5 1 0,2 5,3 48 | Nd 3 2,5
plantarum

Pediococcus 40 47 0,2 49 48 | Nd 3 3
acidolactici

Bacillus 40 4.4 0,1 45 50 | 2*10" 2 2,5
coagulans

Bacillus 40 1.1 0,0 1,1 6,0 | 2*108 2,5 3,6
licheniformis

Bacillus subtilis 40 0,7 0,2 0,9 6,0 1*10° 6,5 3,8

nd: no determinado

Después de 44 horas de incubacién se obtuvieron los siguientes resultados, que muestran conversién de azlcar y
produccién de &cido (las UFC no se determinaron):

Lactobacillus plantarum | 40 6,8 0,3 71 4.4 3 2,2

Pediococcus acidolactici | 40 6,6 0,3 6,9 4.4 2 1,5

Bacillus coagulans 40 7,2 0,2 7,4 4.4 0,5 1,0

Bacillus licheniformis 40 1,5 0,1 1,6 5,9 1 2,9

Bacillus subtilis 40 1,3 0,1 1,4 57 45 2,9
Ejemplo 7

Ensayo de diferentes organismos de produccién a 52°C, al 52% DM

Configuracién experimental:

Bacillus smithii 425 1*10 113,6 120 172
Bacillus smithii 425 1*103 113,6 Sin adicién 172
Bacillus licheniformis 425 1*108 113,6 120 172
Bacillus licheniformis 425 1*108 113,6 Sin adiciéon 172
Bacillus coagulans 425 1*108 113,6 120 172

Las muestras se incubaron en un bafio de agua termostético a 52°C.
Resultados:

Después de 116,5 horas de incubacion se obtuvieron los siguientes resultados, que muestran crecimiento, conversion
de azlcar y produccién de acido:

acillus smithii
Bacillus smithii

42,5 Nd 2 0
(no a-gal)
Bacillus 425 38 0 3,8 54 | 5107 3 2
flicheniformis
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Bacillus

licheniformis (no 425 2,7 0 2,7 55 Nd 0,5 0
a-gal)

Bacillus 42,5 1,8 0.2 2,0 4,9 | 4*108 1,5 1,5
coagulans

nd: no determinado

Ejemplo 8

Ensayo de diferentes organismos de produccién a 60°C

Configuracién experimental:

Bacillus coagulans 425 1*108 113,6 120 122
Bacillus smithii 425 1*108 113,6 120 122
Geobacillus 35 1*108 1136 120 122
thermodenitrificans

Las muestras se incubaron en un incubador a 60°C.

Resultados:

Después de 44,5 y 116,5 horas de incubacién se obtuvieron los siguientes resultados, que muestran crecimiento,
conversién de azucar y produccién de acido:

116,5 425 11,3 0,2 1,5 5,3 | 6*10° 7 4
coagulans
Bacillus smithii 116,5 425 | 0,8 0,4 1,2 5,7 | 5*10°
Geobacillus 445 35 |20 0,2 22 52 | 9*107 8
thermodenitrificans
Ejemplo 9

Bioconversién con biomasas alternativas

Incubacién a 37°C durante 42,5 a 45,5 horas

Lactobacillus 35 1%108 13,6 - - 120 172
plantarum

Lactobacillus 425 1%108 13,6 - - 120 122
plantarum

Lactobacillus 52 1%108 13,6 - - 120 79

plantarum

Lactobacillus 35 1%108 90,1 228 - 120 172
plantarum

Lactobacillus 42,5 1%108 90,1 22,8 - 120 122
plantarum

Lactobacillus 52 1%108 90,1 228 - 120 79

plantarum

Lactobacillus 35 1%108 67,8 - 43,8 120 174
plantarum

Lactobacillus 42,5 1%108 67,8 - 438 120 124
plantarum

Lactobacillus 52 1%108 67,8 - 43,8 120 81

plantarum
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conversién de azlcar y produccién de acido:

Bacillus coagulans 35 1*108 68,2 - - 72 103
Bacillus coagulans 425 1*108 113,6 - - 120 122
Bacillus coagulans 55 1*108 68,2 - - 72 41
Bacillus coagulans 35 1*108 90,1 22,8 - 120 172
Bacillus coagulans 425 1*108 90,1 22,8 - 120 122
Bacillus coagulans 52 1*108 90,1 22,8 - 120 79
Bacillus coagulans 35 1*108 67,8 - 43,8 120 174
Bacillus coagulans 425 1*108 67,8 - 43,8 120 124
Bacillus coagulans 52 1*108 67,8 - 43,8 120 81

Resultados:

Después de 42,5 a 45,5 horas de incubacién se obtuvieron los siguientes resultados, que muestran crecimiento,

ég‘ﬁfabrfl%”“s 35 | sBM 72 0.1 73 41 | 3*100 0 24
ég‘ﬁfabrfl‘;”us 425 | SBM 6,8 1.2 8,0 4,4 | 1*101 0 1.8
é;‘;tfabrfl‘;”us 52 | SBM 6,6 1.2 7.8 45 | 1*101 0 1.8
Lactobacillus SBM/

35 7.3 0,9 82 4.4 | 5%10° 0 1
plantarum RSM ' ' ' '

LfctfbaC”’”S 42,5 22',\\"/'/ 6,8 1,0 7.8 4,4 | 5*10° 0 1
piantarum ! ! ! ! !
Lactobacillus SBM/

52 59 0,9 6,8 45 | 7%10° 0,8 1
plantarum RSM ' ' ' ' '
Lactobacillus SBM/

35 6,5 0,7 7.2 4.4 | 4%10° 0 1
plantarum SSM ' ' ' '

LfctfbaC”’”S 42,5 ggm/ 6,3 0,7 7.0 4,4 | 4*10° 0 1
piantarum ! ! ! ! !

LfctfbaC”’”S 52 ggm/ 57 0,7 6,4 4,4 | 4*10° 0,8 1
plantarum ’ ’ ’ ’ ’

fj’:gﬁ;:ns 35 | sBM 69 12 8.1 45 | nd 0 13
fj:gﬁ;:ns 425 | SBM 6,5 1.3 7.8 45 | 7%10° 0 0,5
fj’:gﬁ:ns 55 | SBM 37 0,8 45 51 | nd 2 2
fj’:gﬁ;:ns 35 22',\\"/'/ 72 0,9 8.1 44 | 2*109 0 05
fj:gﬁ;:ns 425 22',\\"/'/ 6,3 1.0 7.3 4.4 | 3*10° 0,3 0,8
Bacillus SBM/

52 56 0,9 6,5 45 | 2%10° 1 1
coagulans RSM ' ' ' '
Bacillus SBM/

35 6,1 0,7 6,8 4.4 | 2%10° 0 0
coagulans SSM ' ' ' '
fj:gﬁ;:ns 425 ggm/ 58 0,7 6,5 4.4 | 5%10° 0,3 0,5
Bacillus SBM/ %49
coagulans 52 | aam 47 0,7 5.4 46 | 3*10 1 1

Ejemplo 10

Bioconversién a escala piloto

Incubador:

El incubador era un reactor vertical a escala piloto con un volumen total de 2,0 m?. El incubador estaba equipado con
una sonda de temperatura en la entrada, asi como en la salida.
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Mezcla de incubacién:

El incubador se incubé con una mezcla precalentada de 250 kg de harina de soja (88% DM); 264 g de a-galactosidasa
de Bio-Cat (12.500 U/g), formulacién seca de Bacillus coagulans para alcanzar un nivel de inoculacién final de 1*107
células/g DM, y 268 litros de agua del grifo. La proporcién densidad aparente hUumeda/densidad aparente seca de la
mezcla de incubacién era 0,88. Esto produjo una DM del 42,5% de la mezcla de incubacién.

Procedimiento de prueba:

Después de llenar el reactor, se purgd con gas N, para eliminar el O,. La biomasa se incubd a 60 horas a 37°C.
Resultados:

Después de 60 horas se obtuvo un producto que comprende el 7,5% de DM de acido lactico y el 1,3% de DM de acido
acético.

El pH habia caido a 4,6.
Ejemplo 11

Bioconversién a gran escala

Incubador:

El reactor usado era un cilindro vertical con una altura eficiente de 7,3 my un diametro de 4,3 m.

En la parte superior del reactor vertical, la mezcla de alimentacién cae en posicién cerca del centro del reactor. Para
una distribucién uniforme, una hoja raspadora o brazo de nivel distribuye le mezcla de alimentacién de entrada sobre

el perimetro del reactor.

En el fondo del reactor, el produjo se extrajo por medios para alcanzar un tiempo de residencia uniforme para cualquier
particula extendida en la parte superior del reactor.

Ensayo de flujo de pistén uniforme

Los medios de entrada y salida del reactor se ajustaron para lograr un tiempo de residencia esperado de 12 horas.
Para proporcionar el tiempo de distribucién uniforme, una sustancia marcadora inerte se afiadié a la mezcla de
alimentacién. La mezcla de alimentacién usada en el experimento tenia un contenido natural de hierro de
aproximadamente 143 mg/kg de materia seca (= concentracién compensada); por tanto, se usd sulfato de hierro
(FeS0O4) como un marcador en una concentracién de 1167 mg de FeSO./kg de materia seca de mezcla de alimentacién
igual a un contenido de hierro total de 572 mg de Fe/kg de materia seca total. Al tiempo 0 horas, el FeSO, se afiadi
a la mezcla de alimentacién dosificada al reactor durante un periodo de 60 minutos. Se sacaron muestras cada 20
minutos, se secaron, y analizaron para el contenido de hierro, y se encontré que el producto enriquecido en FeSO4
deja el reactor 12-13 horas después de dosificar el FeSO,4 a la mezcla de alimentacién de entrada, y se encontrd una
concentracién maxima de 355 mg/Kg de Fe a 12,5 horas después del inicio.

23



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 3019 569 T3

REIVINDICACIONES

Un método para producir un producto de transformacién sélido de un sustrato, en donde el producto de
transformacién sélido es un producto de la transformacién de materia proteindcea y/o hidratos de carbono
originarios de una biomasa, que comprende las siguientes etapas:

e preparar un sustrato de biomasa que comprende hidratos de carbono y materia proteindcea originarios de
semilla de soja, semilla de colza, 0 mezclas de las mismas, en donde al menos el 20% en peso de dicha
biomasa comprende hidratos de carbono y materia proteindcea originarios de semillas de soja o semilla de
colza, o mezclas de las mismas, opcionalmente en mezcla adicional con hidratos de carbono y materia
proteindcea originarios de semillas de habas, semillas de guisantes, semilla de girasol, semilla de altramuz,
y/o semillas de cereales;

e mezclar dicho sustrato con un microorganismo vivo o una combinacién de microorganismos Vvivos,
microorganismo vivo o combinacién de microorganismos vivos que no es, 0 ho comprende, levadura viva,
y afiadir agua en una cantidad que proporciona una mezcla de incubacién inicial que tiene un contenido de
agua desde el 30% al 70% en peso, y una proporcién de densidad aparente hiUmeda respecto a densidad
aparente seca desde 0,60 a 1,45, en donde la densidad aparente seca es la densidad aparente
(peso/volumen) medida de la biomasa sin el agua afiadida, y la densidad aparente himeda es la densidad
aparente (peso/volumen) medida de la biomasa con la cantidad afiadida de agua;

e incubar dicha mezcla de incubacién inicial durante 1-240 horas a una temperatura de 15-70°C, y recuperar
el producto de transformacion sélido de la mezcla incubada;

que ademés comprende que la etapa de incubacion se realice como un proceso de flujo de pistén continuo,
uniforme en un tanque de incubacién no agitado, vertical con medio de entrada para dicha mezcla y aditivos y
medio de salida para dicho producto de transformacién sélido, en donde el transporte de la biomasa en el tanque
de incubacién no agitado, vertical esta mediado por fuerza gravitacional.

Método segln la reivindicacién 1, que ademas comprende el pretratamiento de dicho sustrato de biomasa antes
de mezclarlo con dicho microorganismo vivo o dicha combinaciéon de microorganismos vivos, tal como un
pretratamiento quimico o fisico, por ejemplo, por medio de disgregacién, molido, descamacién, tratamiento con
calor, tratamiento con presién, tratamiento ultrasénico, tratamiento hidrotérmico, o tratamiento 4cido o alcalino.

Método segun cualquiera de las reivindicaciones 1 a 2, en donde al menos el 30% en peso de dicha biomasa,
tal como al menos el 40%, al menos el 50%, al menos el 60%, al menos el 70%, al menos el 80%, o al menos
el 90% en peso de dicha biomasa, comprende hidratos de carbono y materia proteinacea originarios de semillas
de soja opcionalmente desgrasa y/u opcionalmente descascarillada, semillas de colza opcionalmente
desgrasadas, o mezclas de las mismas.

Método segln cualquiera de las reivindicaciones precedentes, donde dicha biomasa comprende oligosacéridos
y/o polisacaridos y opcionalmente ademas comprende aceites y grasas, por ejemplo, de semillas de plantas
oleaginosas.

Método segun cualquiera de las reivindicaciones precedentes, en donde dicho producto de transformacién
sélido del sustrato de biomasa es un producto de la transformacién de materia proteinacea, o de la
transformacién de hidratos de carbono, o de la transformaciéon de materia proteinacea e hidratos de carbono
originarios de legumbres, y/o cereales, y/o semillas de plantas oleaginosas.

Método segun cualquiera de las reivindicaciones precedentes, en donde dicho producto de transformacién
sélido del sustrato de biomasa es un producto de la transformacién de materia proteinacea, o de la
transformacién de hidratos de carbono, o de la transformaciéon de materia proteinacea e hidratos de carbono
originarios de semillas de soja, guisante, altramuz, girasol, trigo, maiz, o colza.

Método segun cualquiera de las reivindicaciones precedentes, en donde el microorganismo vivo o la
combinacién de microorganismos vivos es uno 0 mas microorganismos que pueden producir uno o0 mas
compuestos organicos, tal como acido férmico, acido acético, acido propidnico, acido butirico, acido lactico, y
acido succinico, de hidratos de carbono, y/o en donde el microorganismo vivo o la combinacién de
microorganismos vivos €s uno 0 mas microorganismos que pueden producir uno o mas alcoholes, por ejemplo,
etanol, de hidratos de carbono.

Método segun cualquiera de las reivindicaciones precedentes, en donde el microorganismo vivo o la
combinacién de microorganismos vivos es uno o méas microorganismo(s) productor(es) de 4cidos organicos.

Método segun cualquiera de las reivindicaciones precedentes, en donde el microorganismo vivo o la
combinacién de microorganismos vivos se selecciona de la siguiente lista de géneros:

e [actobacillus
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Lactococcus
Streptococcus
Pediococcus
Enterococcus
Leuconostoc
Weisella
Bifidobacterium
Bacillus
Brevibacillus
Propionibacterium
Clostridium
Trichoderma
Candida
Aspergillus

Método segun cualquiera de las reivindicaciones precedentes, en donde el microorganismo vivo o la
combinacién de microorganismos vivos se selecciona de cepas de Lactobacillus, y en donde la mezcla de
incubacién inicial se incuba a una temperatura de 15-50°C, o en donde el microorganismo vivo o la combinacién
de microorganismos vivos se selecciona de cepas de Pediococcus, y en donde la mezcla de incubacién inicial
se incuba a una temperatura de 15-50°C, o en donde el microorganismo vivo o la combinacién de
microorganismos vivos se selecciona de cepas de Enterococcus, y en donde la mezcla de incubacién inicial se
incuba a una temperatura de 15-50°C, 0 en donde el microorganismo vivo o la combinacién de microorganismos
vivos se selecciona de cepas de Lactococcus, y en donde la mezcla de incubacidn inicial se incuba a una
temperatura de 15-50°C, o en donde el microorganismo vivo o la combinacién de microorganismos vivos se
selecciona de cepas de Streptococcus, y en donde la mezcla de incubacidn inicial se incuba a una temperatura
de 15-50°C, o en donde el microorganismo vivo o la combinacién de microorganismos vivos se selecciona de
cepas de Weisella, y en donde la mezcla de incubacidn inicial se incuba a una temperatura de 15-50°C, o en
donde el microorganismo vivo o la combinacién de microorganismos vivos se selecciona de cepas de Bacillus,
y en donde la mezcla de incubacién inicial se incuba a una temperatura de 20-60°C, o en donde el
microorganismo vivo o la combinacién de microorganismos vivos se selecciona de cepas de Bifidobacterium, y
en donde la mezcla de incubacién inicial se incuba a una temperatura de 20-45°C.

Método segun cualquiera de las reivindicaciones precedentes, en donde dicha mezcla de incubacién inicial se
incuba durante 2 a 180 horas, tal como de 5 a 150 horas, de 7 a 120 horas, de 10 a 80 horas, de 20 a 60 horas,
o de 28 a 48 horas.

Método segln cualquiera de las reivindicaciones precedentes, en donde se afiade agua a dicho sustrato de
biomasa en una cantidad que proporciona una mezcla de incubacién inicial que tiene una proporcién de
densidad aparente hiUmeda respecto a densidad aparente seca desde 0,65 a 1,40, tal como 0,70, 0,75, 0,80,
0,85, 0,90, 0,95, 1,00, 1,10, 1,15, 1,20, 1,25, 1,30, o 1,35.

Método seguln cualquiera de las reivindicaciones precedentes, en donde el contenido de agua en dicha mezcla
de incubacioén inicial es desde el 35% al 70% en peso, tal como el 40%, 45%, 50%, 55%, 60%, o0 65%.

Método segun cualquiera de las reivindicaciones precedentes, en donde dicho microorganismo vivo o
combinacion de microorganismos vivos se usa en una cantidad de 10% a 10" UFC (unidades formadoras de
colonias) por g de dicho sustrato de biomasa, tal como 104, 105 108, 107, 108 10°, 0 10'° UFC/g de sustrato de
biomasa.

Método segun cualquiera de las reivindicaciones precedentes, en donde una o méas ayudas de procesamiento
seleccionadas de enzimas, componentes vegetales, y agentes de procesamiento organicos e inorganicos, tal
como a-galactosidasa, se afiaden al sustrato de biomasa y/o a la mezcla de incubacién inicial.

Método segln cualquiera de las reivindicaciones precedentes, en donde una preparacién de a-galactosidasa
se aflade al sustrato de biomasa y/o a la mezcla de incubacién inicial en una cantidad de desde 0,05 a 50
unidades de a-galactosidasa por g de materia seca de sustrato de biomasa, tal como desde 0,5 a 25 unidades
de a-galactosidasa por g de materia seca de sustrato de biomasa, por ejemplo, desde 1 a 10, desde 2 a 8§,
desde 3 a 6, o desde 4 a 5 unidades de a-galactosidasa por g de materia seca de sustrato de biomasa.

Método segln cualquiera de las reivindicaciones precedentes, que ademas comprende que el tanque de
incubacién no agitado vertical sea cerrado.

Método segln cualquiera de las reivindicaciones precedentes, en donde dicha incubacidn se lleva a cabo en
condiciones anaerobias.
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Método segun cualquiera de las reivindicaciones precedentes, en donde dicho tanque de incubacién no agitado
es de un tipo vertical, alargado cilindrico o poliédrico, opcionalmente en donde el area en la parte superior de
dicho tanque de incubacién no agitado es menor que el area en la parte inferior, es decir, el tanque es de forma
conica.

Método segun cualquiera de las reivindicaciones precedentes, en donde dicho tanque de incubacién no agitado

tiene esterilla aislante o una camisa térmica con hoyuelos para controlar la temperatura en el tanque,
opcionalmente en donde el grado de llenado de dicho tanque de incubacidén se mantiene constante.
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