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Resumen

Esta tesis es parte del proyecto DECISIVE, financiado por el programa europeo H2020
(acuerdo de subvencion N ° 689229), que tiene como objetivo proponer y probar un
esquema de gestion descentralizada para la valorizacién de los residuos solidos organicos
urbanos. El objetivo general de esta investigacion es la produccién de bioproductos de
valor afiadido a partir del digestato de fraccion organica de residuos sélidos municipales
como sustrato mediante el uso de la Fermentacion en Estado Sélido (FES). El principal
producto a explorar es un biopesticida a obtener inoculando el residuo con Bacillus

thuringiensis (Bt), que produce un cristal proteico con propiedades biopesticidas.

En primer lugar, se realizaron pruebas a escala laboratorio para comprobar la idoneidad
del digestato para la obtencidén de diferentes bioproductos (celulasas, soforolipidos,
proteasas y biopesticidas), alcanzando los mejores resultados de produccién para el
biopesticida producido por Bt. Estos experimentos se realizaron con digestato estéril y
digestato higienizado, observando que este microorganismo era capaz de crecer y
esporular usando digestato higienizado. Posteriormente, se probaron una serie de
estrategias de produccién en reactores aislados térmicamente de 10-L con digestato
higienizado donde se observo que los mejores resultados se obtenian con una cantidad de
material de 3.5 kg y una ratio de indculo de 0.0030 g Bt g* digestato inoculado al
comienzo del proceso para que el microorganismo se aclimate y sobreviva durante todo
el proceso. La estrategia de produccion por lotes secuenciales funcioné a escala
laboratorio (0.5-L), pero no en los reactores de 10-L debido a los gradientes de
temperatura y la heterogeneidad del digestato. Con la mejor estrategia de operacion se
realiz un escalado comparando reactores aislados térmicamente (10-L) y reactores no
aislados térmicamente (22-L). En ambos casos, Bt pudo colonizar y esporular, obteniendo
un producto final a partir de digestato con valores de células viables superior a 10° UFC
gt MS. El proceso se escalé a un reactor de 100-L de lecho empacado sin aislamiento y
con agitacion observando una esporulaciéon del 89% con un crecimiento de esporas 3

veces mayor que el inicial.

Posteriormente, se realiz6 una comparacion entre dos cepas de Bt, Bacillus thuringiensis
subespecie kurstaki (Btk), cuyos efectos se han descrito principalmente en lepiddpteros,

y Bacillus thuringiensis subespecie israelensis (Bti), que tiene efecto en dipteros. Se



evaluo la diferencia en el crecimiento y esporulacion de ambas cepas a escala laboratorio
(0.5-L) observando los efectos de la esterilizacion, la higienizacion y la congelacion del
digestato en la produccion de células viables y esporas por Btk y Bti. Después de evaluar
los efectos a escala laboratorio y en relacion con los experimentos realizados con
reactores aislados de 10-L, se estudia el crecimiento de ambas cepas en estos reactores
con 1.5 kg de residuo para evitar los incrementos de temperatura, comparandolos con dos
tipos de sustrato: digestato y digestato con fraccion orgénica de residuos municipales
(FORM) (50:50). Se observo que Bti crece mas rapido que Btk en las mismas condiciones,
siendo el valor final de células viables de 10° UFC gt MS en ambas cepas, y de esporas
de 108y 10° esporas gt MS, respectivamente para las cepas Btk y Bti utilizando la mezcla
de digestato y FORM.

Paralelamente, se realizaron pruebas de conservacion, analisis microbioldgico y
bioensayos del bioproducto. Se observo que éste puede almacenarse hasta 30 dias tanto
en forma sélida como liquida, pero siempre a una temperatura alrededor de los 4°C, que
todo el digestato no contiene Bt al inicio y que, segun la dosis aplicada y el tipo de plaga,

el biopesticida producido a partir de FES puede tener efecto biopesticida.

Con todos los resultados anteriores, las Gltimas pruebas realizadas en esta tesis fueron la
optimizacion de la extraccion y caracterizacion de la toxina producida por Bt a partir del
cristal proteico, concentrado y conservado a partir de técnicas como: la disrupcién, donde
se disminuyeron las células viables e incrementaron la produccion de esporas,
desprendiendo el cristal proteico y la liofilizacion, para conservar el material, donde se
observo un 86 y 89% de recuperacion de las esporas para Btk y Bti. Se realizd también
una purificacion del sustrato, para la determinacién de las proteinas con efecto

biopesticida caracteristicas de Bt a partir de una electroforesis.

Esta tesis es un paso adelante para comprobar las posibilidades de obtencion del cristal
proteico de Bt con efecto biopesticida a partir de FES y poder utilizarlo valorizando los

residuos del tratamiento de la fraccion organica de residuos municipales.



Abstract

This thesis is part of the DECISIVE project, funded by the European program H2020
(grant agreement No. 689229), which aims to propose and test a decentralized
management scheme for the recovery of municipal organic waste. The general objective
of this research is the production of value-added bioproducts using digestate of the
organic fraction of municipal solid waste as a substrate through solid-state fermentation
(SSF). The main bioproduct to explore is a biopesticide inoculating the digestate with
Bacillus thuringiensis (Bt), which is known to produce a protein with biopesticidal

properties.

Firstly, laboratory scale tests were performed to verify the suitability of the digestate to
obtain different bioproducts (cellulases, sophorolipids, proteases and biopesticides),
achieving the best production results for the biopesticide produced by Bt. These
experiments were performed with sterile digestate and hygienized digestate, observing
that Bt was able to grow and sporulate using hygienized digestate. Subsequently, a series
of operational strategies were studied in thermally insulated 10-L reactors using
hygienized digestate. The most appropriate option was the use of 3.5 kg of initial solid
mixture and an inoculum ratio of 0.0030 g Bt g* digestate inoculated at the beginning of
the process to allow Bt acclimatize and survive throughout the process. The sequential
batch operation strategy worked successfully at laboratory scale (0.5-L), but not with 10-
L reactors due to temperature gradients and digestate heterogeneity. Using the best
operational strategy, scaling was performed comparing thermally insulated reactors (10-
L) and non-thermally insulated reactors (22-L). In both cases, Bt was able to colonize and
sporulate, obtaining a final product from digestate with viable cell values greater than 10°
CFU g DM. The same process was scaled to a 100-L stirred packed bed reactor without
thermal insulation observing a sporulation of 89% with a spore growth 3 times greater

than the initial value.

Subsequently, a comparison was made between two strains of Bt, Bacillus thuringiensis
subspecies kurstaki (Btk) with known effects against lepidoptera and Bacillus
thuringiensis subspecies israelensis (Bti), which has effect on diptera. The difference
among both strains at laboratory scale 0.5-L was evaluated observing the effects of

sterilization, sanitation and freezing of digestate in the production of viable cells and



spores by Btk and Bti. After evaluating the effects on a laboratory scale and in relation to
the experiments performed in Chapter 5 with insulated 10-L reactors, the growth of both
strains in these reactors was studied also comparing two types of substrate: digestate and
digestate with organic fraction of municipal wastes (OFMSW) (50:50). The amount of
initial solid mixture used in these experiments was 1.5 kg to avoid temperature increment.
Bti grows faster than Btk under the same conditions, the value of viable cells being 10°
CFU g MS in both strains, and spores of 108 and 10° spores g* MS, respectively for Btk
and Bti growing on digestate and OFMSW mixture.

At the same time, conservation tests, microbiological analysis and digestate bioassays
were performed. It was observed that the bioproduct can be stored up to 30 days in both
solid and liquid form, but always at a temperature around 4°C; that the entire digestate
does not contain Bt at the beginning of the tests and that, depending on the dose applied

and the type of pest, the biopesticide produced from SSF can have biopesticide effect.

With all the previous results, the last analysis carried out in this thesis was the
optimization of the extraction and characterization of the toxin produced by Bt from the
protein crystal. Different techniques were applied to concentrate and preserve the protein
crystal. The first one was a disruption where viable cells were decreased and spore
production increased, releasing the protein crystal. The second one was a lyophilization
to conserve the material, where 86 and 89% recovery of spores was observed for Btk and
Bti.

This thesis is a step forward to verify the characteristics of the Bt protein crystal with
biopesticidal effect obtained through SSF and to be able to use the final product valorising

the residues of the treatment of the organic fraction of municipal solid waste.



Resum

Aquesta tesi és part del projecte DECISIVE, financat pel programa europeu H2020 (acord
de subvencié N° 689.229), que té com a objectiu proposar i provar un esquema de gestio
descentralitzada per a la valoritzacio dels residus solids organics municipals. L'objectiu
general d'aquesta investigacio és la produccio de bioproductes de valor afegit a partir del
digestat de fracci6 organica de residus solids municipals com a substrat mitjancant I's de
la fermentacid en estat solid (FES). El principal bioproducte a explorar és un biopesticida
inoculant el digestat amb Bacillus thuringiensis (Bt), conegut per les seves propietats

biopesticides.

En primer lloc, es van realitzar proves a escala laboratori per comprovar la idoneitat del
digestat per a I'obtencid de diferents bioproductes (cel-lulases, soforolipids, proteases i
biopesticides), aconseguint els millors resultats de produccio per al biopesticida produit
per Bt. Aquests experiments es van realitzar amb digestat esteril i digestat higienitzat,
observant que aquest microorganisme era capag de créixer i esporular utilitzant digestat
higienitzat. Posteriorment, es van estudiar un seguit d'estratégies d’operaci6 en reactors
aillats termicament de 10-L amb digestat higienitzat, on es va observar que I'opcié meés
adequada era treballar amb una quantitat inicial de substrat solid de 3.5 kg i una ratio
d’inocul de 0.0030 g Bt g* de digestat, inoculant Bt al comencament del procés perqué
pugui aclimatar-se i sobreviure durant tot el procés. L'estratégia d’operacidé per lots
sequencials va funcionar a escala laboratori (0.5-L), pero no en els reactors aillats de 10-
L, a causa dels gradients de temperatura i I'heterogeneitat del digestat. Amb la millor
estrategia es va realitzar un escalat del procés comparant reactors aillats termicament (10-
L) i reactors no aillats termicament (22-L). En ambdds casos, el Bt va poder colonitzar i
esporular, obtenint un producte final a partir del digestat amb valors de cél-lules viables
superiors a 10° UFC g * MS. El procés es va escalar a un reactor de 100-L de Ilit empacat
sense aillament i amb agitacid, observant una esporulacié del 89% amb un creixement
d'espores 3 vegades més gran que l'inicial, mostrant produccions de biopesticida a partir
de Bt.

Posteriorment, es va realitzar una comparacio entre dues soques de Bt, Bacillus
thuringiensis subespécie kurstaki (Btk), amb efectes sobre plagues de lepidopters i

Bacillus thuringiensis subespécie israelensis (Bti), que té efecte en dipters. Es va avaluar



la diferéncia de les dues soques a escala laboratori 0.5-L observant els efectes
d'esterilitzacio, la higienitzacio i la congelacid del digestat en la produccio de cél-lules
viables i espores per Btk i Bti. Després d'avaluar els efectes a escala de laboratori i en
relaci6 amb els experiments realitzats al Capitol 5, s'estudia el creixement de les dues
soques en els reactors aillats de 10-L amb 1.5 kg de solid inicials per evitar els increments
de temperatura, comparant-los amb dos tipus de substrat: digestat i digestat amb fraccio
organica de residus municipals s6lids (FORM) (50:50). Es va comprovar que Bti creix
més rapid que Btk en les mateixes condicions, arribant a unl valor de cél-lules viables de
10° UFC g MS amb totes dues soques, i de 108 i 10° espores gt MS, respectivament per
a Btk i Bti amb digestat i FORM.

Paral-lelament, es van realitzar proves de conservacio, analisi microbiologic i bioassaigs
del digestat. Es va observar que el bioproducte es pot emmagatzemar fins a 30 dies tant
en forma solida com liquida, pero sempre a una temperatura al voltant dels 4°C, que tot
el digestat no conté Bt a I'inici i que, segons la dosi aplicada i el tipus de plaga, el

biopesticida produit a partir de FES pot tenir efecte biopesticida.

Amb tots els resultats anteriors, els ultims analisis realitzats en aquesta tesi van ser
I'optimitzacié de I'extraccid i caracteritzacié de la toxina produida per Bt a partir del
cristall proteic, concentrat i conservat a través de técniques com: la disrupcio, on es van
disminuir les cel-lules viables i es va incrementar la produccio d'espores, desprenent el
cristall proteic i la liofilitzacio per conservar el material, on es va observar un 86 i 89%
de recuperacio de les espores per Btk i Bti. Es va realitzar una purificacio del substrat,
determinant les proteines caracteristiques de Bt amb efecte biopesticida a partir d'una

electroforesi.

Aguesta tesi és un pas endavant per comprovar les caracteristiques del cristall proteic de
Bt amb efecte biopesticida a partir de FES i poder utilitzar el producte final valoritzant

aixi el residu del tractament de la fraccio organica de residus municipals.
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Lista de Abreviaciones

Abreviacion Definicion Unidades
ADF Fibras &cido-detergentes
ADL Lignina
AT, Consumo de oxigeno mg O2 g* MS
acumulado en cuatro dias
bh Base himeda
bs Base seca
BSA Suero bovino de Albumina
Bt Bacillus thuringiensis
Bta Bacillus thuringiensis var.
aizawai
Bti Bacillus thuringiensis var.
israelensis
Btk Bacillus thuringiensis var.
kurstaky
Btt Bacillus thuringiensis var.
teniobris
CcC Colonias viables UFC g MSto UFC mL™?
CE Conductividad eléctrica mS cm?!
CcocC Consumo acumulado de mg Oz g* MS
oxigeno
DA Digestion anaerobia
DA-L Fraccion liquida de
digestato
DA-S Fraccion solida de
digestato
DLB Digestato liquido

suplementado con
nutriente Broth estéril sin

ajustar el pH




Lista de Abreviaciones

Abreviacion Definicion Unidades
DLBp Digestato liquido
suplementado con
nutriente Broth estéril
ajustando el pH
DLE Digestato liquido
esterilizado sin ajustar el
pH
DLEp Digestato liquido
esterilizado ajustando el
pH
DLH Digestato liquido
higienizado sin ajustar el
pH
DLHp Digestato liquido
higienizado ajustando el
pH
DO Densidad optica
FES Fermentacion en Estado
Sélido
FmS Fermentacion sumergida
FORM Fraccion organica de
residuo municipal
GEI Gases de efecto
invernadero
H Humedad %
IRD Indice Respirométrico g O2hkg*MS
Dinamico
IRD1n Indice Respirométrico g O2hkg*tMS

Dindmico como promedio
de una hora de méaxima

actividad
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Abreviacion Definicion Unidades
IRD24n indice Respirométrico g O2htkgtMS
Dinamico como promedio
de 24 horas en el periodo
de maxima actividad
IRDmax indice Respirométrico g O2hkgtMS
Dinamico maximo
MO Materia organica %
MS Materia seca %
NDF Fibras neutro-detergentes
OUR Oxygen Uptaken Rate mg Oz gt MS ht
RSU Residuos solidos urbanos
SC Conteo de esporas esporas g MS™ o esporas
mL*
SCT Complejo de cristales
proteicos y esporas
SDS Dodecilsulfato sodico
SEM Microscopia electronica de
barrido
sOUR Velocidad especifica de mg Oz g MS ht
consumo de oxigeno
UFC Unidades formadoras de

colonias
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Capitulo 1 Introduccion

1.1. Introduccién

El incremento de la poblacion genera una mayor demanda de alimentos y energia, y tiene
como consecuencia un aumento en la generacion de residuos, produciendo serios
problemas sociales, ambientales y econémicos (Browne y Murphy, 2013; FAO, 2011).
Asegurar la adecuada gestion de los residuos sélidos es uno de los desafios clave del siglo
XXIl'y se considera un elemento fundamental para el desarrollo sostenible de las ciudades
(Wilson, 2015). En este contexto, la economia circular (Figura 1.1) ha ganado atencién
como una solucion clave para mitigar la creciente generacion de residuos sélidos y la
escasez de recursos. La economia circular corresponde a un nuevo modelo de crecimiento
basado en el uso eficiente de recursos, donde se intenta sustituir la economia lineal basada
en producir, consumir y tirar, por una circular en la que se reincorporen al proceso
productivo unay otra vez los materiales que contienen los residuos para la produccion de
nuevos productos o materias primas. En este planteamiento, el reciclaje o la valorizacion

material de los residuos juegan un papel primordial (Bocken et al., 2017).

Figura 1.1. Esquema economia circular. (Fuente: Plan Estatal Marco de gestion de residuos (PEMAR)
2016-2022).
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1.2. Residuos

La cantidad total de residuos generados esta relacionada con el tamafio de la poblacion y
el volumen de la economia de un pais. Se espera que el crecimiento de la poblacion urbana
para el 2050 sea de 9.7 mil millones de personas, y que en Europa aumente la poblacion
urbana en un 84.3%. Estas estimaciones se reflejan en la creciente demanda energética y
de alimentos, produciendo una alta cantidad de residuos solidos municipales (FAO,
2011).

Los residuos pueden ser clasificados en funcion de su origen, distinguiendo aquellos
procedentes del sector primario: residuos agricolas, ganaderos y forestales; los
procedentes del sector secundario: residuos industriales (agroalimentarios, textiles, etc.)
y finalmente los procedentes del sector terciario o de servicios, constituidos
principalmente por residuos solidos urbanos (RSU) y lodos de estaciones depuradoras de

aguas residuales urbanas (Musatti et al., 2017).

Los RSU, denominados residuos domésticos en la Ley de Residuos (Ley 22/2011, de 28
de julio, de residuos y suelos contaminados), son aquellos que se generan en los hogares
como consecuencia de las actividades domésticas. Estos se pueden dividir en diferentes
fracciones como son: fraccion organica, papel y carton, plastico, vidrio, metales férricos

y no férricos, maderas y otros.

En 2015, se generaron 241 millones de toneladas de RSU en la UE (Eurostat, 2019). De
estos residuos, el 40-60% eran residuos organicos (Fava et al., 2015). Las altas
concentraciones de poblacion en nicleos urbanos, el desarrollo de la industria
agroalimentaria y la intensificacion de las explotaciones ganaderas han facilitado la
produccidn de grandes cantidades de residuos organicos que ocasionan graves problemas

ambientales (Peng y Pivato, 2019).

Los residuos organicos se definen como los residuos biodegradables de jardines y
parques, alimentos y residuos de cocina de los hogares, restaurantes, empresas de catering
y locales de venta al por menor, y residuos comparables del procesamiento de alimentos
o0 plantas. No incluye residuos forestales o agricolas, estiércol, lodos de depuradora u
otros residuos biodegradables como textiles naturales, papel o madera procesada tal y

como lo define la Comision Europea (2006).



Capitulo 1 Introduccion

Por lo tanto, es esencial para su gestion, un esquema organizado y efectivo de manera que
se pueda llevar el desarrollo urbano a una dindmica completamente sostenible en términos
de materiales, productos organicos, residuos organicos y flujos de energia tanto dentro

del &rea urbana, como entre las areas urbanas y rurales.

La alta fraccion de residuos organicos generados actualmente representa un gran desafio
en términos de su gestion, puesto que pueden generar olores, emisiones de gases de efecto
invernadero (GEI), lixiviados y problemas sanitarios. No obstante, se debe considerar que
son un recurso que, siguiendo el modelo de economia circular, sirve para la produccion

de energia renovable y para generar productos de valor afiadido.

De los diferentes grupos de residuos urbanos que se generan, los residuos de fraccion
organica de residuos municipales (FORM), por ejemplo, pueden ser tratados con un
sistema de digestion anaerobia (DA) para recuperar energia mediante la produccion de
biogés, rico en metano, y la estabilizacion de los residuos mediante la degradacion de la
materia organica (Mata-Alvarez et al., 2000). El subproducto final de la degradacion de
la FORM es el digestato, que debe gestionarse mediante el compostaje y otros procesos
de conversion bioldgica en el marco de las politicas economicas y medioambientales
actuales (Moller y Muller, 2012). Una de las formas de gestionar el uso final del digestato
ha sido utilizarlo como fertilizante, y actualmente, se esta investigando otra forma de
valorizarlo a través de la Fermentacion en Estado Sélido (FES) con la posibilidad de
obtener bioproductos de alto valor afiadido, como enzimas o biopesticidas, entre otros
(Ballardo et al., 2017; Musati et al., 2017).

1.3. Fraccion organica de residuos municipales y digestato

La FORM corresponde a residuos heterogéneos con diversas caracteristicas segun el
origen y el sistema de recoleccién que se aplique (Alibardi y Cossu, 2015). A pesar de la
heterogeneidad, la FORM se compone principalmente de residuos de alimentos con un
alto contenido de humedad alrededor del 52% - 80% de la masa total de los residuos y
una alta biodegradabilidad (Mata-Alvarez et al., 2000). La FORM es potencialmente
problematica porque se degrada para formar gases como el metano, genera olores y atrae

plagas, produciendo problemas de salud publica cerca de las instalaciones de gestion,
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tratamiento y disposicion de los residuos, en vertederos principalmente (Peng y Pivato,
2019).

Sin embargo, la aplicacion de la directiva de jerarquia integrada de gestion de residuos
determina que el reciclaje agricola de residuos organicos debe tener un enfoque mas
sostenible y ecoldgico que los métodos tradicionales de eliminacion de residuos y
recuperacion de energia (Sharma et al., 2019). Asi, los residuos organicos como la FORM
deben recogerse por separado o ser reciclados en origen (por ejemplo, mediante
compostaje doméstico) o, en su defecto, potenciando los tratamientos de compostaje y las

instalaciones de plantas digestién anaerobia (DA).

El compostaje consiste en la conversion biologica de materia organica biodegradable en
sustancias similares al humus con la ayuda de microorganismos como bacterias, hongos
y actinomicetos en un proceso controlado (Atalia et al., 2015). Aplicado a la FORM, los
residuos organicos se descomponen y estabilizan en términos de reduccion en el volumen
de residuos, patdgenos y compuestos malolientes y generan un producto que puede
utilizarse como abono organico y enmienda al suelo en la agricultura (Diacono y
Montemurro, 2010).

La digestion anaerobia (DA) es una técnica para el tratamiento de residuos organicos que
implica la recuperacion de energia produciendo biogas, un combustible renovable, y la
estabilizacion simultanea de los residuos organicos. Se realiza a través de la
descomposicion de materia organica en ausencia de oxigeno con la ayuda de
microorganismos, que tienen diferentes tasas de descomposicion dependiendo de las
temperaturas del proceso, el tiempo de retencion y el pH entre otros pardmetros (Lohri et
al., 2017). Se ha descrito que la digestion a temperaturas termofilicas (55°C) es mas
eficiente para descomponer residuos organicos y destruir patdgenos que a temperaturas
mesofilicas (37°C) (Shi et al., 2014). El principal subproducto de este tratamiento es el
digestato, cuyas caracteristicas dependeran del tipo de sistema de DA que se utilice, por
ejemplo, via seca 0 humeda, continuo o discontinuo, de una etapa o multiples etapas, entre

otros.

El digestato es un material semiestabilizado rico en materia organica recalcitrante y
minerales, donde la materia organica facilmente biodegradable ya se ha transformado en

metano durante la DA (Tampio et al., 2016). El digestato suele tener un contenido de
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solidos superior al 15% cuando la FORM se procesa por via himeda (Chanakya et al.,
2009) y de casi el 35% cuando se procesa por via seca (De Baere et al., 2008). Mientras
que el contenido de nitrogeno total es de 60-80% de amoniaco (Makadi et al., 2012).

Para gestionar el digestato producido, puede separarse en fracciones sélidas (DA-S) y
liquidas (DA-L) mediante el uso de una unidad de separacién solido-liquido. Después de
esta separacion, los nutrientes se distribuyen entre las fracciones solidas y liquidas. Se
estima que el DA-L contiene un 70-80% del total de amonio, mientras que el 20-30%
restante se distribuye en la DA-S (Fuchs y Drosg, 2013). El fésforo en cambio se
distribuye de modo que un 55-65% del fésforo total permanece en la DA-S y un 35-45%
en la DA-L (Bauer et al., 2009). Se ha descrito también que la DA-S contiene una gran
cantidad de fibras lignoceluldsicas que no han sido hidrolizadas y podrian contribuir a la
produccion de enzimas como las celulasas (Pivato et al., 2016).

La estabilidad bioldgica es un indicador importante para la utilizacion y disposicion final
del digestato. Un digestato inestable produce un alto nivel de lixiviado y olores (L et al.,
2017), caracteristica que se determina a partir del consumo de oxigeno del digestato, ya
que éste representa el indicador de estabilidad aerdbica del material, mientras que el
potencial de metano residual representa la estabilidad anaerobica del digestato (Gomez et
al., 2006). El consumo de oxigeno de digestato procedente de FORM puede tener valores
alrededor de 0.68-0.91 g O, kg-VS* h, un valor ligeramente bajo que explica la
estabilidad del digestato (Drennan y DiStefano, 2010).

Una vez estabilizado y cumpliendo con el protocolo de calidad a nivel nacional o europeo
(Shi etal., 2014), las tres formas del digestato (es decir, entero, fraccion liquida y fraccion
solida) se pueden aplicar al suelo como destino final de eliminacién y puede calificarse

de residuo que pasa a ser un producto (Nkoa, 2014).

Sin embargo, la aplicacion directa del digestato en suelos puede implicar que su alto
contenido en nutrientes aumente la concentracién de nitrégeno en los ecosistemas
acudticos y podria promover la eutrofizacion de las reservas de agua dulce (Kayhanian,
1999), o saturar los campos con fésforo y nitratos (Fuchs y Drosg, 2013; Bauer et al.,
2009). Por lo tanto, es necesario desarrollar usos o destinos alternativos del digestato,

ademas de la aplicacion directa a la tierra.
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Cuando el digestato se clasifica como un “residuo”, a menudo se requieren tratamientos
posteriores, donde se convierte el digestato en carbon o biodiesel, utilizandose como
enmienda del suelo o fuente de energia (Monlau et al., 2015).

El concepto de economia circular podria ser una estrategia sistematica para abordar los
desafios de la gestion del digestato, las limitaciones de la aplicacion como enmienda
organica (como productos) y la necesidad de un tratamiento posterior (como un residuo)
presentandose como una opcion restaurativa y regenerativa para la gestion sostenible del
digestato (Dahlin et al., 2016).

Dado que el digestato, como producto final, también puede contener sustancias no
deseadas, como impurezas fisicas, patdgenos, semillas de malezas, metales pesados y
contaminantes organicos persistentes (Fuchs y Drosg, 2013), ha sido considerado en esta
tesis un sustrato para producir un bioproducto con potencial como enzimas o biopesticidas
a partir de nuevos enfoques de biorrefineria como es la Fermentacion en Estado Solido
(FES).

1.4. Fermentacion en Estado Soélido

1.4.1. Definicion de Fermentacion en Estado Sélido

La fermentacion es una técnica ampliamente utilizada para la produccién de una gran
variedad de sustancias beneficiosas para individuos y la industria. Corresponde a la
conversion bioldgica de sustancias complejas en compuestos simples mediante
microorganismos como bacterias y hongos. Los principales productos de la fermentacion
son didxido de carbono y alcohol, pero durante esta descomposicién metabdlica se liberan
otros compuestos adicionales, llamados metabolitos secundarios que pueden incluir
antibidticos, péptidos, enzimas, entre otros. Se ha demostrado que muchos de ellos tienen
potenciales beneficios para el ser humano, la industria y el medio ambiente, llamados
compuestos bioactivos y, por lo tanto, tienen importancia econémica (Subramaniyam y
Vimala, 2012). Esto ha generado que las técnicas de fermentacidn se modifiquen y refinen

para maximizar su obtencion.

Existen dos técnicas de fermentacion que actualmente se utilizan para obtencion de estos

metabolitos: Fermentacion Sumergida (FmS) y Fermentacién en Estado Solido (FES).
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La técnica de FmS utiliza sustratos con exceso de agua libre como melazas y caldos. Los
compuestos bioactivos producidos son secretados en el caldo de fermentacion. Los
sustratos son utilizados rapidamente por los microorganismos y deben ser constantemente

reemplazados o suplementados con nutrientes (Subramaniyam y Vimala, 2012).

La FES en cambio, se ha definido como el proceso de fermentacion que involucra una
matriz s6lida y se lleva a cabo en ausencia o casi ausencia de agua libre; sin embargo, el
sustrato debe poseer suficiente humedad para soportar el crecimiento y el metabolismo
del microorganismo (Thomas et al., 2013). En este caso se pueden distinguir tres fases,
una fase solida, donde la matriz podria ser la fuente de nutrientes o simplemente un
soporte impregnado por los nutrientes adecuados que permiten el desarrollo de los
microorganismos (Costa et al., 2018), una fase liquida que corresponde a la fina pelicula
de agua que se forma alrededor de las particulas solidas y aporta la humedad suficiente
para el crecimiento de los microorganismos (Singhania et al., 2009) y una fase gaseosa,
donde el aire es responsable de suministrar el oxigeno necesario para la metabolizacion

microbiana de los nutrientes disponibles (Figura 1.2).

FASE SOLIDA
Sustrato

FASE LIQUIDA
Biopelicula

s
4 FASE GASEOSA

Biopelicula himeda

Figura 1.2. Fases del sistema FES involucradas.

En la Tabla 1.1. se observa la comparacion de ambas técnicas de fermentacién. Si bien el
uso de FmS o FES dependera del compuesto que se desea obtener, la FES tiene ventajas
al incluir menores costes de produccién con un mayor rendimiento del proceso, menor

demanda de energia y agua, lo que implica un menor volumen de agua residual a tratar.
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Tabla 1.1. Comparacion de las principales caracteristicas de FES y SmF. El-Bakry et al. (2015)

Caracteristica FES FmS
Sustrato Bajo coste (uso de Medios sintéticos
residuos)
Humedad Sin agua libre Medio liguido necesario
Disponibilidad de Directamente de la fase Requiere adicion de
oxigeno gaseosa oxigeno
Control de procesos Dificil Facil
Agitacion Dificil Fécil
Disponibilidad de Dificil (gradientes de Alta (no hay gradientes de
nutrientes concentracion) concentracion)
Concentracion de Tipicamente alto Tipicamente bajo
procesos
Procesado del producto Dependiente del proceso Dificil y caro
Escalado Dificil, se requieren Facil y tecnologias
disefios especificos disponibles en el mercado
Inversion Equipos comUnmente de Equipos comUnmente de

bajo coste

alto coste

Residuo liquido

Cantidades reducidas

Cantidades altas

1.4.2. Aspectos generales de la Fermentacion en Estado Sélido

Los aspectos mas importantes en el proceso de FES son la seleccion de microorganismos,
de los sustratos, los parametros para la optimizacion del proceso y la posterior

purificacion del producto (Pandey, 2003).

Para el proceso de FES la idoneidad de los microorganismos esta relacionada con la
necesidad de agua. Los mas adecuados serian los hongos y las levaduras con un nivel
necesario de agua entre 50-60% (Yazid et al., 2017). En cambio, las bacterias no serian
aptas porque necesitan un nivel entre 80-90%. Sin embargo, hay una diversidad de
bioprocesos donde se ha demostrado que las bacterias también se pueden desarrollar FES
(Pandey et al., 2000).

La seleccion del sustrato adecuado se relaciona con el tamafio de particula y los nutrientes
necesarios. EI material sélido no es soluble y puede actuar como soporte fisico o fuente
de nutrientes que si seran solubles. Puede ser un sustrato sélido natural como cultivos
agricolas, residuos agroindustriales o un soporte inerte, de tal forma que se reproduzcan
las condiciones de baja actividad de agua y alta transferencia de oxigeno mediante el uso
de un material nutricionalmente inerte empapado en una solucion nutritiva (Pandey et al.,
2000).
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Los pardmetros del proceso y su optimizacién son la clave para la obtencion de los
bioproductos. Estos incluyen parametros principalmente fisicoquimicos como son la

temperatura, pH, humedad, aireacion, agitacion y tamarfio de particula.

Los microorganismos poseen la capacidad de crecer en rangos oOptimos de pH y
temperatura, y fuera de estos rangos, la tasa de crecimiento puede ser reducida o inhibida.
Durante el proceso de FES, se genera una gran cantidad de calor debido a la actividad
microbioldgica, y se pueden generar productos intermedios que varien la acidez del
medio, pudiendo afectar a las propiedades del producto final, el crecimiento microbiano

y, segun el tipo de microorganismo, la produccién de esporas (Pandey et al., 2003).

El contenido 6ptimo de humedad esta relacionado con el microorganismo y el sustrato
utilizado, aunque los valores a los que se recomienda trabajar estan entre un 40-60%,
debido a que, si los valores son elevados, el espacio de poro del sustrato libre para el aire
disminuye impidiendo la circulacion de aire, en cambio un valor bajo de humedad
dificulta la transferencia de nutrientes disminuyendo el crecimiento microbiano (Pandey
et al., 2003).

La aireacion es la responsable de suministrar el oxigeno a los microorganismos,
eliminando el didxido de carbono, el calor del fermentador y disminuyendo el vapor de
agua y los metabolitos gaseosos y volatiles producidos (Graminha et al., 2008). Si la
aireacion es escasa, los microorganismos que se desarrollardn seran los anaerobios
responsables de la aparicion de malos olores, retrasando la descomposicion de la materia
organica. En cambio, si la aireacion es excesiva puede enfriar la matriz sélida y secarla

favoreciendo el crecimiento de hongos o levaduras.

La agitacion mejora la homogeneidad de la matriz sélida, mejorando la transferencia de
calor y nutrientes durante toda la fermentacion. En todos los casos, una agitacion excesiva
puede compactar el lecho y en consecuencia disminuir la transferencia de oxigeno por la
matriz solida impidiendo el desarrollo de los microorganismos aerobios. Ademas, en el
caso de un proceso de FES con hongos filamentosos, éstos se pueden dafiar, reduciendo

la porosidad de la matriz.

El tamafio de la particula esta relacionado con la transferencia de oxigeno a través de la

matriz solida. Si éstas son pequefas la superficie de contacto sera superior, pero el espacio
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entre ellas también sera menor, limitando la difusion de oxigeno a los microorganismos.
Asi, cuanto mayor sea la superficie de contacto con el microorganismo la reaccion sera
mas rapida y completa, pero también habra que afiadir un agente estructurante para

mejorar la aireacion.

Los inconvenientes encontrados en la FES con respecto a la FmS son la dificultad de
controlar los procesos que ocurren debido a su dificil homogeneizacion y aparicion de
gradientes de temperatura y composicién, como son las variables de pH, humedad y
disponibilidad de nutrientes.

Otra de las limitaciones de la FES tiene relacion con el tipo de reactor utilizado, que
dependera a su vez de la cantidad de sustrato utilizado: a escala laboratorio (pocos gramos
0 pocos kilogramos) y escala piloto (varios kilogramos o toneladas). Los procesos que se
llevan a escala laboratorio son dificiles de extrapolar a escala piloto debido a la dificultad
de controlar los parametros del proceso FES (temperatura, humedad, pH y tamario de la
particula). La comprension de los efectos de la transferencia de calor y de masa esta entre
los aspectos maés criticos de la FES, debido a la heterogeneidad del sustrato y los

gradientes existentes dentro del reactor (Thomas et al., 2013).

1.4.3. Bioproductos a partir de la Fermentacion en Estado Solido

La FES se ha utilizado para la produccion de alimentos, aungque actualmente, se centra
también en los bioprocesos como la biorremediacion, biodegradacion de compuestos
peligrosos, desintoxicacion de residuos agroindustriales, biotransformacion de cultivos,
biopulping y la produccién de productos de valor afiadido tales como: enzimas (Cerda et
al., 2017b), biocombustibles (Botton et al., 2018), biosurfactantes (Jiménez-Pefialver et
al., 2017), &cidos organicos y aromas (Martinez et al., 2017) y biopesticidas (Ballardo et
al., 2017).

Sin embargo, la mayoria de estos estudios se han llevado a cabo a escala laboratorio y, en
menor medida, a escala piloto. Por ello, uno de los principales desafios para el desarrollo
de la FES es el escalado de un proceso productivo, por lo comentado al final del apartado

anterior.
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1.4.4. Fermentacion en Estado Sélido a partir de digestato

La fraccion solida del digestato se ha considerado generalmente inadecuada para una
conversion adicional en productos de mayor valor afiadido y generalmente encuentra su
camino en la aplicacion en el sector agricola para el acondicionamiento de suelos y lechos
para animales (Knoop et al., 2017) o incinerdndose para sustituir la energia de los

combustibles fésiles, lo que disminuye las emisiones de GEI (Matsuda et al.,2012).

En FmS se ha utilizado la fraccion liquida de digestato para la obtencion de enzimas
lignoceluloliticas por hongos (Musatti et al., 2017). Este enfoque de valorizar el digestato
es econémico con el medio ambiente en comparacion con los métodos fisicos y quimicos
tradicionales, debido a su bajo consumo de energia y materias primas. El uso de FmS en
lugar de FES fue para superar la inhibicion por pH y aumentar la accesibilidad a la
superficie, dado que el digestato se caracteriza por un nivel de pH relativamente alto (7.5—
8.1), pudiendo representar un factor limitante en los cultivos de hongos, que generalmente
se establece en un ambiente acido (Musatti et al., 2017), por lo tanto, al degradar la
biomasa lignocelulésica del digestato a partir de diferentes cepas de hongos se puede

obtener un producto de valor afiadido como son las enzimas extracelulares.

Mejias et al. (2018) propuso la valorizacion del digestato para obtener celulasas a partir
de Trichoderma reesei, un conocido productor de celulasas, pero debido a la escasa
calidad de nutrientes del digestato no se obtuvieron de celulasas. Esta tesis es la primera
investigacion en la que se desarrolla la valorizacion del digestato a partir de la
Fermentacion en Estado Solido para obtener nuevos productos como son los biopesticidas

a partir de Bt.

1.5. Proyecto DECISIVE

Esta tesis se desarrolla dentro del proyecto DECISIVE (www.decisive2020.eu) de la

Unién Europea en el programa HORIZON 2020. Este proyecto quiere demostrar la
capacidad de reducir la generacién de residuo urbano e incrementar el reciclado y la
bioconversion a través de la gestion descentralizada de residuos y conversion de la

fraccion organica de los residuos sélidos municipales.
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El proyecto pretende cambiar la gestion de flujos de residuos organicos urbanos de un
escenario lineal a un escenario circular, donde los residuos organicos generados en los
hogares, restaurantes, empresas de catering se podrian valorizar energéticamente en el
mismo lugar donde se producen mediante DA. Por eso esta gestion ayudara a llevar la

gestion de residuos a una estrategia de "Cero residuo” y a una eficiencia de recursos.

En este sentido, se promueve una gestion descentralizada de residuos organicos urbanos
en un circuito cerrado a través de soluciones tecnoldgicas y no tecnolégicas para la
creacion de una economia circular regenerativa basada en la gestion de residuos
organicos. De forma tecnoldgica se centra en desarrollar una gestion de la valorizacion
de los residuos urbanos a través de la DA y la FES en las zonas urbanas y periurbanas,
valorizando los residuos organicos que se generan en un nuevo producto, tal y como se

explica en la Figura 1.3.

EXTRA URBAN AREA

PERI URBAN AREA

WASTE (biowaste and others)

... to a circular thinking: DECISIVE
EXTRA URBAN AREA

PERI URBAN AREA

[ CROPS | Highvalue products for |
agriculture or industry |\
(Urban 5

|@farms)

Amendment /
fertilizer for
agficulture |

Network of Biowaste
producers

DECISIVE: Change of

Urban metabolism Dlgestate'rl,,v_,

< SSF |

WASTE (0 biowaste)

ENERGY Network of

Decentralized AD
URBAN AREA

Figura 1.3. Ciclo cerrado de recursos en la gestion de residuos bioldgicos mediante el proyecto
DECISIVE. (Fuente: Proyecto DECISIVE)

En el marco de este proyecto, el objetivo general del trabajo del grupo GICOM, y en
consecuencia de esta investigacion, es la produccién de bioproductos de valor afiadido a

partir de digestato, fraccion organica de residuos solidos municipales y residuos
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agricolas/agroindustriales mediante el uso de la FES. Los bioproductos a explorar son
biopesticidas, enzimas hidroliticas (individuales y mezclas) y biosurfactantes. Como
objetivos se desarrollaron las primeras estrategias de escalado del proceso y posibles
aplicaciones de los residuos que quedan después de la FES.

1.6. Biopesticidas

A lo largo de los afios, se ha registrado un aumento en la incidencia de las plagas que
involucran dafios y destruccion en cultivos que afectan directamente la agricultura y las
practicas agricolas (Koul, 2011). Desde la década de 1960, el manejo de plagas en los
paises industrializados se ha basado en el uso intensivo de pesticidas quimicos sintéticos
(Chandler et al., 2011). Sin embargo, el uso de pesticidas sinteticos es cada vez mas dificil
debido al dafio que causan en el medio ambiente, la resistencia a las plagas de los
insecticidas y los efectos letales en organismos no objetivo (Gill y Garg, 2014). El uso
generalizado de pesticidas sintéticos ha disminuido debido a diversas restricciones en los

niveles de desarrollo, registro y produccion (Velivelli et al., 2014).

Los biopesticidas se definen como “pesticidas bioldgicos” e incluyen varios tipos de
intervencion de control de plagas: a través de relaciones predatorias, parasitarias o
quimicas. El término ha sido histéricamente asociado al control bioldgico, y por
implicacion, con la manipulacion de organismos vivos. Las posiciones normativas pueden
verse influenciadas por las percepciones publicas, asi, en la UE, los biopesticidas se han
definido como "una forma de pesticida a base de microorganismos o productos

naturales"(Marrone, 2007).

Por lo general, los biopesticidas tienen ventajas ya que no producen residuos, reducen el
impacto sobre las especies que no son su objetivo, se pueden producir disminuyendo los
costes en comparacion con los pesticidas quimicos y a largo plazo pueden ser mas
efectivos que éstos (Rizvi et al., 2012). En cambio, como inconvenientes necesitan tener
una alta especificidad, lo que implica conocer la plaga exacta a la que afecta y su
patégeno, ademas su efectividad es variable con el tiempo, pues al ser organismos vivos

que se encuentran influenciados por el medio bidtico y abiotico, su velocidad de actuacién
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es lenta, y por tanto, las plagas pueden producir dafios elevados hasta que el biopesticida

tenga efecto (Miresmailli y Isman, 2014).

En abril de 2016, hay 299 ingredientes activos de biopesticidas registrados y 1400
registros de productos de biopesticidas activos segln la Agencia de Proteccion Ambiental
de Estados Unidos la (EPA) (Marrone, 2007). Los biopesticidas se clasifican en tres tipos
diferentes segin el principio activo como menciona la EPA (2015): biopesticidas
microbianos, productos bioquimicos y semiquimicos. Los biopesticidas microbianos son
los agentes de control biolégico que reemplazan a los pesticidas quimicos y consisten en
bacterias, hongos entomopatgenos o virus (Marrone, 2007). El patdgeno mas exitoso
para lograr este objetivo es la bacteria con cualidades insecticidas Bacillus thuringiensis.
Actualmente, aproximadamente el 75% de todo el uso de biopesticidas consiste en
productos basados en Bacillus thuringiensis (Bt) (Olson, 2015). Este biopesticida genera
un impacto muy bajo en el medio ambiente, ya que reside de forma natural en el suelo
(Keshavareddy y Kumar, 2016).

1.7. Cepa de Bacillus thuringiensis

El Bacillus thuringiensis (Bt) pertenece a la familia del género Bacillus. Bt es una bacteria
aerobica facultativa gram positiva que habita de forma natural en el suelo y que tiene la
propiedad de formar esporas en situaciones de baja concentracion de nutrientes, para
protegerse (Iriarte y Caballero, 2001). Las esporas son pequefios cuerpos microscopicos
que se forman, bien con fines reproductivos o bien, con fines de resistencia a condiciones
adversas. Aunque la esporulacién o formacion de esporas es un proceso comun en muchos
microrganismos, Bt tiene una propiedad especial y es que sus esporas encierran en su
interior toxinas en forma de cristal proteico (las proteinas Cyt y Cry) que tienen efecto

biopesticida (Soberon y Bravo, 2007).

El cristal proteico se produce durante la esporulacién y también es conocido como 6-
endotoxina, que esta formado por varias unidades polipeptidicas (proteinas tdxicas para

el insecto) de diferentes pesos moleculares entre 27 y 140 kDa (Poopathi y Kumar, 2003).

La célula vegetativa de Bt tiene un tamafio alrededor de 3 a 5 um de largo y de 1 a 1.2 pm

de ancho. En la Figura 1.4a se observa la célula vegetativa y en su interior formacién de
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la espora (sp) y el cristal proteico (c). En las Figuras 1.4b y c se observan los cristales

proteicos o cuerpos paraesporales una vez han sido liberados de la célula los cuales

contienen las toxinas con efecto biopesticida.

A

Figura 1.4. Micrografia electronica de esporas de B. thuringiensis (a) y de proteinas Cry purificadas (b y
¢). (Fuente: Swiecicka et al.,2007)

1.7.1. Biologia de Bacillus thuringiensis

El ciclo de vida de Bt se puede dividir en dos fases principales (Figura 1.5): la fase de
crecimiento exponencial (ciclo vegetativo que engloba la Etapa 0) y, la fase de
esporulacién, cuando se produce el crecimiento de la preespora hasta la lisis de la célula
madre (de la Etapa I/Il hasta la Etapa VI1) donde se libera el cristal de la célula (Rejeb et
al., 2017).

En la fase de crecimiento exponencial de las bacterias estas catabolizan sus carbohidratos,
lo que representa el principal sistema de conversion de glucosa en los metabolitos
intermedios (Gutiérrez et al., 2017). Cuando la mitad de los azlcares se han consumido
los metabolitos intermedios se catabolizan para producir energia y CO (Gonzalez-Ponce
et al., 2017). Durante la fase de esporulacion, el Bt esporula debido al estrés relacionado
con la falta de nutrientes en el ambiente y a las condiciones adversas (temperatura, pH...),

y en esta fase comienza la formacion del cristal proteico (Soberén y Bravo, 2007). La
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espora es una forma de vida latente que puede permanecer en el ambiente por periodos
de tiempo muy largos (afios) en ausencia de humedad y nutrientes. Cuando la espora se
encuentra de nuevo en un medio rico que contenga los nutrientes necesarios puede

germinar para comenzar de nuevo el crecimiento vegetativo (Sober6n y Bravo, 2007).

(Y- (B)
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Célla
madre

Division Asimétrica Endocitosis
Etapal/II Etapa IIT
ADN Esporulacién
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Figura 1.5. Ciclo biol6gico de Bacillus thuringiensis, esporulacion y ciclo de germinacion.
(Fuente: Adpatado de McKenney, Peter, Driks y Eichenberger, 2012).

Como describen Iriarte y Caballero (2001) la fase de esporulacion se puede subdividir en

7 pasos:

= Fase I, el ADN forma un eje longitudinal en la bacteria (célula viable).

= Fase Il, se forma un tabique transversal que divide la célula en dos partes
asimétricas, encerrando una copia de ADN en cada una de ellas, la membrana de
la célula mas grande crece alrededor de la méas pequefia (preespora).

= Fase Ill, el cortex, el espacio entre estas dos membranas esta lleno de un solo
peptidoglicano protegiendo a las bacterias de la presién osmética. Se forma el
cristal proteico.

= Fase IV, hay acumulacion de proteinas altamente resistentes que forman la

cubierta de la espora.
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= Fase V, se desarrolla entre las fases IV y VI donde el cristal define su forma.
= Fase VI, la espora est& rodeada por una capa méas delgada Ilamada exoespora.
= Fase VII, lisis de la célula madre, separacion de la espora y el cristal.

Finalmente, se requieren enzimas liticas para liberar las esporas y cristales. Cada cristal

proteico esta constituido por proteinas toxicas con potencial biopesticida.

1.7.2. Modo de accion de las proteinas toxicas de Bacillus thuringiensis

El modo de accidn de estas proteinas toxicas de Bt, es a través de la ingesta de los cristales
proteicos por parte de las larvas de los insectos (Iriarte y Caballero, 2001). Cuando el
cristal es ingerido por el insecto se disuelve en el intestino mediante las proteasas alcalinas
y libera las proteinas transforméndolas en toxinas activas presentando efectos toxicos

sobre el insecto.

Los efectos toxicos que se producen en el insecto comienzan con una hemiplejia bucal a
las pocas horas y paralisis del intestino que les provoca diarrea y vomitos ocasionandoles
una inmovilizacion de todo el cuerpo hasta llegar a la muerte. Esto se debe a que se
produce un desequilibrio osmético en las células epiteliales donde las proteinas Cry se

insertan en las membranas ejerciendo su actividad toxica (Bravo et al., 2011).

1.7.3. Factores que afectan al crecimiento, esporulacion y formacion de la proteina
toxica de Bacillus thuringiensis
Los factores que afectan al desarrollo completo de Bt son: la fuente de carbono, fuente de

nitrogeno, el idn de potasio y metales pesados, asi como el pH, temperatura y aireacion.

Como fuente de carbono utiliza azlcares produciendo acidos durante la fermentacién
(Ozkan et al., 2003). La fuente de nitrogeno debe estar suplementada con algun
aminoacido que apoye la esporulacion y la produccién de toxinas por Bt, normalmente la

mejor fuente de nitrégeno organico ha sido la peptona (Icgen et al., 2002).

Los iones de potasio son esenciales para la produccion de toxinas por Bt (Ozkan et al.,
2003). Ademas de los iones metalicos como Ca?*, Mg?*, Mn?*, Zn?*, Cu?" y Fe?* que son

esenciales para la produccion de la esporulacion mas alta y la formacion de 5-endotoxinas

(Icgen et al., 2002).

En cuanto al pH, el Bt puede crecer en un rango de 5.5 a 8.5, al inicio de su crecimiento

el pH es de 6.8 a 7.2, disminuyendo cuando se libera acetato hasta valores de 5.8, y
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aumentando hasta 7.5-8 cuando éste se consume (Icgen et al., 2002). La temperatura
Optima de crecimiento es de 30°C (Ozkan et al., 2003) y siempre se necesita una aireacion
continua, puestos que si ésta falla el Bt no crece ni es capaz de esporular generando la
toxina (Foda et al., 2002).

1.7.4. Persistencia y seguridad del efecto biopesticida del Bacillus thuringiensis

El biopesticida derivado de Bt no es dafiino para los organismos no objetivo, incluidos
los insectos, las aves y los seres humanos (Tirado-Montiel et al., 2001). Las proteinas son
biodegradables por lo que tampoco presentan riesgos ambientales, no contaminando

suelos ni aguas (Iriarte y Caballero, 2001).

Los factores ambientales por los que se ven afectadas las proteinas, degradandose, son la
temperatura, el agua y la luz. Por ejemplo, la temperatura Optima para el efecto
biopesticida esté entre 10 y 30°C con una viabilidad de efecto toxico de 30 dias (Iriarte y
Caballero, 2001). Cuando la temperatura es superior a 30°C las proteinas reducen la
actividad pesticida influenciada también por otros factores como el agua, la luz solar y
los productos quimicos (Osborn et al., 2007). En la exposicion a la luz solar (rayos UV)
la toxina es destruida pudiendo sobrevivir las toxinas de Bt entre 1 y 2 dias en el campo

y dos semanas si se aplican a la silvicultura (Vettori et al., 2003).

1.7.5. Descripcidon de las subespecies de Bacillus thuringiensis
Existen distintas subespecies de Bt que se producen comercialmente debido a que cada
una de ellas, segun la proteina Cry que contiene, es efectiva contra un tipo de plaga, bien

Lepiddpteros, Dipteros o Coledpteros.

Las subespecies méas estudiadas como productores de biopesticidas y que sirven para la
produccion de 5-endotoxinas a nivel comercial son B. thuringiensis subsp. Kurstaki (Btk),
subsp. Israelensis (Bti), Bt Aizawai (Bta) y Bt Teniobris (Btt) (Dambach et al., 2014;
Elleuch et al., 2015).

Cada subespecie de Bt puede tener un nimero variable de plasmidos responsables de la
sintesis de diferentes d-endotoxinas formando méas de un tipo de cristal. Estos plasmidos
llevan varios genes de toxinas (genes Cry), a veces idénticos y, por lo tanto, permite
aumentar su espectro de accion contra mas especies de insectos (Rabinovitch et al., 2017).

Las diferentes subespecies de Bt pueden intercambiar facilmente sus plasmidos mediante
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un proceso como la conjugacion, un fendmeno que se ha demostrado en el intestino de
las larvas de mosquitos. La Tabla 1.2. resume las subespecies méas importantes de Bt con
el tipo de plaga y cultivo a los que va dirigidos en funcion de las endotoxinas.

Btk fue aislado por primera vez en 1962 por Edourad Kurstak de larvas muertas de la
polilla de la harina del Mediterraneo (Anagasta kuekniella) de un molino harinero en
Bures Sur Yvette, cerca de Paris, Francia. Abbott Labs introdujo el primer producto
comercial 'DiPel' en 1970. La primera cepa aislada de Btk fue HD-1 aplicada contra la
lombriz roja enferma (Pectinophora gossypiella) por Dulmage (1970) y la HD-263 contra
la polilla almendrada muerta (Ephestia cautelln). La mayoria de los aislamientos de Btk
(p. e., HD-73) producen un gran cristal parasporal bipiramidal (1.1 x 0.5um) que contiene
una proteina unica que casi siempre es toxica para los lepidopteros. Sin embargo, en
algunos aislamientos de Btk el cristal bipiramidal esta acompafiado por un cristal cuboidal

mas pequefio y es toxico para los lepiddpteros y los mosquitos (Peart et al., 2000).

Bti fue encontrado en Israel por Barjac. Esta cepa tiene actividad insecticida en mosquitos,
moscas negras, moscas y moscas de establo en la etapa larvaria. Es especifico para larvas
de dipteros (Goldberg et al., 1980). Por lo tanto, Bti ha resultado ser de gran importancia,
especialmente en los tropicos, debido a su potencial como insecticida bioldgico contra las
especies de Anopheles, Aedes, Culex y Simulium damnosum, portadores de enfermedades
como la malaria, la fiebre amarilla, la filariasis y la ceguera del rio, respectivamente
(Darriet, 2016; Hayakawa et al., 2017). La mayoria de las cepas de Bti activas contra los
mosquitos producen inclusiones parasporales de forma esférica o irregular, un didmetro

promedio de aproximadamente 1 um de, con un rango de 0.7 a 1.2 (Peart et al., 2000).

Una de las caracteristicas mas atractivas de Bti es su caracter tolerante a humedad y
temperatura. Esto permite que sus formulaciones se puedan almacenar a temperatura
ambiente y resulten en formulaciones estables durante mucho tiempo (Foda et al., 2010).

Sin embargo, en el medio acuatico, su actividad larvicida es de corta duracion.
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Tabla 1.2. Variedades de Bt relacionando su proteina insecticida, plaga y cultivo al que afecta.

Bt variedad Proteina Cry Orden Plaga Cultivo Referencia
Bt Kurstaki CrylA, CrylA, CrylA(a), Lepiddpteros Aglaope infausta Almendra (Zhang, et al., 2013)
(Btk) CryllA, CrylIB, CrylA(a) Autographa gamma Tomate (Smitha et al., 2013)
Chrysodeixisincludens Haba de soja
Ostrinia nubilalis Maiz
Pieris breassicae Repollo
Preays citri Citricos
Prays oleae Aceituna
Lobesia botrana Melocoton
Anarsia Lineatella Vid

Plutella sylostella

Sparganothis pilleriana

Bt Israelensis  CrylVA, CrylVB, CrylVC, Dipteros Aedes (Poopathi y Kumar, 2003)
(Bti) CrylVD, CytA Anopheles (Foda et al., 2010)
Culex
Culiseta

Orthocladius
Tipula

Simulium
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Bt variedad Proteina Cry Orden Plaga Cultivo Referencia
Bt Aizawai CrylA, CrylA, CryIC, Lepiddpteros Agrotis ipsilon Col de tomate (Gongalves et al., 2018)
(Bta) CrylD Autograpaha gamma Algodon
Chrysodeixis chalcites judio
Earias insulana Puerro
Etiella sinckenella Aceituna

Eupoecilia ambiguella
Prays oleae
Acrolepiosis assectella
Helicoverpa armiguera
Plutella sylistella
Spodoptera littoralis

Spodoptera exigua

Bt Teniobris CrylllA Coleopteros Leptinotarsa decemlineata Patata
(Btt)
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También hay otras subespecies de Bt activas en lepiddpteros como la conocida Bacillus
thuringiensis aizawai (Bta), que se puede aplicar contra el grupo de Spodoptera e insectos
que han desarrollado resistencia a Btk (Kim et al., 2017); Bacillus thuringiensis
subespecie teniobris (Btt) que fue descubierta en 1983 y es eficaz contra las larvas de
coledpteros y que puede infectar la larva del escarabajo de la patata de Colorado, que
causa la mayor plaga de la patata en Europa y América del Norte, y ha desarrollado
resistencia a muchos insecticidas quimicos (Fuente-Salcido et al., 2016).

1.8. Biopesticidas a partir de Bacillus thuringiensis

Los biopesticidas a partir de Bt se empezaron a producir en las primeras décadas del siglo
pasado, después de que el bidlogo japonés Shigetane Ishiwatari en 1902 descubriese el
Bt, y en 1911 Ernst Berliner aislara la bacteria debido a la enfermedad que contraian las
orugas de la polilla gris de la harina, dando su nombre a Bt en honor a la region donde
fue encontrada, Turingia. EI primer producto comercial de Bt fue desarrollado en el afio
1938 en Francia con el nombre de “Sporine”, pero hasta los afios 60 no se realizaron

pruebas de campo contra las plagas.

Actualmente, todos los biopesticidas vendidos o distribuidos deben estar registrados por
la EPA con estudios cientificos que demuestren que se pueden usar sin representar riesgos
injustificados para las personas o el medio ambiente (EPA 2015). Los biopesticidas
producidos a base de Bt también se encuentran regulados por la EPA registrandose como
un insecticida microbiano al que se le deben realizar varios analisis para evaluar la
toxicidad y si existe efecto en otros seres vivos y en el medio ambiente (Lacey et al.,
2001). En Europa el registro de los biopesticidas se regula como productos fitosanitarios,
no se encuentran reconocidos como biopesticidas, con el Reglamento 1107/2009 de
proteccion vegetal de la UE. Ademas, se debe llevar a cabo con otros Reglamentos y
Directivas de la UE como es la Directiva 2009/128/CE sobre el uso sostenible de los
plaguicidas y el Reglamento sobre los niveles maximos de residuos (LMR) en los

alimentos.
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La comercializacion de biopesticidas a base de Bt se encuentra disponible en diferentes
formulaciones, como concentrados liquidos, polvos humectables, polvos y granulos listos
para usar. Las preparaciones comerciales de Bt consisten en una mezcla formulada de
esporas y cristales, ya que, como se ha comentado un cristal proteico solo puede matar a
un insecto (Rabinovitch et al., 2017). La espora también puede aumentar la actividad del
cristal protegiéndolo de la luz UV, ya que el cristal de la toxina de Bt es sensible a la luz
UV y se puede inactivar con la exposicion a la luz solar (Ruan et al., 2004).

El biopesticida a partir de Bt se utiliza comercialmente para controlar plagas en los
bosques y los insectos agricolas; ya que como se ha explicado antes es seguro contra
humanos, animales, fauna y el medio ambiente (Wang et al., 2014). Sin embargo, su uso
ha sido restringido debido a su alto coste de produccion (Yezza et al., 2006a), ya que
comercialmente se produce en un medio sintético que comprende harina de soja, harina
de pescado, glucosa, extracto de levadura, peptonay oligoelementos que se agregan para
mejorar el proceso de esporulacion (Tirado-Montiel et al., 2001). Este proceso se realiza
con una FmS, proceso de produccién tradicional de Bt, pero conlleva problemas debido
a la baja concentracion de producto final y al procesamiento posterior del mismo que
resulta complicado (Brar et al., 2006). Ademas, el coste de los medios de fermentacion

ronda el 35-59% del total de la fermentacion (Yezza et al., 2006a).

Por ello, en los ultimos afios, la FES se ha estudiado para producir Bt y otros agentes de
control microbiano utilizando residuos agricolas e industriales como sustrato (El-
Bendary, 2006). Bt necesita medios de cultivo que contienen fuentes de nitrégeno,
carbono y sales minerales para crecer, por lo que se han podido sustituir las materias
primas utilizadas por residuos que contienen los nutrientes necesarios para ello,

reduciendo asi los costes de las fermentaciones (Ndao et al., 2017).

1.8.1. Produccién de biopesticidas a partir de Bacillus thuringiensis utilizando
residuos como sustratos

1.8.1.1. Fermentacion sumergida

Los primeros estudios sobre FmS para producir biopesticida derivado de Bt se iniciaron
en 1970, en la Universidad Estatal de Campinas (UNICAMP) para explorar la viabilidad
de producir preparaciones de endotoxinas de Bt, usando residuos agroindustriales como

levadura forrajera, leche de soja y proteinas de semillas leguminosas (Alves et al. 1997).
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Los informes de Stanbury et al. (1995) sobre la reduccion de costes del proceso de
produccion permiten sustituir el medio comercial por materias primas provenientes de la
agricultura y la industria. Las materias primas estudiadas para producir biopesticida a
partir de Bt son la harina de soja con residuos agroindustriales complejos (azlcar de cafia,
almidon soluble, frijol de soja, almidon de yuca, almidon de maiz, paja de arroz, salvado
de trigo, licor de maiz, melaza de cafia de azlcar, suero de queso y residuos de coco)
(Mummigatti y Raghunathan, 1988 ; Escobar et al., 2004; y Mourao, 2008; Vu et al., 2009
; Rahbani-Mounsef et al., 2014a; Jouzani et al., 2015), aguas residuales de la industria del
almidon (Brar et al., 1998; Vu et al., 2010) y lodos de aguas residuales (Mohammedi et
al., 2016) con diferentes tratamientos (Tirado-Montiel et al., 2001) en el laboratorio y en
gran escala (Yezza et al., 2006a). Estos sustratos permiten el crecimiento, la esporulacién
y la formacion de cristales para obtener un biopesticida a base de Bt.

Uno de los primeros estudios sobre la produccién de Bt fue con semillas de leguminosas,
mezcla de soja con almidon soluble o melaza de azlcar de cafia, observando que parte de
los aminoacidos que contienen estos sustratos ayudan al crecimiento de la 6-endotoxina

y otros lo inhiben (Mummigatti y Raghunathan, 1988).

Los lodos de aguas residuales mostraron resultados positivos a escala de laboratorio y
escala piloto ya que el Bt pudo crecer y esporular. En este estudio el problema fue la
presencia de patdgenos y metales toxicos. Ademas, se observo que cuando el pH era
inferior a 5, se podia inhibir el crecimiento, debido a una débil esporulacion y la
formacion de cristales proteicos de Bt (Tirado-Montiel et al., 2001). Estos autores también
encontraron que la variacion de toxicidad se relaciona directamente con los nutrientes
disponibles, el origen de los lodos y los métodos empleados para su generacion (Yezza et
al., 2006a). Las fuentes de carbono, nitrégeno y la relacion de C/N influyen al tamafio, la
composicion y la formacion de la 5-endotoxina que afecta a la toxicidad en la plaga. Si la
concentracion de nitrdgeno era baja (146.3 mg L) y la cantidad de carbohidratos elevada

se producia un crecimiento de células viables de Bt, retrasando la esporulacion.
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Tabla 1.3a Produccion de biopesticida a partir de Bacillus thuringiensis (Bt): principales parametros de FmS.

Referencias Bt Sustrato  Volumen Agitacion  Aireacion Temp pH In6culo C/N  Tiempo

(L) (rpm) (VWWM) — (%C) (% (vIv)) (h)
(Jouzani et al., 2015) Btk AW 1.5 300-1200 1 30 6.5 2 12
(Mohammedi et al., 2015) Btk,Bta, WS 0.1 - - 30 6.9+0.1 2 12.5 48

Btt, Bti
(Rahbani-Mounsef et al., 2015) Btk CM 1.5 340-500 0.033-1 30 NC 50(a) - 35
(Anakwenze et al. 2014) Btk SMG 0.020 160 - 30 7 1(a) - 72
3.5-10%(b)
(Rahbani-Mounsef et al. 2014) Btk CM 2.9 500 0.033 30 NC 2 - 48
(Emandes et al., 2013) Bti ™ 0.50 150 30 7 1(a) 120
2-10%(b)

(Vu etal., 2012) Btk SIW 10 300-500 30 7 2 - 48
(Khedher et al., 2011) Btk SIWS 0.50 200 - 30 7 - - 96
(Vu et al., 2010) Btk SIW 10 300-500 2-4 30 7 13.9 72
(Vu et al., 2009) Btk SIW 10 250-500 2-4 30 7 2.5 13.9 48
(Valiciente y Mourao, 2008) Btt. MS 0.15 200 - 30 7.2 5 34.1 96
(Vu et al., 2008) Btk [\ 10 300-350 2-2.5 30 7 2 12.9 48
(Yezzaet al., 2006a) Btk IW, WS 100 100-150 0.3-05 30 7 2 10.12 48
(Poopathi y Kumar, 2003) Bti PSB 0.002 200 - 37 7 - - 72
(Tirado-Montiel et al., 2001) Btk WS 0.25 250 - 30 7 1-10% (b) - 264
(Brar et al., 1989) Btk SIW 12 250-400 25-35 30 7 2 14.9 48

Btk: Bt var. kurstaski
Bta: Bt var. aizawai
Btt: Bt var. teniobris
Bti: Bt var. israelensis

AW Residuo agroindustrial

WS Lodos

CM Molienda de cereales

SMG Medio estéril con glucosa

TM Triptosa and milhocina
SIW Residuo industrial

SIWS Residuo industrial y soja
MS Harina de maiz y soja

PSB Harina de patata y azlcar

UFC: Unidades Formadoras de colonias.
() Unidades: mL

(b) Unidades: UFC mL !
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Tabla 1.3b. Produccién de biopesticida a partir de Bacillus thuringiensis (Bt) principales resultados de FmS.

Referencias Células viables Esporas Cristal Esporulacion Toxina Toxicidad
(UFC mL™Y) (esporas mL™) (Crys mL™) (%) (mg L™ (SBU L™

(Jouzani et al., 2015) - 5.2-10° - - 750 -
(Mohammedi et al., 2015) 1.90-107-6.40-10°  1.57-10"-4.40-10° - 82.6-97.0 - (9.7-14.7)-10°
(Rahbani-Mounsef et al., 2015) 2:10’ 1.98-10° 2.49-10° - 2.49-10° -
(Anakwenze et al. 2014) - - - - -
(Rahbani-Mounsef et al. 2014) 1.96-10° 1.66-10° 1.80-10° - 2.410° -
(Emandes et al., 2013) - 3-10° - - 2.810° -
(Vu et al., 2012) 5.6-10° 4.3.108 - - 12.4-10%
(Khedher et al., 2011) 62.8-10° 105.9-10* - - 3.347-10° -
(Vu etal., 2010) 25-108 13-10° - - 1.67 18.5-10°
(Vu et al., 2009) 8.3-108 3-108 - 85.7 % 1.12-10°" -
(Valiciente y Mourao, 2008) 3.9-107 4.39-108 - - - -
(Vu et al., 2008) 3.5-108 1.43-108 - 57.1 1.043 10° 18.4.10°
(Yezzaet al., 2006a) (2.93-16.9)-108 (6.47-66.7) -10° - 95-22 1.043-10° (6-18)-10°
(Poopathi y Kumar, 2003) - - - - - -
(Tirado-Montiel et al., 2001) 1.4-10° 1.2-10° 86 1.043 10° 4100 (a)
(Brar et al., 1989) 1.67-10° 8.4.10° - - - 17.1-10°

UFC: Unidades Formadoras de colonias.
SBU: Spruce budworm units

Ul: Unidades Internacionales.

(a) Unidades: Ul uL*
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El efecto de las condiciones de aireacion es un factor clave para la produccion de Bt.
Rahbani-Mounsef et al. (2015) evaluaron este efecto a partir de un medio con cereales
para mejorar la productividad de las proteinas de la toxina y observaron un aumento lineal
de la tasa de crecimiento especifica promedio con el aumento de la transferencia de Oz y
una esporulacién y liberacion mas réapida de cristales proteicos y 3-endotoxinas.

La Tabla 1.3a resume las condiciones de cultivo en los estudios mas importantes de FmS
para la produccion de biopesticida a partir de Bt y la Tabla 1.3b los valores mas
importantes de células viables, esporas, cristal, 6-endotoxina y la toxicidad obtenidas

estas pruebas.

1.8.1.2. Fermentacion en Estado Solido

La primera aplicacion de FES para la produccion de Bt aparecio en forma de patente
estadounidense de Mechalas (1963), seguida de los informes de Dulmage y Rhodes
(1971). En estudios posteriores, a partir del afio 2002, se han utilizado residuos como
sustratos disminuyendo asi los costes de produccién de biopesticida derivado de Bt
(Adams et al., 2002). Algunos ejemplos de materias primas utilizadas para producir Bt
son: harina de patata (Adams et al., 2002; Poopathi y Kumar, 2003; Smitha et al., 2013),
salvado de trigo (Devi et al., 2005), lodos de aguas residuales (Zhuang et al., 2011; Mona
Fatin et al., 2016), residuos de los capullos de gusanos de seda (Patil et al., 2013); residuos
de cocina (Zhang et al., 2013), residuos de hongos (Wu et al., 2014), residuos de alimentos
(Zou et al., 2016), residuos agroindustriales (Foda et al., 2010; EI-Bendary et al., 2016),
residuos de soja (Ballardo et al., 2016), fraccion organica de residuos municipales
(Ballardo et al., 2017).

En los estudios de FES para producir biopesticida a partir de Bt se han optimizado
parametros como son la cantidad de in6culo, pH inicial, sales, grasas y aireacion. La
cantidad de indculo inicial 6ptimo observada por Zou et al. (2016) depende de la
competencia entre microorganismos, no necesariamente al aumentar la cantidad de
indculo se incrementa la produccion de Bt. EI pH debe estar en un valor neutro o alcalino
(7-9), a valores inferiores a 5 se inhibe la formacion de la toxina. EI contenido en sales
afecta a las células porque puede deshidratarlas e inhibir el crecimiento de Bt influyendo
en la formacion de la 5-endotoxina. Cuanto mayor es el contenido en grasas, que influye

en la viscosidad, la transferencia de oxigeno es menor, afectando al crecimiento de células
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viables de Bt y a la 8-endotoxina (Mona Fatin et al., 2010). Devi et al. (2005) estandarizé
un método de aireacion a intervalos de 8 h, comenzando a las 16 h después de la
incubacién para apoyar el crecimiento éptimo de Bt con salvado de trigo y melaza. Patil
et al. (2013) observaron que un sustrato con valores altos en proteinas (44.9-57.5%),
lipidos (40-30.5%) y una fuente de carbono disponible puede ayudar a la produccion de
Bt.

Otro impacto en el crecimiento y la toxicidad Bt fue el efecto de los metales pesados (Pb
(11, Cu (11), Cd (11) y Cr (111)) observando que cuando la exposicion de Cu (1) es de 150
mg L se reduce la cantidad y el tamafio de los cristales proteicos, lo que disminuye la
sintesis de 6-endotoxinas y la toxicidad del Bt (Zhuang et al., 2011).

En otros estudios de FES, la produccion de Bt se optimizo gracias a la posibilidad de
utilizar los residuos de cocina para observar el efecto sobre el crecimiento y la toxicidad
de Bt. Zhang et al. (2013) obtuvieron el medio 6ptimo con un 55.21% de residuos de
cocina, 22.08% de salvado de trigo, 11.04% de polvo de torta de soja, 11.04% de cascaras

de grano y 0.63% de iones mixtos.

El escalado del proceso para obtener biopesticida derivado de Bt se prob6 por varios
autores como Poopathi y Kumar, (2003), El- Bendary et al., (2006), Zhang et al., (2013)
y Wu et al., (2014). Todos los estudios concluyeron que los problemas que se asocian con
el proceso de escalado de FES estan relacionados con la transferencia de masa y calor
debido al sustrato solido (Luna-Finkler y Finkler, 2012), ademas de la agitacion, el
contenido de humedad, la aireacién, la transferencia de oxigeno, disponibilidad de
nutrientes y la temperatura en el reactor (Raghavarao et al., 2003). Por ejemplo, EI-
Bendary et al., (2006) concluyeron que la cantidad de material en el lecho causa
problemas de aglomeracion afectando al crecimiento microbiano debido a una falta de
transferencia de oxigeno. También, Zhang et al. (2013) observaron que, al escalar el
proceso hasta una cantidad de 40 kg, las esporas y la toxicidad disminuyen debido a una
menor transferencia de oxigeno y la dificil accesibilidad de los nutrientes por parte del
Bt.
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Tabla 1.4a. Produccidn de biopesticida a partir de Bacillus thuringiensis (Bt): principales pardmetros de FES.

Referencias Bt Sustrato  Volumen Humedad  Aireacion Temp pH Inéculo C/IN Tiempo
ratio
(9) (%) (mL min?)  (°C) - (% w:w) - (h)
esporas mL*
(Ballardo et al., 2017) Btk osw 3800 50.3+2.1 (@ Cs 40-69 8.22+0.07 10 16.9 1200
(Zou et al., 2016) Btk FW - 75.25 (b) 250 30 5.67 0.2 20.03 72
(El-Bendary et al., 2016) Bti AlIW 50 15 Agitacion - 7 10 - 120
diaria
(Mona Fatin et al., 2016) Bt WSWB - - (b) 150 30 7.00 - - 240
(Ballardo et al., 2015) Btk SW 100 50.1 (@) 15 30 7.35 10 12.2 480
2300 60-65 7.33

(Wuetal., 2014) Bti SM 10 - (b) 150 32 7.20 10 11.55 360
(Patil et al., 2013) Bt PW-SL 500 75 - 32 7.00 (9)1-(10%) - 120
(Smitha et al., 2013) Btk PF (c)100 - (b) 125-140 37 - (e)10 - 12
(Zhang et al., 2013) Btk KW (c)15 50 80 35 5.63+0.03 15 - 45

35
(Zhuang et al., 2011) Btk SWB 80L 60 100 30 7.2 (f) 2 10.12 72
(Foda et al., 2010) Bti BL (c)250 60 - 30 - - - 216
(Devi et al., 2005) Btk wB 50 - - 30 7.2 (d) 10 - 48
(Adams et al., 2002) Btk BL 10 60 - 30 - (9) 1.5- (10%) 12.7-9.4 72

Btk: Bt var. kurstaski
Bti: Bt var. israelensis

OSW Residuo orgénico sélido
FW Residuo de comida

PF Harina de patata
UFC:Unidades formadoras de colonias

AIW Residuo agroindustrial
WB Salvado de trigo
BL Residuo de pollos

WS Lodos de aguas residual PW-
SL Residuo de capullo de
gusanos.

SM Residuo cultivo de hongos

SW Residuo de soja
KW Residuo de cocina
SWB Lodo y salvado de trigo

(a)Estrategia control de aire (Puyuelo et al. 2010) (b) Agitacion (rpm) (c) ml (d) % (v/v) (€) % (w/v) (f) (% wt.) (g)UFC L*
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Tabla 1.4b. Produccidn de biopesticida a partir de Bacillus thuringiensis (Bt: principales resultados de FES.

Referencias Células viables ESporas Toxina LCso Toxicidad
(UFC g'MS) (UFC g'MS) (mg g*) (g mL™) (Ul mg?)
(Ballardo et al., 2017) 1.7-2.2-(10") 1.3-2.1-(10") - - -
(Zou et al., 2016) 1.03-(10") (a) 2.23-(10") (a) 231-(10°°) - 56875
(EI-Bendary et al., 2016) - L: 221-234-(10%) - L:1-10° -
ES: 222- 252-(10°%) ES:8.8-9.2 ES:3-10°
(Mona Fatin et al., 2016) - 1.64-(10™) (a) (10 days) - 8.43-(10°) 1487
(Ballardo et al., 2015) E: 6.2-(10") E: 8.6-(10%) - - -
NE: 3.8-(10°%) NE: 1.3-(10°%)
ES:9.5-(107) ES:1.1-(10)
(Wu et al., 2014) L: 1.25+6-(10°%) L: 95+5-(10°%) - L: 2+0.09 SC: 1.487
ES: 3.8:(10% ES: 1.2+0.1
(Patil et al., 2013) - 3-3.5-(10%) - - -
(Smitha et al., 2013) - - 6.31 -10° (48h) - -
(Zhang et al., 2013) - L: 5.01-(10%) - - L: 15200
ES: 9.6-(10°) ES: 10874
(Zhuang et al., 2011) 5.98+0.42-(10%) 5.260.32:(10%) 7.14+£0.35 - 4758
(Foda et al., 2010) 58.33 + 1.97 (10°%) 47.00 + 13.89 (10°) - 142.4-220.4 -
(Devi et al., 2005) - L: 9.2-(10%); SC: 12.6-(10%) L: 66; ES: 112 ES: 222.09 -
(Adams et al., 2002) 5.(10%) 6-(10%) 8.4-10° - -
E: Estéril; NE:No estéril; L: Laboratorio ES:Escalado

UFC: Unidades Formadoras de colonias.

Ul: Unidades Internacionales.
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Todos los detalles de los sustratos utilizados para producir biopesticida a base de Bt por
FES se recogen en Tabla 1.4a y la Tabla 1.4b, donde se muestran los pardmetros
estudiados para el proceso de FES y los valores mas importantes obtenidos en la
produccion de biopesticidas a partir de Bt, como células viables, recuento de esporas, 5-

endotoxina, las dosis letales (LCso) y toxicidad.

Los reactores que se utilizan para obtener biopesticida derivado de Bt suelen ser matraces
Erlenmeyer, reactores de columna de vidrio o botellas Roux a escala de laboratorio.
Cuando se escala el proceso, los reactores utilizados son reactores de bandejas o tambor.
En los de bandeja, el fondo esta perforado de tal manera que mantiene el sustrato y
permite la aireacion de la superficie inferior del sustrato (Krishania et al., 2018). Los
reactores de tambor consisten basicamente en un reactor en forma de tambor equipado

con un dispositivo giratorio y provisto de una entrada y salida de aire (Spier et al., 2011).

1.8.1.3. Comparacion entre Fermentacion sumergida y Fermentacion en Estado Solido
Las ventajas de la FES en relacion con la FmS ya se explicaron anteriormente (apartado
1.4.1). Si se concretan en el caso de la produccion de biopesticidas a partir de Bt, se puede

concluir lo siguiente.

No siempre es viable econédmicamente la implementacion de la FmS debido al alto coste
relacionado con la necesidad de aireacion y el uso de antiespumantes (Brar et al., 2006).
Ademas de que requiere la implementacion de grandes reactores, para el posterior
centrifugado del producto final a alta velocidad e instalaciones de secado para obtener el

biopesticida producido a partir de Bt (EI-Bendary, 2006).

La FES ofrece una tecnologia alternativa que presenta ventajas como las citadas
anteriormente en el apartado de FES en general. Afiadiendo a este tipo de bioproducto la
facilidad de esporular sobre un sustrato sélido con baja inversion de capital y la obtencion
de un producto concentrado (Holker et al., 2004; Singhania et al., 2009). De todas formas,
es dificil lograr una aplicacion industrial a gran escala, debido a la lenta transferencia de
masa, que se debe vigilar mediante el control de humedad y temperatura de la

fermentacion, no siempre facil (Pandey et al., 2000).

La produccion de biopesticida derivado de Bt se puede comparar a través de su

produccién a partir de lodos de aguas residuales entre FmS (Mohammedi et al., 2006;
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Tirado-Montiel et al., 2001; Yezza et al., 2006a) y FES (Mona- Fatin et al., 2016; Zhuang
etal., 2011). En este caso, los valores obtenidos de colonias y esporas en FES son mayores
en dos unidades: en general, comparando los valores de células viables son mas altos en
FES, estando en una magnitud entre 10° hasta 10° UFC g MS™, y las esporas entre valores
de 10° y 10™ esporas g MS™ dos unidades mas altas que en FmS. También, la toxicidad
aumenta un 20% cuando se trabaja en FES (Zhuang et al., 2011). En cuanto al volumen
de los reactores utilizados es mayor en FES que en la FmS. Mientras tanto, los valores de
5-endotoxina y toxicidad fueron mayores con FES hasta 15200 Ul mg™ cuando las
esporas llegaron a un valor de 10 esporas g MS™ (Zhang et al., 2013).

En el estudio reciente de Lima-Pérez et al. (2019) se compara FmS y FES con un medio
optimizado para el crecimiento de Bt. El sustrato inerte de la FES fue la espuma de
poliuretano, creando una red que deja al sustrato completamente disponible para que las
células consuman todos los nutrientes y obtengan la energia necesaria para la produccién
de células viables y esporas de Bt. El resultado fue que la FES proporciond mayores
rendimientos de biomasa y una diferenciacion celular temprana entre células viables y

esporas.

1.8.2. Recuperacion de las toxinas

La recuperacion de estas toxinas después del proceso de FES se considera el principal
desafio para la formulacion de Bt con efecto biopesticida. EI procesamiento de la toxina
es una parte integral de la industria de bioprocesos. Se compone de una secuencia de
operaciones de separacion y recuperacion. Los costes de recuperacion de los productos
microbianos pueden variar desde un 15% a un 70% del coste total de fabricacion segun
lo publicado por Atkinson y Mavituna (1991). Por lo tanto, es importante el desarrollo de
métodos de procesamiento eficientes y economicos para la recuperacion de productos

microbianos (Behera y Varma, 2017).

El producto final del medio de fermentacion de Bt contiene un complejo de toxinas (STC),
que es una mezcla de cristales, esporas, restos de células y componentes del medio. Los

métodos seguidos para procesar al biopesticida producido por FES son:

- Centrifugacion con &cido o acetona (Rios et al, 1997).
- Floculacion/sedimentacion después de la adicion de cloruro de calcio, cloruro

férrico o sulfato de aluminio (Luna y Finkler, 2008).
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- Ultrafiltracion seguida de centrifugacion continua y precipitacion &cida
(Prabakaran y Hoti, 2012).
- Ultrafitracion con una filtracion al vacio posterior (Brar et al., 2006).

Muchos de los biopesticidas a partir de Bt se presentan en polvo para suspenderlos
posteriormente en agua. En esta tesis se aplicaron métodos estudiados antes por
Rahbanhi-Mounsef et al. (2015) para la separacion de esporas y cristal como son
extracciones con hexano o NaOH en un residuo heterogéneo como el digestato

fermentado.

1.8.3. Coste de la produccion de biopesticida a partir de Bacillus thuringiensis
Actualmente, existen mas de 98 pesticidas bacterianos pulverizables formulados (424
millones de USD) (Lacey et al., 2001). El Bt ha sido considerado como el biopesticida
mas exitoso en el ultimo siglo (Marrone, 2007).

Hoy en dia, los aerosoles que utilizan cepas de Bt de origen natural, representan
aproximadamente el 75% del mercado mundial de biopesticidas, que se estima en 8 mil
millones de USD por afio en 2005 (Sanchis, 2011). Ademas, de su produccién y
recuperacion de la toxina, su aplicacion (pulverizacion convencional o cultivos Bt

modificados genéticamente) es facil y barata (Bharadwaj, 2016).

Algunos estudios como los que se muestran en la Tabla 1.5 relacionan el coste para
producir 1 kg de biopesticida a partir de Bt segun el sustrato utilizado, observando que se
reducen los costes de produccion cuando se trabaja con residuos como la harina de patata

en comparacion con el medio comercial hasta un 94%.

Tabla 1.5. Coste de biopesticidas de Bacillus thuringiensis a partir de residuos.

Sustrato Coste (US $ kg™)
Medio comercial (Wu et al., 2014) 1.25
Harina de patata (Wu et al., 2014) 0.075
Harina de soja (Smitha et al., 2013) 1.50
Salvado de trigo con melaza y levadura (Smitha et al., 2013) 0.70

Establecer los costes asociados a la produccion de Bt mediante FES es complejo. Aunque

se ha demostrado en estudios anteriores que se pueden reducir los costes usando residuos
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industriales y agricolas, incluso mejorando la efectividad de pesticidas mas costosos
(Escobar et al., 2004; Smitha et al., 2013; Wu et al., 2014).

1.8.4. Ensayos de biopesticida a partir de Bacillus thuringiensis a escala de
laboratorio y de campo

Desde 1960, se han desarrollado diferentes ensayos biolégicos a escala laboratorio y
pruebas de campo para determinar el poder insecticida de las formulaciones de
biopesticida a partir de Bt y su eficacia en plagas especificas de microbios seleccionados
y en comparacion con los productos comerciales de pesticidas quimicos (Navon, 2000).
Las plagas investigadas en los bioensayos generalmente fueron las de Choristoreuna
fumiferena, Spodoptera frugiperda, Aedes aegypti, Plutella xylostella, Heliothis zea,
Achaea Janata, Bactrocera dorsalis y Culex pipiens (Sanchis, 2011).

Los productos insecticidas basados en la bacteria Bt se han utilizado durante décadas para
controlar las plagas de lepiddpteros (orugas), dipteros (mosquitos y moscas negras) y
coleopteros (larvas de escarabajos) (Sanchis, 2011). La aplicacion en plagas de este
biopesticida debe tener en cuenta la edad de las larvas (Markwick et al., 2001), el
comportamiento de la alimentacion de los insectos y el momento de la aplicacion segun

la época del afio y del dia para que tenga un resultado efectivo (Carvalho, 2006).

Para los bioensayos, normalmente se sigue el método de incorporacion a la dieta de
Dulmage (1970) y Beegle (1986). La aplicacién méas extensa en la prueba de campo fue
con el gusano pimpollo (Lepidoptera: Choristoreuna fumiferena), uno de los principales
responsables de la destruccion del bosque de coniferas. La mortalidad se expreso en
relacion con las larvas de gusano pimpollos (SBU) inducidas por la preparacifion a base
de Bt en comparacion con la mortalidad por la preparacion estandar Foray 48B (Abbott
Labs, Chicago). El pardmetro utilizado para analizar el efecto de mortalidad es la
concentracion letal al 50% (LCso), parametro que significa la concentracion de producto

que produce la muerte del 50% de los insectos evaluados.

Una de las plagas mas destructiva de los cultivos de cruciferas en el mundo es la de
Plutella xylostella (Guo et al., 2015), un lepiddptero contra el cual se aplica la cepa de
Btk. Los bioensayos realizados en esta plaga por Zhuang et al. (2011) indicaron que la
efectividad del biopesticida obtenido con la cepa de Btk producido a partir de lodo era

mas eficaz cuanto menor era el contenido de metales pesados. En la prueba de campo
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realizada por Stemele (2017), la efectividad del biopesticida variaba segun la temperatura,
ya que en invierno, otofio y verano el nivel de P. xylostella fue de menor densidad que en
primavera. En esa época del afio es necesario aplicar el biopesticida cada quince dias,
pues si se realiza cada menor tiempo la plaga de P. xylostella sigue ocasionando dafios en
los cultivos como si no se aplicase el Btk en ellos (Stemele, 2017).

En el caso de la cepa de Bti la plaga més utilizada para los bioensayos ha sido el diptero
Culex pipiens 0 mosquito comun. Este es la causa de muchas enfermedades, como la
encefalitis japonesa, la meningitis y la urticaria (Foda et al. 2010). Los bioensayos
realizados a partir de un biopesticida producido a través de FES con residuo de sustrato
del cultivo de hongos dieron un porcentaje de mortalidad 1.2 veces mayor que el Bti
comercial, y despues de 15 dias la concentracion de dosis letal, LCso, fue de 44.83% (Wu
et al., 2014). Tambien, El- Bendary et al., (2016) encontraron que con una FES a partir
de residuos agroindustriales el valor de dosis letal contra C. pipiens puede llegar a ser del
41% con un biopesticida de Bt producido a partir de residuos agroindustriales.

Por ultimo, otra de las aplicaciones del efecto biopesticida a partir de Bt es en los cultivos
transgénicos, especialmente en la flor del algodon y del maiz. En estos se modifican las
semillas introduciéndoles las &-endotoxinas de Bt que producen las proteinas Cry
dirigidas a Lepidopteros y Coleopteros. Aunque en la flor del algoddn la plaga de Heliohis

zea mostro resistencia a la 6-endotoxina de Bt (Fleming et al., 2018).
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Esta investigacion ha sido realizada dentro del marco del proyecto europeo DECISIVE
HORIZON2020, cuyo principal objetivo es la implantacion de un sistema descentralizado
de gestion de residuos mediante una microdigestion anaerobia. En este contexto, se
plantea el uso del digestato obtenido para la produccion de bioproductos mediante FES,
entre los cuales estan los biopesticidas. El estudio de este proceso constituye el objetivo
de esta tesis. La principal barrera radica en que el digestato es un material con escasa
materia organica facilmente biodegradable. Un trabajo previo en la misma linea se realiz6
a partir de la fraccion organica de los residuos urbanos obteniendo un material final con

propiedades biopesticidas.

El principal objetivo de esta tesis es la produccion de biopesticidas utilizando digestato
de fraccidn organica de residuos solidos municipales como sustrato para el crecimiento y
esporulacion de Bacillus thuringiensis mediante Fermentacion en Estado Sélido. Como
objetivo final, se buscaran estrategias de operacion y de escalado del proceso (hasta un
reactor de 100-L).

Como objetivos parciales para alcanzar el objetivo principal se han establecido los

siguientes:

- Determinacion de la idoneidad del digestato a escala de laboratorio para la
obtencion de bioproductos (biopesticidas y simultaneamente proteasas), a través
de la Fermentacion en Estado Solido, tanto en condiciones estériles como no
esteriles.

- Optimizacion de la produccion de biopesticida a partir de Bacillus thuringiensis
en reactores de 10-L aislados térmicamente.

- Comparativa de reactores aislados y no aislados térmicamente para el estudio de
estrategias de operacidn para la produccidn de biopesticidas.

- Escalado del proceso a reactor de 100-L.

- Evaluacién de la produccién de biopesticida a partir de dos cepas diferentes de
Bacillus thuringiensis, variedad kurstaky para la aplicacion contra lepidopteros y
variedad israelensis activa contra dipteros.

- Estudio de la conservacidn del material final de la FES para su posterior uso como
biopesticida. Se consideraran diferentes tiempos de conservacion, tanto a

temperatura ambiente como en camara fria, asi como sélido o un extracto liquido.
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Evaluacion de la recuperacion del producto por medio de la liofilizacion para una
mejor conservacion a largo plazo.

Estudio del proceso de extraccion final del biopesticida de la matriz sélida para
su aplicacion en el campo en forma de producto liquido.

Aplicacion de técnicas de purificacion y cuantificacion de la toxina del Bacillus

thuringiensis para comparar su produccion con un biopesticida comercial.
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Capitulo 3 Materiales y métodos

Resumen

En este capitulo se describen los sustratos utilizados y su acondicionamiento para los
experimentos de Fermentacion en Estado Sélido, las cepas utilizadas, los equipos, la
metodologia y los calculos seguidos para la obtencion de los resultados finales de esta

investigacion.

3.1. Materiales

3.1.1. Sustratos y acondicionamiento

El principal residuo utilizado a lo largo de esta tesis fue la fraccion solida de digestato
procedente de la Planta de tratamiento de la FORM del Consorci per a la Gestio de
Residus del Vallés Oriental (Granollers, Espafa). Este material procede de un proceso de
digestion anaerobica himeda seguida de una deshidratacion, donde la fraccion solida es
separada de la liquida. Esta fraccion solida es el material que sera utilizado para los
experimentos de Fermentacion en Estado Sélido y sera almacenado en camara fria a 4°C

durante un maximo de una semana hasta su uso para los experimentos de FES.

En los capitulos 7 y 8 de esta memoria se trabaja con una mezcla de digestato y FORM
en relacion 1:1 (p:p). Esta fraccion organica es de elaboracion propia a partir de los
residuos vegetales de cocina que se producen en los hogares (tomate, lechuga, apio,
manzana, escarola, kiwi, naranja, sandia, etc.). En este caso, el pretratamiento consiste en
trocear estos residuos a un tamafio inferior a 0.5 cm para que la mezcla posterior con el

digestato quede lo mas homogeénea posible.

Para preparar la mezcla de sustrato inicial, tanto el digestato como la FORM deben
someterse a un proceso de higienizacién como se indica en el reglamento EU Regulation
142/2011. Este proceso consiste en mantener el residuo durante 1 hora en un horno
previamente calentado a 70°C, como explica la normativa de la UE mencionada

anteriormente. Después, el residuo se deja enfriar hasta temperatura ambiente.

Los estructurantes utilizados fueron Spontex®, palillos de madera y astillas de madera.
El Spontex® solo fue utilizado en los experimentos de laboratorio correspondientes al
Capitulo 4. Se trata de un material inerte que solo aporta porosidad al sustrato para una

buena transferencia de oxigeno. En los capitulos posteriores a escala de laboratorio se
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usaron palillos de madera y a escalas superiores astillas de madera, ambos se utilizaron
en una relacion de sustrato y agente estructurante de 1:1(v:v). Las astillas de madera
fueron facilitadas por la empresa Palets Pla d’Urgell (Ivars d’Urgell, Lleida) bajo la marca
ACALORA. Esta madera es reciclada, descartando el aglomerado y siendo
principalmente madera de pino, pasada por una criba de G-30 y dando como resultado un
tamafio de astilla de 3-4 cm. La funcion principal del estructurante es proporcionar el
nivel adecuado de humedad y porosidad, ayudando a la correcta transferencia de oxigeno
através de la matriz sélida. En el proceso de FES, las astillas de madera no se biodegradan
debido a la lenta biodegradabilidad de sus componentes y la corta duracién de la FES.
Las principales propiedades de la mezcla se enumeran en la Tabla 3.1. En las Figuras 3.1,
3.2 y 3.3 se muestran las imagenes de los sustratos, el agente estructurante y la mezcla

para los procesos de FES.

Figura 3.1. Digestato estructurado con Spontex. a) Spontex ®, b) Digestato, ¢) Mezcla digestato y
Spontex ® para FES utilizada en el Capitulo 4.

Figura 3.2. Digestato estructurado con astillas de madera. a) Astillas de madera, b) Digestato, ¢) Mezcla

digestato y astillas de madera para FES.
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Figura 3.3. Mezcla de digestato y FORM estructurada con astillas de madera. a) Astillas de madera, b)
Digestato, ¢) FORM, d) Mezcla digestato, FORM y astillas de madera para FES. Utilizada en los
capitulos 7y 8.

Tabla 3.1. Caracteristicas de los sustratos y agente estructurante utilizado en los procesos de

fermentacion. (Mediatdesviacion estandar n=10%)

Parametro Unidades Digestato Astillas de Fra(,:u_on

madera organica

Humedad (%, bh) 7615 11.8 76+1.7

Materia organica (%, bs) 6312 95.3 84.5+0.5

Ph (1:5) - 8.310.1 - 4.940.1

CE (1:5) (mS cm™) 2.84+0.1 - 1.5+0.1
Carbono (%, bs) 3442 1-5 -
Nitrégeno (%, bs) 4.31+0.3 - -
Hidrégeno (%, bs) 2.8+0.2 0.1 -
Azufre (%, bs) 0.3+0.1 - -
C/N ratio - 11.8+0.7 500 -
Hemicelulosa (%, bs) 10.0+0.9 - -
Celulosa (%, bs) 10.4+1.2 - -
Lignina (%, bs) 17.5+1.9 - -
IRD24n (g Oz kg* MS h) 1.5+0.3 - -

&n: nimero de muestras analizadas
bh: base himeda, bs: base seca, MS: materia seca.

Los detalles especificos de cada residuo utilizado en los procesos de FES se describen en

cada uno de los capitulos.
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3.1.2. Microorganismos

3.1.2.1. Cepa de Bacillus thuringiensis

Las cepas de B. thuringiensis var. Kurstaky NRRL HD-73 (CECT 4497) (Btk) y B.
thuringiensis var. Israelensis NRRL H-14 (CECT 5904) (Bti) fueron adquiridas de la
Coleccidn Espafiola de Cultivos Tipo (CECT, Valencia, Spain). Una vez recibida, la cepa
fue rehidratada de acuerdo con las instrucciones proporcionadas por CECT. Todos los
materiales fueron esterilizados (autoclavado a 121°C durante 30 minutos). Las cepas
fueron sembradas en placas de Petri con medio de agar, incubadas durante 48 horas a
30°C. Posteriormente, una colonia crecida en placa se pasa al criovial con glicerol, se
homogeniza y posteriormente se elimina el liquido, dejando solo los crioviales que
contienen 25 perlas impregnadas de Bt. A continuacion, son almacenadas a -80°C durante
un afio como maximo. Para mas informacion sobre el sistema de criopreservacion de la

cepa se puede consultar Simione (2009).

3.1.2.2. Preparacion del inoculo: reactores de 0.5-L (escala laboratorio)

El indculo utilizado para la FES se prepara siempre en una fermentacion sumergida con
nutriente Broth. Este indculo fue preparado a partir de una crioperlay 100 mL de nutriente
Broth (Oxoid, Powder 1%, Peptone 1%, NaCl 0.5%), medio especifico de crecimiento
para el Bt, previamente esterilizado a 121°C durante 30 minutos. Los matraces
Erlenmeyer fueron incubados en un agitador con movimiento rotatorio de 180 rpm a 30°C
durante 20 h. Las Figuras 3.4 y 3.5 muestran las cinéticas de crecimiento de Btk y Bti,
alcanzando el final de la fase de crecimiento exponencial a las 20 horas. En ese momento,
el caldo del nutriente Broth se centrifuga a 3500 rpm durante 10 minutos para concentrar
el indculo que sera afiadido al sustrato en los reactores de escala de laboratorio (0.5-L),
momento en el que comienza la FES. La centrifugacion es necesaria para no aumentar en

exceso la humedad de la mezcla solida de digestato mas estructurante.
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Figura 3.4. Cinética de crecimiento de B. thuringiensis variedad Kurstaski (Btk) en medio liquido.
a) Curva de crecimiento durante 48 horas a 30°C, observando densidad dptica (DO) (600 nm), peso seco y

células viables. b) Recta de calibrado densidad Optica y peso seco.
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Figura 3.5. Cinética de crecimiento de B. thuringiensis variedad israelensis (Bti) en medio liquido.
a) Curva de crecimiento durante 48 horas a 30°C, observando densidad dptica (DO) (600 nm), peso seco y

células viables. b) Recta de calibrado densidad Optica y peso seco.
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3.1.2.3. Preparacion del inoculo: reactores desde 4.5-L hasta 100-L

En las fermentaciones en las que se utilizan reactores de volumen desde 4.5-L hasta 100-
L la cantidad de indculo que se requiere es mayor, por tanto, los pasos a seguir para su
obtencién seran los que se explican a continuacion. EI primer paso consiste en incubar
una crioperla de Bt en 100 mL de nutriente Broth durante 20 horas a 30°C. El segundo
paso consiste en utilizar los 100 mL fermentados con Bt para inocular reactores de 2-L
que contienen 1.1-L de nutriente Broth. Este paso se realiza en reactores de 2-L durante
20 horas a 30°C sin agitacion mecanica con un caudal de aire de 20 mL min que provoca
agitacion suficiente al reactor. Por ultimo, el caldo del nutriente Broth con el Bt crecido
en él se centrifuga a 3500 rpm durante 10 minutos, obteniéndose un in6culo concentrado

para ser aplicado al sustrato en los reactores correspondientes de cada sistema de FES.

En la Figura 3.6 se muestra el esquema aplicado para el crecimiento del indculo de Bt de

ambas cepas utilizadas para los reactores de 4.5-L hasta 100-L.

1000 mL Nutriente Broth
+
100 mL Inéculo Fresco

1 Crioperla
+

100 mL Nutriente Broth
Inoculo fresco
Bt

g T

| CENTRIFUGAR
—) —) —)
24h 24h 10 min
30°C 30°C , 3 — 3500 rpm
180 rpm 20 mL min! i

Crioperlas
-80°C

Figura 3.6. Esquema de crecimiento del inéculo Bacillus thuringiensis.

La cantidad de in6culo necesaria dependera de la escala del sistema de fermentacion a la
que se trabaje, por tanto, el nmero de reactores utilizados de 2-L sera diferente para cada
una de ellas. La ratio utilizada es de 0.0030 g Bt g™* sustrato, es decir, masa de indculo de

Bt en peso seco en relacion con la masa de sustrato en peso seco en el sistema de
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fermentacion utilizado. Esté relacion se encuentra descrita al final de este apartado en la

seccion 3.1.2.5 y detallada en cada uno de los capitulos de resultados.

3.1.2.4 Evaluacion del in6culo

Al final del crecimiento de Bt en medio liquido para la preparacion del indculo se realizan
cuatro medidas de forma rutinaria para confirmar su crecimiento y viabilidad:
observacién en el microscopio Optico, densidad Optica, peso seco y conteo de células
viables.

Microscopio 6ptico: la observacion es importante para descartar contaminacién por otro

microorganismo. La Figura 3.7 muestra los indculos de Bt crecidos en medio liquido
Broth al final de la fermentacién con un aumento de x100. Las concentraciones utilizadas
fueron de 10’ UFC mL en ambas cepas.

Figura 3.7. Imagenes del inéculo de Bacillus thuringiensis con microscopio éptico. a) Btk. b) Bti.

Densidad 6ptica (DO): da una estimacién de la concentracién de la biomasa en el medio

de cultivo. Para cada fermentacion realizada se utiliza un lote de in6culo diferente, pero
la DO debe dar un valor similar en todas las fermentaciones para que los experimentos
sean reproducibles. La DO fue medida en un espectrofotometro (Cary 50 Bio, UV-Visible
Spectrophotometer) a 600 nm. Para una correcta lectura de la absorbancia, las muestras
de indculo se deben diluir con agua hasta que la lectura esté entre 0.1-0.35 como describe

la ley de Lambert-Beer. El blanco utilizado fue el medio de cultivo Broth. Asi, la muestra
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se ha diluido hasta x10 veces en el caso de Btk y x15 veces para el Bti. La DO del in6culo

se calcula de acuerdo con la Ecuacién 3.1.
DO = Absgoo - N (Ecuacioén. 3.1)
Donde:

- DO: densidad 6ptica a 600 nm.
- Absgoo: absorbancia a 600 nm.

- N: nUmero de diluciones.

Peso seco: del indculo utilizado; se mide a partir de 10 mL de in6culo crecido en el medio
comercial. Se utiliza un filtro de 0.2 um (Whatman paper Grade 1) y un matraz kitasato
para filtrar la muestra mediante vacio. Una vez filtrado, se seca durante 24 horas a 105°C
y se pesa. El calculo para determinar el peso seco del indculo se realiza de acuerdo con la

Ecuacion 3.2.
_ 1000 .,
PSinscuto (g L 1) = (Pf - Pi) Ty (ECU&CIOI’] 3.2.)
Donde:

- PsSinsculo: peso seco del indculo (g LY.

- Pf: Peso final del filtro (mg).

- Pi: peso inicial del filtro con la muestra (mg).
- 1000: factor de conversion de mg a g.

- V:volumen de inéculo utilizado (mL).

3.1.2.5 Ratio de in6culo (Ri)

Una vez evaluados los pardmetros de crecimiento de in6culo se calcula la cantidad de
inoculo con respecto a la cantidad de sustrato utilizado en las fermentaciones para
mantener siempre la misma ratio. Esta ratio es la cantidad de inéculo centrifugado
utilizado en los sistemas de fermentacion calculada a partir de la cantidad de gramos de
Bt en peso seco crecido en medio liquido (Broth) entre los gramos de sustrato utilizado

en la FES en peso seco de acuerdo con la Ecuacién 3.3.

MSpg¢ -V-NR
MSg-Pg

Ri = (Ecuacion 3.3)
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Donde:

- RIi, ratio de indculo (g Btys g sustratows).
- MSg, peso seco del indculo de Bt en liquido (g L™).
-V, volumen de medio liquido donde crece el Bt (L).
- Ng, nimero de reactores utilizados (Unidad).
- MSs, peso seco del sustrato utilizado en la fermentacion (g).
- Ps, peso total de sustrato en el reactor de la fermentacion (g).
Esta ratio se corresponde con los parametros del in6culo que se muestran en la Tabla 3.2

para cada una de las cepas de Bt utilizadas.

Tabla 3.2. Valores de los pardmetros del indculo de Bt crecido en medio liquido Broth.

Cepa de Bt Densidad 6ptica Peso seco Células viables
(600 nm) (gLh (UFC g* MS)

Btk 3.00£0.03 2.20+0.12 (3.28%0.53) -107

Bti 4.3410.10 3.35+0.13 (4.07+0.58) -10’

3.2. Sistemas de Fermentacion

A lo largo de esta investigacion se han utilizado cuatro sistemas diferentes de
fermentacion. El Sistema de Fermentacion | corresponde a escala de laboratorio (0.5-L).
A una escala superior se utilizaron dos tipos de sistemas: Sistema de Fermentacion Il
correspondiente a reactores aislados térmicamente de 4.5-L y 10-L y Sistema de
Fermentacion 11l correspondiente a un reactor de 22-L no aislado y con agitacion.
Finalmente, el Sistema de Fermentacion 1V corresponde al escalado del proceso que se

realizd en un reactor de 100-L no aislado y con agitacion.

Todos los sistemas de fermentacion disponen de una aireacion continua con aire himedo
a partir de un caudalimetro masico (Bronkhorst, Spain) para cada uno de los reactores. El
aire previamente humedecido entra al reactor por la parte inferior de éste y circula a través
de la matriz sélida hasta la parte superior, donde los gases salen de él. Estos gases pasan
por una trampa de agua para recoger todo el exceso de humedad y al final por un sensor

de oxigeno (02-A2, Alphasense, UK) para medir su contenido de oxigeno.

54



Capitulo 3 Materiales y métodos

Los sistemas de fermentacion I, 111 y IV estan provistos de una sonda de temperatura

para medir la temperatura de la matriz solida.

Los datos de contenido de oxigeno y temperatura son recogidos y almacenados por un
software permitiendo la monitorizacion en linea de todos los datos a través de un sistema
basado en un Arduino®, tal y como se muestran en la Figura 3.8. Los datos recogidos son
usados para el célculo de la tasa del consumo de oxigeno (OUR) y el consumo acumulado
de oxigeno (COC).

Figura 3.8. Captura de pantalla del software para el monitoreo en linea de diferentes parametros
operativos. a) Pantalla general del software. b) Detalle de los datos de un reactor con los parametros de

adquisicién de datos de oxigeno, temperatura y caudal.
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3.2.1. Sistema de Fermentacion I: reactores de 0.5-L

El Sistema de Fermentacion | fue disefiado y construido por Barrena et al. (2006) basado
en la metodologia de Adani et al. (2006). El sistema consiste en biorreactores de lecho
compacto de polipropileno cilindricos de 0.5-L donde el aire entra por la parte inferior,
circulando a través de toda la matriz sélida hasta la salida de gases ubicada en la parte
superior del reactor. Estos reactores estan situados en un bafio de agua permitiendo que
el sistema funcione a una temperatura fija. En el caso de esta investigacion la temperatura
a la que se trabaja es 30°C, ya que las condiciones Optimas de crecimiento del Bt se dan a
esa temperatura (Osborn et al., 2007). La Figura 3.9 muestra la configuracion
experimental de una linea del sistema de fermentacion que incluye tres reactores idénticos

y la Figura 3.10 las imagenes del montaje real en el laboratorio.
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Figura 3.9. Esquema del montaje experimental del Sistema de Fermentacion I.
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Figura 3.10. Imagenes del Sistema de Fermentacion I. a) Sistema completo con bafio termostatico,
reactores, trampas de agua y caudalimetros. b) Reactor de polipropileno cilindrico.

Este sistema también ha sido utilizado para determinar la biodegradabilidad de los
sustratos que se han utilizado a lo largo de esta investigacion, mediante la obtencion de
los parametros respirométricos IRD2an y ATa. En este caso la temperatura del bafio se
encuentra fija a 37°C de acuerdo con Adani et al. (2006). Estos parametros se explican en

el apartado 3.4.1.

3.2.2. Sistema de fermentacion I1: reactores aislados térmicamente de 4.5-10-L

Este Sistema de Fermentacion estd formado por reactores aislados térmicamente
disefiados con vasos Dewar® como se describe en Abraham et al. (2013). Estos reactores
tienen en la parte superior una tapa aislada para evitar las pérdidas de calor y la influencia
de la temperatura ambiente, que se cierra de forma hermética. La tapa posee tres orificios,
uno para la sonda de temperatura (Pt-100, Desin, Espafa) y otros dos que son para las

conexiones de entrada y salida de aire.
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El aire que pasa a través del reactor se dispersa gracias a una malla que se coloca en la
parte inferior de los reactores y actia como soporte del material. Por lo que, en primer
lugar, hay que colocar la malla y posteriormente se afiade el material para que el aire de
entrada se distribuya de abajo hacia arriba por toda la matriz solida. La salida de aire de
los reactores conecta con una trampa de agua para que los gases condesados no lleguen a
los sensores de oxigeno. El contenido de oxigeno es medido usando sensores de oxigeno
en un rango de (0-20.9%), mientras que el caudal de aire necesario tiene que ser suficiente
para asegurar que el contenido de oxigeno en el reactor sea siempre superior al 5%

evitando las condiciones anaerobias.

Asi, los datos de temperatura, caudal de aire de entrada y concentracion de oxigeno a la
salida son recogidos y procesados por un sistema Arduino®, conectado a un ordenador.
La Figura 3.11 muestra la configuracion experimental del Sistema de Fermentacion Iy

la Figura 3.12 las imagenes del montaje real de los reactores en el laboratorio.

—_— Flujo de aire
- - Seiial eléctrica

i ir —p  TRAMPA DE AGUA
Entrada de aire Salidadeialre

——  HUMIFICADOR } cC— SENSOR DE
OXIGENO

SOFTWARE
ADQUISICION
DE DATOS
ONLINE

|
| e SONDA
VASO DE \ TEMPERATURA |~ ~—

DEWAR

MALLA
SOPORTE

Entrada de aire desde 2 1
el compresor CAUDALIMETRO [~ — — — — = - e e e e e e e e e e e e e e = = = = —

Figura 3.11. Montaje experimental del Sistema de Fermentacion I1.
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Figura 3.12. Imagenes del Sistema de Fermentacién 1. a) Tapa reactor de 4.5-L b) Montaje del sistema
con el reactor de 4.5-L. ¢) Tapa reactor de 10-L. d) Montaje del sistema con el reactor de 10-L. e) Malla
para distribuir el aire por la matriz sdlida y tubo para la entrada de aire. d) Interior de los reactores, vaso

Dewar.

3.2.3. Sistema de fermentacion I11: reactor no aislado térmicamente de 22-L

El Sistema de Fermentacion 111 consiste en un biorreactor cilindrico de acero inoxidable
de un volumen total de 22-L (70 cm de altura y 30 cm de didmetro) (Martinez et al. 2018).
El reactor tiene un sistema de agitacion integrado con un eje helicoidal (40 cm de altura)
que se acciona de forma automatica y dispone de un variador de frecuencia para regular
la velocidad, y una cesta interna extraible donde se coloca el material. El caudal de aire

es suministrado por la conexidn que existe en la parte inferior del reactor y éste tiene una
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salida en la parte superior, donde se sitGa la tapa, a la que posteriormente se conecta una
trampa de agua para, finalmente, conectar con el sensor de oxigeno (Sensotran, Espafia).
La sonda de temperatura (Pt-100, Desin, Espafia) se sitla en la parte inferior del reactor,
entre el espacio libre del eje helicoidal y la pared de la cesta. El sistema se utiliz6 a un
70% de su capacidad para poder realizar una buena homogeneizacion de la muestra, ya
que en pruebas preliminares se observd que si se llenaba por completo, el material
colapsaba con la tapa y no se mezclaba completamente. La cantidad de muestra utilizada
fue de 4 kg con una agitacion diaria a 14 rpm durante 5 minutos. Esta velocidad permite
un mezclado completo sin compactar el material en la parte inferior. Los pardmetros
fueron monitorizados de la misma manera que en los sistemas descritos anteriormente.
En la Figura 3.13 se describe la configuracion experimental del sistema de fermentacion

y en la Figura 3.14 se presentan las imagenes del montaje real del reactor de 22-L.
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= N SOFTWARE
AGITADOR— | . 7, SONDA — — — 1 ApQuIsICION
. | — ( TEMPERATURA DEDATOS |
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Figura 3.13. Montaje experimental del Sistema de Fermentacion I11.
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Figura 3.14. Imagenes del Sistema de Fermentacion I11. a) Reactor de 22-L b) Tapa reactor de 22-L. ¢)

Variador de frecuencia d) Interior con el agitador helicoidal ) Cesta interior.

3.2.4. Sistema de fermentacion 1V: reactor no aislado térmicamente de 100-L

El Sistema de Fermentacion 1V es similar al Ill. Se trata de un biorreactor de acero
inoxidable cilindrico que consta de un eje helicoidal interno con un volumen de 100-L
(80 cm de altura y 46 cm de didmetro). El agitador (80 cm de altura) esta conectado a un
rotor situado en la parte superior y la velocidad estd controlada por un controlador de
velocidad que se encuentra situado en el lateral del biorreactor. El reactor posee dos tapas,
una inferior y otra superior. La tapa inferior consta de dos orificios, por uno de ellos se
introduce el aire, y el otro sirve para eliminar los posibles lixiviados que se pudieran
generar en el proceso. Esta tapa es abatible y se utiliza para el vaciado del biorreactor. La
tapa superior consta de una tolva por donde se introduce el material de la fermentacion,
un orificio para la salida de aire, ademas de un sensor de temperatura (DS18B20 sensor,
BricoGeek, Espafia) y una linterna para observar la mezcla del interior del reactor. En un
lateral del biorreactor se sitUa otra sonda de temperatura (Pt-100, Desin, Espafia) que
proporciona datos durante todo el proceso. Al igual que en los Sistemas de Fermentacion

I1'y I, la salida de gases esta conectada a una trampa de agua y a un sensor de oxigeno
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(Sensotran, Espafia). Los parametros de caudal, temperatura y cantidad de oxigeno
consumido son monitorizados tal y como se describe en el apartado 3.2.2. En la Figura
3.15 se describe la configuracion experimental del sistema de fermentacion y la Figura

3.16 presenta las imagenes del montaje real del reactor de 100-L.
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Figura 3.16. Iméagenes del Sistema de Fermentacion 1V. a) Reactor de 100-L b) Agitador helicoidal c)
Tolva para la carga de material. d) Motor del agitador e) Variador de frecuencia.
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3.3. Parametros de seguimiento de la actividad bioldgica del proceso

La velocidad de consumo de oxigeno (OUR) y el consumo acumulado de oxigeno (COC)
han sido utilizados para medir la actividad bioldgica durante los procesos de FES (Ponsa
et al., 2010a).

3.3.1. Velocidad de consumo de oxigeno

La velocidad de consumo de oxigeno (OUR: Oxygen Uptaken Rate) es un parametro
utilizado para medir la actividad biol6gica durante el proceso de FES. Las unidades son
masa de oxigeno consumida por unidad de tiempo. Este parametro se suele expresar de
manera especifica en todas las fermentaciones, refiriéndolo a la materia seca (MS) o a la
masa de materia organica (MO) contenida en el reactor.

La velocidad especifica de consumo de oxigeno (SOUR) en mg Oz g* MS h'! se calcula
a partir de la velocidad de consumo de oxigeno utilizando un balance de materia en el
reactor en regimen estacionario y en condiciones normales, utilizando la Ecuacion 3.4:

_ (04,i=04,0)~F-31.98:60-1000%
1000%.22.4-MS

SOURy, (Ecuacion 3.4)

Donde:

- sOURun: velocidad especifica de consumo de oxigeno a 1 hora (mg O2 g* MS hr
1.

- (02,-02p): es la diferencia del contenido de oxigeno entre el aire que entra y sale
del reactor en el mismo tiempo en fraccion molar (mL L.

- F: es el caudal volumétrico en condiciones normales (1 atm y 273 K) (mL min™).

- 31.98: peso molecular del oxigeno (g O2 mol? Oy).

- 1000? factor de conversion (mg gb).

- 1000°: factor de conversion (mL L).

- 22.4: factor de conversion de mL a moles de aire medidos en condiciones
normales (1 atmy 273 K).

- MS: contenido de materia seca del reactor (g).
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3.3.2. Consumo de oxigeno acumulado

El consumo de oxigeno acumulado (COC) se calcula a través de la integracion en
continuo de la SOUR donde el tiempo se expresa en horas, de acuerdo con la Ecuacion
3.5.

t
COC = [SOUR- dt (Ecuacion 3.5)
0

Donde:

- COC: consumo acumulado de oxigeno (mg O, g* MS).
- sOUR: velocidad especifica de consumo de oxigeno (mg Oz g* MS h%).

- t: tiempo final de la Fermentacion en Estado Solido (h).

3.4. Métodos analiticos

3.4.1. Estabilidad/Biodegradabilidad de los sustratos

Se han utilizado dos parametros para comprobar la estabilidad de los sustratos previa a su
utilizacion en los procesos de FES (Ponsa et al., 2010). Estos son: el indice respirométrico
dinamico durante las 24 h de maxima actividad (IRD2an) y el consumo acumulado de
oxigeno a los 4 dias (ATs) (Barrena et al., 2011).

Estos pardmetros se determinaron utilizando el mismo montaje experimental que el
Sistema de Fermentacion I. La temperatura que se utilizé fue de 37°C para obtener unos
valores estandares y comparables con otros materiales. Las determinaciones se realizaron
por triplicado y se utilizaron 100 g de muestra estructurada con palillos de madera y una
humedad de entre el 60-70% en peso. El caudal de aire que se utilizé fue de 20 mL min°
! garantizando condiciones aerobias dentro del sistema, siempre por encima de un 10%

de oxigeno (Mejias et al., 2017).

3.4.1.1. indice Respirométrico Dinamico (IRD)

El IRD aporta informacion sobre lo rapido o lento que se degrada la materia organica
biodegradable contenida en una muestra sélida (Barrena et al., 2014). Se determina a
partir de valores puntuales de SOUR con temperatura constante y se calcula de la misma

forma que éste, pudiendo ser expresado en g Oz ht kgt MS o g O, h kg! MO. Para
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obtener valores comparables y estdndares a otros materiales se establece una temperatura
experimental de 37°C. Las opciones para expresar el indice respirométrico de un residuo

son varias:

- IRDmax: Valor puntual maximo de sOUR.
- IRD1n: Valores maximos de sOUR calculados como promedio de una hora en
el periodo de méaxima actividad.
- IRD2an: Valores maximos de sOUR calculados como promedio de 24 horas en
el periodo de méaxima actividad.
Para evitar valores erroneos y discriminacion de picos, el indice de biodegradabilidad de

un material se suele expresar como IRD2sh.

3.4.1.2. Consumo de oxigeno acumulado a los 4 dias

Se determina a partir de la velocidad de consumo de oxigeno y es considerado por algunos
autores y normas legales como una medida de estabilidad, dando informacion sobre la
cantidad de materia organica biodegradable que tiene la muestra (Barrena et al., 2011).
Este consumo de oxigeno acumulado se determino en todos los casos para un periodo de
proceso de 4 dias (ATa), siguiendo las indicaciones del Federal Goverment of Germany
(2001). El calculo del consumo acumulado se realiza de acuerdo con la Ecuacion 3.6,

donde el tiempo se expresa en horas.

AT, = fH% OURt - dt (Ecuacion 3.6)

t

Donde:

- ATy4 consumo de oxigeno acumulado en cuatro dias (después de la fase de
latencia) (mg Oz g* MS).

- t: tiempo correspondiente a la fase de latencia. Esta termina cuando la tasa de
consumo de oxigeno llega al 25% de la tasa maxima de consumo calculado como

el promedio de tres horas.

3.4.2. Analisis rutinarios

Los parametros rutinarios se determinaron de acuerdo con los procedimientos incluidos
en el “Test Methods for the Examination of Composting and Compost” (The US
Department of Agriculture and The US Composting Council, 2001). Los parametros

analizados fueron humedad, materia seca, materia organica, pH y conductividad. Todos
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los resultados fueron calculados como una media de tres réplicas y presentados con la

desviacioén estandar.

3.4.2.1. Humedad y materia seca
Para el célculo de la humedad (H) y materia seca (MS) las muestras fueron secadas en un
crisol a 105°C durante 24 horas, después de las cuales se peso, calculando los valores con

las Ecuaciones 3.7 y 3.8:

H (%) ==L 100 (Ecuacion 3.7)
MS (%) = 100 — H (%) (Ecuacion 3.8)

Donde:

- Pi: peso inicial de la muestra (g).
- Pf: peso final de la muestra seca (g).

- Po: peso del crisol ().

3.4.2.2. Materia organica
El contenido en materia organica total (MO) fue analizado por ignicion a 550°C de la
muestra seca en presencia de exceso de aire durante 4 horas, calculada como se muestra

en la Ecuacién 3.9:

MO (%) = FiPa 100 (Ecuacion 3.9)

P;—P, '
Donde:

- Pi: peso inicial de la muestra seca (g).
- Pa: peso final de las cenizas (Q).

- Po: peso del crisol (g).

3.4.2.3. pH y conductividad eléctrica

El pH y la conductividad eléctrica (CE) se determinaron a partir de una mezcla de muestra
y agua destilada en una proporcion de 1:5 (w:v). La mezcla se agité durante 30 minutos
a temperatura ambiente para permitir que las sales se solubilizaran en el agua destilada.
Luego, se centrifugd la mezcla a 3500 rpm durante 10 min. EI pH del sobrenadante fue
medido con un pHimetro (Crison®, micropH2001) y la CE fue determinada usando un

conductimetro eléctrico (Crison®, microCM2100).
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3.4.3. Anélisis elemental
El andlisis elemental fue llevado a cabo por el Servei d’Analisi Quimica de la UAB. La

determinacion de C, N, Hy S se realiz6 con el analyzer Flash 2000 (Thermo Scientific).

3.4.4. Andlisis de metales

El anélisis de metales también fue llevado a cabo por el Servei d’Analisi Quimica de la
UAB. La determinacion de P, K, Ca, Mg, Fe, Cd, Cu, Cr, Ni, Zn y Pb se realiz6 por
espectrometria ICP-MS.

La determinacion de Hg se realiz6 por descomposicion térmica y espectrofotometria de

absorcion atomica.

3.4.5. Contenido en fibra

El contenido en fibras fue determinado en el laboratorio del Departamento de Ciencia
Animal y de los Alimentos de la UAB por el método de Van Soest et al. (1991) con el
equipo de ANKOM Fiber Analyzer. De acuerdo con este método, el contenido de celulosa
es la diferencia entre la fibras neutro-detergentes (NDF) y las fibras acido-detergentes
(ADF). También, el contenido de hemicelulosa se corresponde con la diferencia entre
ADF y el contenido de lignina (ADL).

3.5. Determinacion de la actividad enzimatica de proteasas

La determinacion de la actividad enzimatica de proteasas se realiz6 siguiendo el método
descrito por Alef y Nannipieri (1972) con pequefias modificaciones. Este método se basa
en la liberacion de los aminoacidos de la tirosina y otros péptidos de la caseina presente
en la mayoria de las proteinas durante la incubacién debido a la actividad de la proteasa
presente. Se utiliza el reactivo Folin-Ciocalteu Phenol que reacciona uniéndose al doble
enlace de las moléculas para producir un compuesto de color azul, que se cuantifica y se
mide como valor de absorbancia en el espectrofotdmetro. Para la medicion se comparan
los valores de absorbancia generados en la actividad enzimatica de proteasas con la curva
de calibrado que se realiza haciendo reaccionar cantidades conocidas de tirosina con el

mismo reactivo.
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Método de Extraccion

Primero se debe realizar una extraccion del solido fermentado en una ratio de 1:5 (w:v)
con 50 mM HCI-Tris ((hydroxymethyl) aminomethane) como buffer ajustandose el pH a
8.1y agitandose durante 45 minutos. El extracto se centrifuga a 10000 rpm durante 10
minutos y 4°C, posteriormente se filtra con papel de filtro (Whatman paper Grade 1),

descartando el pellet y utilizando el sobrenadante para la determinacion de las proteasas.
Reactivos

- Tris buffer (50 mM, pH 8.1): 6.05 g Tris (hydroxyl methyl) aminometano se
disuelven en 700 mL de agua Milli-Q, ajustando el pH a 8.1 con HCI, afiadiendo
1000 mL de agua y se conserva a 4°C hasta su uso.

- Caseina (2%): 10 g de caseina se disuelven en 500 mL de agua milli-Q,
mezclandose a 50°C. La solucion se almacena a 4°C, hasta una semana maximo.

- Acido tricloroacético (TCA, 15%): Se disuelven 75 g de &cido tricloroacético en
500 mL de agua destilada mezclandose por agitacion continua.

- Reactante alcalino: Consta de tres soluciones (A, B y C) preparadas previamente
y conservadas a temperatura ambiente.

- Solucion A: Se disuelven 50 g de Na,COz y 2.4 g de NaOH en 1000 mL
de agua destilada.

- Solucion B: Se disuelven 0.5 g de CuSO4-5H20 en 100 mL de agua
destilada.

- Solucion C: Se disuelve 1 g de C4HsKNaOs-4H20 en 100 mL de agua
destilada.

- Folin-Ciocalteu (25%): Se disuelve en una ratio 1:3 (v:v) Folin-Ciocalteu y agua
destilada.

- Solucidn estandar de Tirosina (500 pg mL™): Se disuelven 500 mg de tirosina en
100 mL de Tris buffer.

Procedimiento

- Las muestras del extracto se preparan por triplicado en tubos de centrifuga de 50
mL a las que se les afiade 1 mL de extracto, 4 mL de Tris buffer y 5 mL de caseina
(2%).
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- Se prepara el blanco de la enzima por triplicado en tubos de centrifuga de 50 mL
a las que se les aflade 1 mL de extracto y 4 mL de Tris buffer.

- Se prepara el blanco del método en un tubo de centrifuga de 50 mL a los que se
afiaden 5 mL de Tris buffer y 5 mL de caseina (2%).

- Serealiza una incubacion con agitacion a 50°C durante 2 horas a todos los tubos.

- Pasado ese tiempo, se afiaden 5 mL de acido tricloroacético (15%) a todas las
muestras.

- Se afladen 5 mL de caseina (2%) a los triplicados de blanco de las enzimas y se
agitan en un vortex para una buena mezcla.

- Se centrifuga a 10000 rpm durante 10 minutos, se descarta el pellet.

- A1 mL de sobrenadante, se afiaden 1.5 mL de reactante alcalino. Este reactivo se
prepara en ese mismo momento en relacion 100:2:2 en volumen A:B:C. Se deja
incubar 15 minutos a temperatura ambiente.

- Parafinalizar se afiade 1 mL de solucion Folin-Ciocalteu (25%) y se deja incubar
a oscuras 1 hora a temperatura ambiente. Pasado ese tiempo, se mide la

absorbancia en un espectrofotometro a 700 nm.

Recta de calibrado

La recta de calibrado se determina sustituyendo el sustrato por tirosina en volimenes
entre 0.25y 2.5 mL y completando el volumen restante (5 mL) con Tris buffer (pH 8.1).
Se afaden 5 mL de caseina (2%) y 5 mL de &cido tricloroacético (15%). Siguiendo el
método de la actividad de proteasas se muestra la recta de calibrado en base a la
concentracion de L-Tirosina para la determinacion de la actividad de la proteasa en la
Figura 3.17.
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Figura 3.17. Recta de calibrado para la determinacion de la Actividad de la proteasa en base a la

concentracion de L-Tirosina.

Calculo de la actividad

A partir de la medida de la absorbancia, el célculo de la actividad se realiza de acuerdo a

la Ecuacion 3.10.

Abs-15-V
MS- P,

Actividad PA (U g~* MS) = (Ecuacion 3.10)

Donde:

U: Una unidad de actividad alcalina de proteasas se expresa como 1 microgramo
de Tirosina liberada bajo las condiciones del ensayo (2 horas a 50°C en un agitador
orbital). Los resultados se expresan como la media de triplicados y el error
calculado.

- Abs: absorbancia medida a 700 nm.

- 15: dilucion de la cantidad de muestra analizada (1 mL).

- V:volumen de HCI-Tris afadido al s6lido al realizar la extraccién (L).

- MS: cantidad de materia seca contenida en la muestra sobre la que se realiza la
extraccion (g).

- Pt: valor de la pendiente de la recta de calibrado (mL pumol tirosina).
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3.6. Métodos especificos para la caracterizacion del biopesticida

3.6.1. Método de muestreo

La cantidad de muestra necesaria para todos los analisis fue de 100 g. Cuando se trabajo
aescala laboratorio (0.5-L) se sacrifico un reactor en cada muestreo, ya que se recomienda
no vaciar el reactor mas de un 25% para no cambiar las condiciones de la fermentacion y
el reactor contenia 115 g de material. En los reactores aislados y no aislados térmicamente
(4.5-L, 10-L y 22-L), la muestra recolectada estaba compuesta por tres partes iguales
tomadas de las partes inferior, media y superior del reactor. Se utiliz6 el mismo
procedimiento en el reactor a escala piloto (100-L), pero se incluyeron dos puntos de
muestreo adicionales para obtener el material cerca de las paredes del reactor. Estas

muestras se utilizaron para analisis posteriores (células, esporas y parametros rutinarios).

3.6.2. Estimacion de colonias y esporas

La determinacion de células viables y esporas de Bt se realizaron mediante técnicas de
microbiologia aplicadas anteriormente por Zhang et al. (2013) por conteo de colonias. Se
utiliz6 el medio agar nutriente (28 g L™*) como medio solido que se colocé en placas Petri

de 90 mm de diametro.

Para determinar las colonias viables (CC), las muestras se diluyeron con Ringer®,
solucion salina de NaCl 0.85% (w:v) que contiene NaCl 0.225%, KCI 0.001%, CaCl,
0.012% y NaHCO3 0.005% bajo condiciones estériles. Las muestras fueron diluidas en
un vaso estéril de 100 mL en una proporcion de 1:10, es decir 10 g de muestra diluidos
en 90 mL de solucidn salina (Ringer®). Se utilizé un incubador para agitar la muestra a

220 rpm durante 20 minutos.

A partir de los extractos obtenidos se realizaron diluciones seriadas con Ringer®. Se
prepararon baterias de tubos de 15 mL de capacidad afiadiendo 9 mL de Ringer® y
colocando en el primero 1 mL de la muestra extraida, y en los siguientes 1 mL de la
dilucién anterior. Cuando se tiene la solucion apropiada, se siembran 50 pL de ésta con
un asa de Drigalsky estéril en placa Petri con nutriente agar y se incuba a 30°C durante

24 horas permitiendo el desarrollo de las colonias.

Para el conteo de esporas (SC), de la muestra diluida con la solucion salina de NaCl 0.85%

(w:v) se utilizan 20 mL que se someten a choque térmico de 80°C durante 10 minutos y
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posteriormente a un enfriamiento con hielo durante 5 minutos. Se realiza el banco de
diluciones de la misma manera que para las células viables, sembrando la dilucion
adecuada con 50 pL en una placa Petri con nutriente agar y se incuba a 30°C durante 24
horas permitiendo el desarrollo de las colonias. La combinacién de estos métodos permite
distinguir entre células viables y esporas de Bt.

Tanto las determinaciones de CC como las SC se realizaron por triplicado y los resultados
se expresan en células viables formadoras de colonias por gramos de materia seca del
sustrato (UFC g MS™) o en esporas formadoras de colonias por gramos de materia seca
del sustrato (espora g MS™). Para un correcto conteo de colonias, el nimero de colonias
en placa debe ser entre 30 y 300 colonias como describe Lachhab et al. (2001).

Para distinguir las colonias de Bt de otros microorganismos se utilizé la descripcion de
Realpe et al. (2002) sobre las morfologias de los diferentes bacillos. En el caso del Bt las
colonias deben ser de 3 a 8 mm de didmetro con una apariencia de vidrio esmerilado y
bordes regulares, que forman grupos en cadenas que se pueden observar

macroscopicamente (Figura 3.18).

Figura 3.18. Apariencia de las colonias de Bt crecidas en placa Petri con el medio Agar. a) Imagen de
Realpe 2002. b) Placa Petri de indculo de Bt.

La Ecuacion 3.11 muestra el calculo de la concentracion de UFC.
UFCs = N-D (Ecuacion 3.11)
Donde:
- UFCs, unidades formadoras de colonias (UFC mL™).

- N: ndmero de colonias (Unidad).
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- D: factor de dilucién (mL1).
Si se representan por gramos de materia seca, el célculo se realiza siguiendo la Ecuacion
3.12:

UFCs= = D-E (Ecuacion 3.12)
Donde:

- UFCs, unidades formadoras de colonias (UFC g MS™).

- N: namero de colonias (Unidades).

- D: factor de dilucién (mL™).

- E: ratio de extraccién en la mayoria de los casos 10 g en 90 mL de solucién salina
(g mL).

- MS: peso seco de la muestra (g).

3.6.3. Estimacion de la toxina, con efecto biopesticida producida por Bacillus
thuringiensis

La estimacion de la proteina de la toxina se realiza de acuerdo con Rahbani-Mounsef et
al. (2015). En primer lugar, se realiza una purificacion de la toxina y posteriormente se

usa el método de Lowry para la determinacion de la concentracion de la proteina.
Purificacion de la toxina

El extracto de la muestra utilizado para determinar el valor de colonias en placa se
sumerge en la sonda del sonicador (VIBRACELL) durante 1 minuto y posteriormente 30
segundos en hielo, durante 10 ciclos seguidos. Después se centrifuga a 13000 rpm durante
5 minutos. El sobrenadante se descarta, y el pellet es lavado dos veces con la solucion de
NaCl 0.14 M-0.01% Triton X-100, y cuatro veces con agua fria (4°C). El cristal proteico
en el pellet se disuelve con 0.05 N NaOH durante 3 horas en agitacion a 180 rpm. La
suspension es centrifugada a 13000 rpm durante 5 minutos, descartdndose el pellet y
utilizando el sobrenadante para medir la concentracion de proteina, ya que es donde se

queda el cristal proteico, el cual tiene la propiedad biopesticida (Bravo et al., 2011).

La concentracion del cristal proteico en el sobrenadante se determina por el método de
Lowry (Lowry, 1951) usando albumina de suero bovino (BSA) como un estandar de

proteina.
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Reactivos

- Reactivo Lowry consta de tres soluciones (SolA+SolB+SolC) preparadas
previamente y conservadas a temperatura ambiente en una proporcion de 100:1:1
en base de volumen, respectivamente.

- SolA: 2.86 g de NaOH y 14.31 g de Na>COs se disuelven en 500 mL de

agua milli-Q.
- SolB se prepara disolviendo 1.42 g de CuSO4-5(H20) en 100 mL de agua
milli-Q.

- SolC fue preparada disolviendo 2.86 g en 100 mL de Na.Tartate-2(H-O)
en 100 mL de agua milli-Q.
- El Folin Reagent se prepara en el mismo momento en el que se utiliza mezclando
5 mL de 2N Folin y reactivo de Fenol Ciocalteu con 6 mL de agua milli-Q.

Procedimiento

- Se mezclan 0.5 mL de muestra con 0.7 mL de la solucion de Lowry.

- Se incubd durante 20 minutos a temperatura ambiente en condiciones oscuras.

- La muestra se mezcla inmediatamente afiadiendo 0.1 mL del reactivo Folin y se
mezcla con un agitador.

- La muestra se incuba durante 30 minutos a temperatura ambiente en condiciones
oscuras otra vez. Despueés de la incubacion, se utiliza un vértex para homogeneizar
la muestra y se mide la absorbancia con el espectrofotdmetro.

El contenido de proteina se mide mediante la absorbancia a 750 nm con un
espectrofotometro de Varian Cary ® 50 UV-visible. La cantidad de proteina fue calculada
como mg de toxina proteica por g de sustrato en el medio, tal y como se describe en la

ecuacion 3.13.

Absorbancia (750 nm)

Concentracion de proteina (mg mL™1) = (Ecuacion 3.13)

Donde:

- Concentracion: cantidad de proteina total (mg mL™).
- Abs: Absorbancia medida a 750 nm.

- X: Pendiente de la recta de calibrado del método de Lowry.
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Recta de calibrado

La recta de calibrado se determina diluyendo 2 mg mL™! BSA proteina estandar siguiendo
el método de Lowry de proteina y sustituyendo el sustrato por BSA en valores entre 0 y
0.5 mL, y el resto con agua milli-Q. La recta de calibrado se muestra en la Figura 3.19.
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Figura 3.19. Recta de calibrado para el método de Lowry (determinacion de proteina total).

3.6.4. Iméagenes de microscopia electrénica de barrido (SEM)

Las imagenes de microscopia electronica de barrido se analizaron en el Servei de
Microscopia de la UAB usando un microscopio electronico Zeiss EVO (Alemania) con
aumentos hasta x10000. Las muestras se fijaron en un papel de filtro (Whatman®
Nuclepore Track-Etched Membranes de 0.1 pum), se deshidrataron y secaron por el

método descrito en trabajos anteriores de Smirnova et al. (2013).

Las imagenes de SEM se obtuvieron de muestras de inoculos crecidos y esporulados para
observar el cristal proteico de cada cepa de Bt, también de las muestras finales
fermentadas de ambos tipos de cepas, extraidas con Ringer® y con agua, Y realizando el
mismo protocolo al producto comercial de Bt Bactur®. La imagen del producto comercial
se obtuvd para poder comparar la composicion de Bt de un producto comercial conocido

su potencial con efecto biopesticida y el biopesticida producido por FES.

75



Capitulo 3 Materiales y métodos

3.6.5. Electroforesis

La electroforesis es una técnica que se utiliza para la separacion de moléculas segin la
movilidad de éstas en un campo eléctrico. La separacién se realiza sobre un soporte
poroso conocido como gel de poliacrilamida en el cual se separan las proteinas debido al
campo eléctrico que las atrae, estando en el rango de 10-250 kD. El detergente
dodecilsulfato sodico (SDS) y el agente reductor (2-mercaptoetanol) desnaturalizan las
proteinas, perdiendo su distribucién tridimensional. Este fraccionamiento se debe a la
diferencia de peso, longitud de la cadena y la forma de la proteina.

Este ensayo fue llevado a cabo de acuerdo con el protocolo descrito por Laemmli (1970)
el cual se utiliza para separar las proteinas de acuerdo con el peso molecular de la cadena
de polipéptidos. En esta tesis se ha utilizado para analizar los perfiles proteicos de las
muestras conteniendo la endotoxina producida por el Bt. Los pasos a seguir estan
divididos en cuatro fases: preparacion de la muestra, montaje de la electroforesis, tincion

del gel y cuantificacion e identificacion de la proteina.
Preparacion de las muestras

Para preparar las muestras, éstas pueden ser diluidas o no con agua destilada. Se prepara
el tampon de carga con el agente reductor con el que las proteinas se desnaturalizan, 2-
mercaptoetanol y 4x Laemmli sample buffer en relacion 1:10 (v:v). En un tubo Eppendorf
se afiaden 3 partes de muestra y 1 parte de tampdn de carga. Se somete a choque térmico
(95-100°C) durante 5 minutos. Se centrifuga a 14 rpm durante 1 minuto. Se mantiene en

hielo hasta cargar el gel.
Montaje de electroforesis

El montaje de electroforesis se muestra en la Figura 3.20, donde el gel de poliacrilamida
12% (w:v) mini-protean TGX (BIOrad®) se prepara en el interior de la camara de
electroforesis, agregando el running buffer compuesto de 10x Tris glycine SDS y agua
destilada en relacién 1:10 (v:v). Posteriormente, las muestras se cargan en el gel
afiadiendo 15 pL de la muestra en su carril correspondiente. Ademas, se colocara el
marcador en una cantidad de 5 pL del patron molecular (Precision Plus Protein Standards

All blue), del cual se conoce la concentracion de proteina. Se conecta la fuente de
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alimentacion 150 V y se deja correr el gel. Cuando el colorante esté en la parte inferior

del gel se detiene la electroforesis y ya se puede proceder a su tincion.

Figura 3.20. Equipo de electroforesis.

Tincion del gel

Para la tincion del gel de electroforesis se retiran las cubiertas del gel de electroforesis,
se limpia el gel con agua destilada para eliminar el SDS utilizando una bandeja de tamafio
similar al gel y cubriéndolo completamente durante 5 minutos. Este proceso se repite 3
veces. Posteriormente se retira el agua cuidadosamente, se afiaden 50 mL de azul de
Comassie por cada gel y se deja agitando durante 1 hora. Pasado ese tiempo se retira el
azul de Comassie y se lava con agua destilada durante 30 minutos. Se revela el gel y se

pasa a tratar los datos con el programa Image Lab de BioRad ®.
Identificacion y cuantificacion de la proteina

El programa Image Lab de BioRad ® (Figura 3.21) permite la cuantificacion e
identificacion de la proteina en base al marcador utilizado (Precision Plus Protein
Standards All blue), obteniéndose un informe general donde se detalla el peso molecular
de la proteina y la concentracion de ésta en las mismas unidades que el marcador, en este

caso nanogramos para cada uno de los carriles.
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Figura 3.21. Programa Image Lab de BioRad ®.

3.7. Extraccion del biopesticida

Se determinaron diferentes ratios de extraccion para la obtencion del biopesticida con el
objetivo de disminuir la cantidad de reactivo Ringer® necesario en esta operaciéon y con
ello, los costes asociados a los reactivos y a la cantidad a transportar del bioproducto
producido por FES con las mismas propiedades biopesticidas que la extraccion estandar
(Ringer® 1:10).

Las extracciones se realizaron a partir de los materiales finales obtenidos en los
experimentos del Capitulo 7, concretamente los reactores que contenian digestato y

FORM de cada una de las cepas de Bt.

Las diferentes ratios de extraccion utilizados fueron 1:1, 1:2, 1:5 y 1:10. Estas ratios se
estudiaron con dos soluciones diferentes, Ringer® y agua destilada, con el objetivo de
poder disminuir la cantidad de solucién y sustituirla por un medio méas econémico y facil

de obtener como es el agua destilada.

Para determinar la mejor ratio de extraccion, se evaluaron las células viables y esporas en
cada uno de los tiempos de la fermentacion y para cada uno de las ratios y agentes
extractantes anteriormente mencionados. Estos valores se comparan con la extraccion

estandar de Ringer® 1:10, la que ha sido utilizada a lo largo de toda la tesis para el analisis
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de células viables en muestras. Su calculo se realiza de acuerdo con la Ecuacion 3.14 para

las células viables y Ecuacion 3.15 para las esporas.

Extraccién CCoy (%) = 2242 x 100 Ecuacion 3.14

Estandar

Donde:

Extraccion CC: Porcentaje relativo al nimero de células viables de la extraccion

estandar (%).

t=n: Diferentes tiempos de extraccion, donde n=0,24,48,72 y 96h (horas).

— CC ratio ix: Células viables, donde i=1:1, 1:2, 1:5 y 1:10 y x= Ringer®, 0 agua
destilada (UFC g*MS).

—  CC esundar: Células viables con la extraccion estandar de Ringer® 1:10 (UFC gt

MS).

Extraccion SCi—p, (%) = :;Mﬂ x 100 Ecuacion 3.15

Estandar

Donde:

Extraccion SC: Porcentaje relativo al nimero de esporas de la extraccion estandar

(%).

— t=n: Diferentes tiempos de extraccion, donde n= 0, 24, 48, 72 y 96 h (horas).

— SC ratio ix: Células viables, donde i=1:1, 1:2, 1:5y 1:10 y x= Ringer® o agua
destilada (espora gt MS).

—  SC estandar: Células viables con la extraccion estandar de Ringer® 1:10 (espora g

MS).

Se establecio que la extraccion en condiciones estandar representaba un 100% de la
cantidad de células viables y esporas que podian extraerse. Si el valor fuese superior al
100% se mejoraria la extraccion y si éste fuese inferior, la forma de extraccion éptima

seria en las condiciones estandar, tanto para las células viables como las esporas.
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3.8. Técnicas de procesado de la toxina de Bacillus thuringiensis

Se utilizaron diferentes técnicas de post-procesado para mejorar el efecto biopesticida o
facilitar el transporte y manipulacion del producto como son la disrupcidn, purificacion y
liofilizacion de la muestra. Los resultados de estos analisis se explican en el capitulo 8 de

esta tesis.

3.8.1. Disrupcion

La disrupcion o ruptura de estructura celular (lisis) mediante ultrasonidos se utiliza para
la extraccién de compuestos intracelulares o para la inactivacion microbiana. Bajo una
sonicacion intensa, las proteinas son liberadas de las células como resultado de la ruptura
celular (Corts et al., 2019). Esta técnica es utilizada para liberar el cristal proteico de las

células viables y aumentar el efecto biopesticida del producto obtenido en la FES.

El equipo utilizado fue un ultrasonido VIBRACELL (Figura 3.22) con una sonda de 2
mm y una potencia de 100 W. EI proceso consiste en sumergir la sonda en un volumen
de 90 mL de muestra durante 1 minuto y dejarlo enfriar 30 segundos posteriormente,

repitiéndolo 10 veces.

Cuando se utilizan muestras de menor volumen, es decir, con tubos Eppendorf de 2 mL,
se sumerge ese volumen de muestra durante 30 segundos y se deja enfriar 30 segundos

posteriormente, repitiendolo 5 veces.

Figura 3.22. Equipo de ultrasonidos VIBRACELL.
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3.8.2. Purificacion de la muestra

La purificacion de la muestra se realiza como se ha indicado en el apartado 3.6.3 a través
del método propuesto por Rahbani-Mounsef et al. (2015) para calcular la proteina total
que contiene el biopesticida producido.

Los pasos para seguir son los explicados en el apartado 3.6.3 de purificacion de la toxina

sin realizar el método de Lowry.

3.8.3. Liofilizacién

La liofilizacidn consiste en deshidratar un material para poder almacenarlo y transportarlo
con mayor facilidad sin perder las propiedades de la muestra. Antes de la liofilizacion el
material se congela a -80°C durante 24 horas. En este caso se congeld con acetona y hielo
seco formando una pelicula fina de hielo que cubre toda la superficie del recipiente de

vidrio que va acoplado al equipo liofilizador.

El equipo de liofilizacion utilizado fue un liofilizador VirTis Sentry 5| conectado a una
bomba de vacio Edwards RV5 A653 01 093 (Figura 3.23). Con las muestras congeladas
y acopladas al equipo se reduce la presion circundante para permitir que el agua congelada
en el material se sublime. Para acelerar el proceso se utilizan ciclos de congelacion-
sublimacion con los que se consigue eliminar practicamente la totalidad del agua libre
contenida en el producto original, pero preservando la estructura molecular de la sustancia
liofilizada. El proceso dura aproximadamente 24 horas hasta que el material se encuentra
en estado solido y convertido en polvo. Este polvo se homogeniza utilizando una varilla
de cristal en el mismo recipiente en el que se ha guardado la muestra para minimizar las

pérdidas. El extracto se conserva en camara fria a una temperatura de 4°C hasta su uso.

Para determinar el efecto de la liofilizacidn sobre el biopesticida la muestra liofilizada se
disuelve en agua milli-Q conociendo los gramos por mililitro utilizados antes de la
liofilizacion para restablecer la muestra a su volumen inicial. Una vez realizada la
resuspension se determinan la cantidad de células viables y esporas de la muestra
liofilizada, calculando el porcentaje de rendimiento de recuperacion después de la

liofilizacion.
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Figura 3.23. Equipo de liofilizacion.

El calculo del rendimiento de recuperacion de la cantidad de células viables y esporas tras

la liofilizacién se realizd mediante la Ecuacion 3.16.

Células viables o esporas del extracto liofilizado

% Recuperacion = x 100 (Ecuacion 3.16)

Células viables o esporas iniciales

82



CAPITULO 4

Obtencion de bioproductos a partir de

digestato

Parte de este capitulo estd publicado en Cerda, A., Mejias, L., Rodriguez, P., Rodriguez,
A., Artola, A., Font, X., Gea, T., Sanchez, A. 2019. Valorisation of digestate from
biowaste through solid-state fermentation to obtain value added bioproducts: A first

approach. Bioresource Technology. 271, 409-416






Capitulo 4 Obtencion de bioproductos a partir de digestato

4.1. Introduccion

Este capitulo esta dividido en dos bloques diferentes. Uno trata la idoneidad del digestato
para obtener bioproductos usando digestato sélido a través de la FES, y el siguiente, el
uso de digestato liqguido como indculo para la FES o bien como sustrato en FmS para

obtener biopesticidas.

En el primer bloque el objetivo principal es evaluar el potencial del digestato para la
obtencién de determinados bioproductos de valor afiadido a través de FES. Esta primera
parte proporcionara informacion para la seleccién del bioproducto mas adecuado a
obtener a partir del digestato para ser, posteriormente, optimizado y escalado. Se utilizara
el digestato como materia prima sin ningun tratamiento previo. Los bioproductos
seleccionados fueron biopesticidas derivados de Bt, y celulasas y soforolipidos
investigados por parte de Laura Mejias y Alejandra Rodriguez en sus respectivos trabajos
de tesis, obtenidos a partir de otros microorganismos. Ademas, se sabe que el Bt produce
enzimas en su fase de esporulacion, por lo que se investiga la produccion de proteasas a
partir del Bt, debido a que las proteasas producidas en la fase de esporulacion pueden
aumentar la virulencia de la toxina proteica y por tanto, el efecto biopesticida (Brar et al.,
2007). Estos experimentos se realizan tanto en condiciones de sustrato esteril como no
estéril, teniendo en cuenta que, cuando se trabaja en condiciones no estériles de sustrato,
éste esta sometido a un pretratramiento de higienizacion como se explicé en el apartado
3.1.1. “Sustratos y acondicionamiento” del Capitulo 3. En este caso, se podrian obtener

dos bioproductos de forma conjunta, proteasas y esporas de Bt.

El segundo blogue tiene un doble objetivo. Por un lado, conocido el alto coste de los
medios sintéticos para producir Bt, se estudia utilizar la fraccion liquida de digestato como
caldo nutritivo para el crecimiento del indculo para posteriormente utilizarlo en la FES y
asi, sustituir el medio sintético. El otro objetivo es utilizar esta fraccion liquida de
digestato como sustrato para obtener directamente un biopesticida a partir de Bt por medio
de FmS. Es decir, en el primer caso la fraccion liquida se podria utilizar en una FES
posterior y en el segundo se compara una FmS con una FES de digestato. En este bloque
se utilizaran diferentes condiciones de trabajo para obtener la mas adecuada,

caracterizando el digestato liquido y su efecto en la produccion de biopesticidas.
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4.2. Metodologia

4.2.1. Microorganismos
En este capitulo todos los experimentos para la obtencion del biopesticida han sido
realizados con la cepa Btk.

4.2.2. Fraccion solida del digestato: produccién de proteasas

Las caracteristicas de la fraccion sélida del digestato se muestran en la Tabla 3.1 del
Capitulo 3 Materiales y métodos. Las fermentaciones se realizaron utilizando digestato
higienizado como sustrato y Spontex® como agente estructurante en una proporcion de
95:5 (p:p). Las fermentaciones se llevaron a cabo por triplicado en reactores de 0.5-L con
un peso total de 120 g de material en cada reactor. Los procesos se realizaron a 37°C
utilizando un flujo de aire de 20 mL min* durante 96 h.

El muestreo para medir la actividad enzimatica de proteasas se realizo a las 0, 24y 48 h
de la fermentacion con 3 g de muestra del contenido de cada reactor. Durante el proceso,
la actividad bioldgica medida como sOUR, fue continuamente monitoreada ademas de
las mediciones de los andlisis rutinarios, materia seca, contenido de humedad, pH y

conductividad eléctrica (CE).

4.2.3. Fraccion solida del digestato: produccion de biopesticidas y proteasas con
inéculo de Bacillus thuringiensis

Las fermentaciones se llevaron a cabo en reactores de 0.5-L utilizando una mezcla de
digestato como sustrato y Spontex® como agente estructurante en una proporcion del
95:5 (p:p). El peso total en cada reactor fue de 120 g de mezcla por fermentacion
incluyendo el inoculo de Bt. Debido a la naturaleza del sustrato se realizaron dos grupos
de experimentos de sustrato: uno usando digestato estéril y otro sin esterilizacién, pero
sometiéndolo a un tratamiento de higienizacion. El indculo de Btk se agregd con una
concentracion de 10”7 UFC mL* en una proporcion del 10% (p:p) en base himeda a la
matriz solida. Estas fermentaciones se realizaron por triplicado a una temperatura fija del
bafio de 30°C utilizando un flujo de aire constante de 20 mL min durante 96 h. El
muestreo para determinar las células viables y esporas de Bt se realizo con 3 g de cada

reactor a las 0, 24, 48, 72 'y 96 h del tiempo de fermentacion.
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El estudio de la produccidn de proteasas a partir de digestato, inoculado con Btk, se realizd
del mismo experimento que la produccién de biopesticidas y su control sin inocular Btk
en el digestato. El andlisis de actividad de proteasas se realiz6 en los mismos momentos
con 3 g de cada reactor a las 0, 24, 48, 72 y 96 h del tiempo de fermentacion.

4.2.4. Fraccion liquida del digestato: produccion de biopesticidas

El digestato liquido procedia de la Planta de tratamiento de FORM del Consorci per a la
Gestio de Residus del Vallés Oriental (Granollers, Espafia) después de una separacion por
centrifugacion del digestato. Las caracteristicas del digestato liquido se obtuvieron de tres
muestras diferentes. El analisis elemental y de metales fue llevado a cabo por el Servei
d’Analisis Quimica de la UAB. Sus caracteristicas se muestran en la Tabla 4.1.

Tabla 4.1. Caracterizacion del digestato liquido. (Mediatdesviacion estandar, n=3%)

Parametro Unidades Valor
Humedad (%, bh) 97.610.6
Materia organica (%, bs) 3516.4
pH (1:5) - 10.8+0.3
CE (mS cm™) 7.9+0.1
Carbono (%,bs) 0.29+0.02
Nitrogeno (%,bs) 0.23+0.01
Hidrégeno (%,bs) 9.48+0.37
Azufre (%,bs) <1
C/N ratio - 1.26
P (g L™ 24+2.8
S (g L™ 35+6.4
K (Mg LY 1339+0.5
Cr (g L 25+15
Ni (Mg LY 35+8.8
Cu (g L 41+9.5
Zn (g L <100
Cd (g L <2
Pb (g L <20
Hg (ug L™) <5

&n: nimero de muestras analizadas
bh: base himeda, bs: base seca.

Se realizaron dos experimentos diferentes con digestato liquido. En el primero, se utilizd

el digestato liquido como sustituto de nutriente Broth para hacer crecer el in6culo a escala
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de laboratorio a partir de las crioperlas de Btk y posteriormente utilizarlo en una FES. En
el segundo, se utilizé el digestato liquido para realizar una FmS a partir de inculo crecido
con nutriente Broth en los matraces Erlenmeyer de 0.5-L. En el primero se evita tener que
utilizar caldo de cultivo comercial y en el segundo se puede comparar si es mejor una

FmS o una FES para la produccién de biopesticidas a partir de Btk.

Ambas fermentaciones se realizaron en condiciones distintas para encontrar la mejor
opcion para la produccion de Btk a partir de digestato liquido a escala de laboratorio. Las
diferentes condiciones que se probaron fueron las siguientes: un control con nutriente
Broth esterilizado (CB), digestato liquido suplementado con nutriente Broth ajustando el
pH (DLBp) vy sin ajustar el pH (DLB), digestato liquido esterilizado ajustando el pH
(DLEp) y sin ajustar el pH (DLE) y digestato liquido higienizado ajustando el pH (DLHp)
y sin ajustar el pH (DLH) (Figura 4.1). El ajuste de pH fue debido a que la fraccion liquida
de digestato tenia un pH de 10.8 y no encontrandose en el rango recomendado para el

crecimiento de Btk.

FmS
| | 1 1
CONTROL _ DIGESTATO _ DIGESTATO DIGESTATO
LIQUIDO Y BROTH| |LIQUIDO ESTERIL LIQUIDO
(CB) DLB DLE HIGIENIZADO
(DLB) (DLE) (DLH)
|_ Nutriente Ajustando pH Ajustando pH Ajustando pH
Broth (DLBp) (DLEp) (DLHp)
Sin ajustar pH Sin ajustar pH Sin ajustar pH
(DLB) (DLE) (DLH)

Figura 4.1. Esquema de las diferentes pruebas planteadas seguidas para la obtencion de biopesticida a

partir de digestato liquido.

Las fermentaciones para producir el in6culo de Btk para FES en digestato liquido se

realizaron en matraces Erlenmeyer de 0.5-L a partir de una crioperla y 100 mL de
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digestato liquido. Se colocaron en un agitador orbital a 180 rpm a una temperatura de
30°C durante 48 horas de la misma manera que se realiza el crecimiento del in6culo en
caldo comercial, dejando un tiempo de adaptacion al medio. En las muestras con ajuste
de pH se utilizé HCI hasta llegar a un valor de pH de 7, el que presenta el nutriente Broth.
El muestreo para determinar las células viables y las esporas se realiz6 al final del
proceso, ademas de realizar los analisis rutinarios de materia seca, contenido de humedad,
pH Yy CE.

Para la FmS a partir de digestato liquido se utilizaron matraces Erlenmeyer de 0.5-L
conteniendo cada uno fraccién liquida de digestato con un in6culo liquido del 10%, es
decir, 10 mL de nutriente Broth y 90 mL de digestato liquido. El in6culo utilizado tenia
una densidad dptica de 3.83+0.13 y células viables de 2.40+0.34 (10") UFC mL™, sin
esporas. La fermentacion se realizo en un agitador orbital a 180 rpm y temperatura de
30°C durante 4 dias para que el Btk llegase a esporular y asi desprendiese también el
cristal toxico. Se realizaron mediciones de densidad oOptica, peso seco, pH, CE, células
viables y esporas al final del proceso. El pH y la CE se midieron al comienzo y al final

de la fermentacion.

4.2.5. Andlisis estadistico

Todos los datos experimentales han sido analizados utilizando comparaciones por pares
basados en la prueba de Tukey (p <0.05). Se realizaron estadisticas con MINITAB ™
V17. Si algun valor experimental superd un 95% de confianza, se marcé con un asterisco

en las figuras.

4.3. Resultados y discusion

4.3.1. Fraccion sélida del digestato: produccién de proteasas

Los resultados de la caracterizacion del digestato (Tabla 3.1, Capitulo 3) mostraron que
éste contiene cantidades significativas de proteina (16.9+£0.5%) y material lignocelul6sico
(17.5+1.9%), por lo tanto, se planted la hipotesis que el digestato podria tener potencial

como fuente para la produccion de proteasas y enzimas lignocelulosicas.

El resultado del experimento para la produccidn de proteasas mediante FES de digestato

sin inoculo adicional se presenta en la Figura 4.2. En la actividad bioldgica inicial de las
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fermentaciones se observo que el digestato presentaba un contenido considerable de
materia organica aerObicamente biodegradable (Barrena et al., 2006). EI maximo de
SOUR se encontro a las 26 h de fermentacion con un valor de 1.9+0.3 mg O, g* MS h,
Después de ese pico, la actividad bioldgica comienza a disminuir, hasta llegar a un valor
final en la fermentacion cercano a 1.2+0.4 mg O, g™* MS h. Este es un comportamiento
tipico de los residuos orgénicos de baja biodegradabilidad no Ilegando nunca a un valor

cercano a cero.
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Figura 4.2. Perfiles operacionales de FES realizados por triplicado utilizando digestato como sustrato en

un reactor de 0.5 L para la produccién de enzimas hidroliticas. Se presentan la produccidn de proteasa y

los perfiles SOUR (hasta <10%). Los puntos experimentales con un asterisco indican una desviacion alta
(p> 0.05).

La Figura 4.2. también muestra los perfiles de produccion de proteasas. Se observaron
dos picos discretos, uno al principio y otro al final de la fermentacién. Ambos picos
alcanzaron una produccion de proteasas de casi 65 U gt MS. Como las proteasas son
producidas por microorganismos anaerobios los valores son bajos debido a que las

condiciones que se producen en la FES son aerdbicas.

Novelli et al. (2016) observaron muchos picos de actividad de proteasa al usar varias

cepas de hongos como in6culo mixto, parecido a los dos picos que se producen en la
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fermentacion con digestato. Estos autores atribuyeron este perfil a las adaptaciones en el
funcionamiento molecular y fisiologia del microbioma presente en la mezcla de sustratos,

como ocurre con el digestato.

Los valores obtenidos de la produccién de proteasas se encuentran en el rango inferior de
los reportados en la literatura utilizando diferentes sustratos. Abraham et al. (2013) usé
la misma configuracion FES para la produccién de proteasas usando fibra de soja, cascara
de café y residuos de pelo de vacuno con valores de 310.33+9.17, 89.01+0.59 y
141.75+17.6 U g "t MS, respectivamente.

Es probable que el pH observado durante la fermentacion (8.7-9) promueva la produccion
de proteasa segun lo publicado por varios autores (Abraham et al., 2013; El-Bakry et al.,
2015; Soares et al., 2005). Ademas, la capacidad hidrolitica de las proteasas también se
ve reforzada por las condiciones alcalinas. La liberacion de proteasa al medio sélido en
condiciones hidroliticas adecuadas podria haber inducido la hidrélisis de otros

componentes enzimaticos, tales como las celulasas producidas en el mismo proceso.

Resumiendo, en este primer cribado, el digestato no se encontrd adecuado como sustrato
para la produccién de proteasa utilizando solo microorganismos autoctonos. Se debe
realizar una optimizacién adicional para aumentar los rendimientos de produccion. Una
de las dificultades de usar el digestato como sustrato es el bajo contenido en materia
facilmente biodegradable. Por lo tanto, una alternativa para impulsar la actividad
microbiana puede ser el uso de un co-sustrato biodegradable, tal como la fraccion

organica de residuos sélidos municipales.

Otra alternativa interesante a evaluar es el desarrollo de diferentes estrategias operativas,
como operar mediante un proceso de lotes secuenciales, configuracion que permite la
adaptacion del microbioma autoctono segun lo publicado por Cerda et al. (2017a). Otro
enfoque seria trabajar con cepas especificas para producir, por ejemplo, proteasas segun
lo reportado por El-Bakry et al. (2015). Una de las cepas conocida que produce proteasas
y que se puede desarrollar en el digestato es el Bt, asi en el siguiente apartado se evaluara

la produccion de proteasas a partir de Btk.
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4.3.2. Fraccion solida del digestato: produccion de biopesticidas a partir de Bacillus
thuringiensis

Se muestran los resultados de la FES usando digestato como sustrato bajo condiciones
estériles (Figura 4.3) y bajo condiciones de higienizacion (Figura 4.4) para la produccion
de biopesticida usando Btk. Los resultados mostrados en estas figuras corresponden a la
media de tres réplicas independientes. Ademas de los reactores con inoculacion de Bt se

realiz6 siempre un control con digestato en las mismas condiciones, pero sin inocular.

En la Figura 4.3, las fermentaciones con digestato estéril muestran la méxima sOUR
alrededor de las 9 horas de operacion con un valor de 0.80+0.08 mg O, g* MS hly
decrece hasta el final del proceso. Si se compara con el control (digestato no inoculado
con Btk) el valor de SOUR méaxima se produce a las 40 horas del proceso con un valor de
0.62 mg Oz g*MS ht, 0.7 veces menos que si se inocula con Btk. La fermentacion donde
se ha inoculado Btk implica una rapida evolucion del proceso, generando dos picos de
incremento en la SOUR al principio de la fermentacion. Las diferencias entre los
triplicados fueron minimas (s.d < 5%), lo que indica que el proceso es reproducible como
se ha presentado por otros autores en procesos similares (Abraham et al., 2017; Cerda et
al., 2017b).

La Figura 4.3 también muestra el conteo de células viables y esporas durante la
fermentacion. Las células viables en todos los replicados muestran un incremento inicial
en las primeras 48 horas hasta valores de 8.49+2.12 (10%) UFC g MS. Después de este
periodo, las células viables decrecen hasta valores de 9.09+0.81 (10”) UFC g MS. Estos
resultados son muy positivos, porque reflejan la capacidad del Btk no solo de sobrevivir
en la matriz sélida del digestato, sino también de prosperar y lograr un incremento de 3
veces el conteo de células viables inicial. Es probable que la disminucion en el recuento
de células viables esté relacionada con cambios en la matriz solida, altamente atribuido a
un agotamiento del sustrato, lo que lleva a las bacterias a crear su forma resistente, es
decir, esporas, y en este proceso de esporulacion la célula libera al medio el cristal

proteico que tiene efecto biopesticida (Bravo et al., 2011).
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Figura 4.3. Perfiles de SOUR y células viables y esporas obtenidos en reactores FES de 0.5 L utilizando
digestato estéril como sustrato para la produccion de biopesticidas. Los valores representados
corresponden a la media de 3 fermentaciones idénticas. Los puntos experimentales con un asterisco

indican una desviacién alta (p> 0.05).

El bajo contenido en compuestos facilmente metabolizables del digestato en una
fermentacion no estéril parece que se consumiria rapidamente, tal y como demostraron
Martinez et al. (2017) con otro tipo de microorganismo. Estos investigadores
determinaron que cuando se utiliza un sustrato con alto contenido de azucar soluble (30%
bs), tal como la melaza de remolacha azucarera en un proceso no estéril de FES, el
contenido de azucar se reduce en casi 80% en 24 h. Las fermentaciones representadas en
la Figura 4.3 comienzan sin presencia de esporas en la matriz sélida, siendo solo
detectadas a partir de la primera muestra a las 24 horas de la fermentacion, con un maximo
a las 72 horas con valores de 8.15+0.04 (107) esporas g MS. Después de ese periodo, el
recuento de esporas se mantuvo casi estable hasta el final de la fermentacion. Esto se

puede explicar con la hipotesis de que en ese momento se alcance un estado estable. Es
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decir, parte de las esporas producidas pueden germinar formandose de nuevo células
viables si el microentorno es favorable en el reactor y parte de las células viables inician
el proceso de esporulacion debido a situaciones estresantes de otras actividades no
favorables o al propio ciclo de vida del Bt.

Otros estudios utilizando diferentes sustratos, trabajando en condiciones similares,
observaron un recuento de células final de 6.6 (10*°) UFC g'* MS (Devi et al., 2005), 1.0
(10'°) UFC g MS (Zhuang et al., 2011) y 6.2 (10*) UFC g* MS (Ballardo et al., 2016),
que son mas altos que los obtenidos en el presente estudio utilizando el digestato como
sustrato. Por otra parte, los recuentos de esporas informados por los mismos autores
oscilaron entre 107y 10° UFC g MS, que indica que los resultados obtenidos en este
trabajo estan en el rango medio de los reportados en otras publicaciones, siendo los
sustratos utilizados por Devi et al. (2005) y Ballardo et al. (2016) salvado de trigo y fibra
de soja, respectivamente. Estos materiales presentan baja variabilidad en su composicion
y fueron, en el caso de Devi et al. (2005) suplementados con fuentes de carbono externo
y nitrégeno. En este contexto, se puede afirmar que el digestato presenta una cantidad

limitada de nutrientes que provoca la esporulacion del Bt de forma rapida.

La Figura 4.4. presenta los resultados obtenidos utilizando digestato no estéril, después
de un proceso de higienizacion. La actividad bioldgica observada en este caso aumentd
mas rapidamente y fue mas alta que en condiciones estériles, probablemente por la mayor
presencia de poblaciones microbianas en los reactores, tanto en el caso del control como
en el de los reactores con Btk. El valor maximo de SOUR se encontro a las 4 horas con un
valor promedio de 2.53+0.83 mg Oz g MS h. La no esterilidad de la fermentacion
implicé un mayor nimero de microorganismos capaces de colonizar la matriz sélida, que

genera un aumento global de la actividad bioldgica y mayor desviacién entre las réplicas.

En contraste con lo observado en los experimentos con digestato estéril, el Btk no se
desarrolld6 en el mismo orden de magnitud en el digestato no estéril Gnicamente
higienizado. En este sentido, el maximo crecimiento celular se observo a las 48 h con un
recuento de células viables de 1.70+0.51 (108) UFC g MS, que representa un aumento
de 1.34 veces del recuento celular inicial. Después de ese momento, las células viables
disminuyeron hasta final de la fermentacion hasta valores de 6.02+0.56 (107) UFC g

MS. En cuanto a la produccion de esporas, la fermentacién comenzo6 también sin esporas.
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Figura 4.4. Perfiles de SOUR y células viables y esporas obtenidos en reactores FES de 0.5 L utilizando
digestato higienizado no estéril como sustrato para la produccién de biopesticidas. Los valores

representados corresponden a la media de 3 fermentaciones idénticas.

Después de las primeras 24 h de operacion, cuando las células viables comenzaron a
disminuir, las esporas comenzaron a aumentar. EI nimero de esporas alcanzo su maximo
a las 72 h de fermentacidn, como en el caso del digestato estéril, con un valor de 2.85+0.22
(107) esporas g MS.

La investigacion previa realizada en las mismas condiciones estériles utilizando fibra de
soja y FORM como sustratos presentaron un mayor recuento de células viables de 3.8
(10*) UFC g MS (Ballardo et al., 2016) pero un recuento de esporas de 2.1 (107) esporas
gl MS (Ballardo et al., 2017), que esta en el rango de lo obtenido en esta investigacion.
Los sustratos utilizados (FORM vy fibra de soja) tenian mas nutrientes disponibles, por lo
tanto, proporcionaron un ambiente mas adecuado para el crecimiento de Bt. Los mismos

autores confirmaron que los recuentos finales de células y esporas dependian del in6culo
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agregado a la matriz sélida. En este sentido, afirmaron que cuando el Bt se afiadié en un
7%, 9%y 12 % al sustrato de FORM no estéril al final los recuentos de células viables
obtenidos fueron 9.9 (10% UFC g! MS, 1 (10") UFC g* MS y 2.5 (107) UFC g* MS,
respectivamente (Ballardo et al., 2017). Todos estos valores son mas bajos que los
observados en el presente trabajo, mostrando que las condiciones desfavorables para el

crecimiento de Bt promueven su esporulacion.

Del presente estudio también se puede afirmar que es posible el uso de digestato como
Unico sustrato para la produccion de biopesticidas. Btk pudo crecer y esporular sobre la
matriz sélida utilizando digestato higienizado a temperatura controlada. Esto sera de gran
importancia para el desarrollo del proceso y la valoracion de los costes asociados. El uso
de digestato como sustrato para su bioconversion en un producto con un valor afadido,
contribuird a cerrar el ciclo de la materia organica, optimizando su gestion en un enfoque
circular. Los resultados positivos obtenidos en este trabajo abren nuevas alternativas para

la valorizacion del digestato como sustrato para la produccion de biopesticidas.

4.3.3. Fraccion solida del digestato: produccion de proteasas a partir de Bacillus
thuringiensis

El Bt es conocido por su actividad biopesticida, pero también se conoce que es un
microorganismo que puede producir otras enzimas, como proteasas. Las proteasas se
consideran claves en una amplia gama de procesos biologicos, como la regulacion del
ciclo celular, el crecimiento celular, la diferenciacion y la esporulacion (Brar et al., 2007).
Estas tienen una correlacion con la toxicidad de Bty el recuento de células producidas en
los experimentos de FmS con Bt en el medio convencional, aguas residuales y lodos de

aguas residuales, siempre en condiciones estériles (Brar et al., 2007; Yezza et al., 2006b).

Después de analizar los resultados de la produccion de biopesticida y proteasas en el
digestato por medio del proceso FES, se evalud la actividad de la proteasa cuando el
residuo era inoculado con Btk tanto en condiciones estériles como no estériles, y

comparando los valores de proteasas con un control sin Btk.

En la Figura 4.5. se muestra la produccidn de proteasas, realizando el anlisis en el mismo

reactor que el digestato en condiciones estériles, inoculado con Btk y sin inocular. Se
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observa durante la fermentacion que la actividad de proteasas inicial del residuo sin
inocular con Btk tiene unos valores muy inferiores a los que se producen cuando el Btk
esta inoculado (residuo estéril). Esta actividad comienza a aumentar en los dos casos hasta
llegar a un maximo a las 72 horas, con un valor de 112 U g* MS en el control y de 117.6
U gt MS en el digestato con Btk, aunque al final del proceso se observa una disminucion.

30 140
25 | & 120
2.0 B % [ 100

sOUR,, (mg O, g™ MS h™)
Actividad de Proteasas (U g™ MS)

0 20 40 60 80 100

_________ sOUR,,, Control
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0 Proteasas Btk

Figura 4.5. Perfiles operacionales de FES realizados por triplicado utilizando digestato estéril como
sustrato en un reactor de 0.5 L para la produccion de enzimas hidroliticas. Se presentan la produccion de

proteasa del control (negro) y de proteasa del digestato inoculado con Btk (blanco).

Los mayores valores de proteasas del residuo inoculado con Btk, pueden ser debidos a la
lisis celular del Btk durante las fases de crecimiento post-exponencial (Brar et al.,2007),
llegando a su maximo a las 72 horas con un valor de 117.59 U g** MS. Este valor se debe
a la hidrolisis de las proteinas complejas residuales para satisfacer las necesidades
nutricionales, de modo que a medida que el Btk evoluciona y crece formando la espora 'y
el cristal condiciona también su accion biopesticida (Brar et al., 2007). Posteriormente, el

valor de proteasas disminuye debido a la carencia de nutrientes en el digestato.
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De hecho, en el digestato estéril no se deberia observar actividad alguna, por lo que la
esterilizacion inicial no es 100% efectiva y alguna poblacion microbiana se desarrolla
produciendo las proteasas.

En la Figura 4.6. se presentan los resultados obtenidos con digestato no estéril higienizado
control e inoculado con Btk. Se puede observar que los valores de proteasas del control,
excepto al inicio, son ligeramente superiores a las que se producen con Btk. Esto puede
ser debido a la competencia de microorganismos presentes en el digestato que
evolucionan de forma diferente, dependiendo de si el digestato se encuentra inoculado

con Btk o no.
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Figura 4.6. Perfiles operacionales de FES realizados por triplicado utilizando digestato no estéril como
sustrato en un reactor de 0.5 L para la produccion de enzimas hidroliticas. Se presentan la produccién de
proteasa de control y proteasas de digestato inoculado con Btk. Los puntos experimentales con un
asterisco indican una desviacion alta (p> 0.05).

Cuando el Btk es inoculado en el digestato no estéril higienizado, ya se ha observado que

el nimero de colonias y esporas es menor en comparacién con el digestato esterilizado.
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Las proteasas iniciales en el digestato no estéril sin inocular son superiores a las del
digestato estéril, teniendo un valor inicial de actividad de proteasas de 15.23 U g* MS
que van aumentando hasta el final del proceso donde se obtiene un valor de 138.39 U g
MS, 1.6 veces superior al digestato estéril. En el caso de digestato inoculado con Btk las
proteasas son muy elevadas al comienzo de la fermentacion con un valor de 85.77 U gt
MS, pero conforme evoluciona la fermentacion van disminuyendo hasta 67.15 U gt MS
a las 72 horas, dando su maximo a las 96 horas de 136.09 U g* MS. Esto se justifica
porque el Btk consume materia facilmente biodegradable para asegurar el crecimiento en
la primera fase, por lo que se demuestra un aumento lento de proteasas que va
incrementandose hasta la fase estacionaria (Zouari y Jaoua 1999). Esta investigacion de
la produccion de proteasas es interesante para comprender mejor la evolucion de Btk y su
produccion. Se ha confirmado que las proteasas extracelulares de Btk son determinantes
directos de su crecimiento y también sirven como indicador potencial de entomotoxicidad
(Tyagi et al., 2002). Por lo tanto, los esfuerzos de investigacion futuros deben
concentrarse en obtener conocimientos fundamentales sobre la activacion, mecanismo de
degradacion y resistencia de diferentes proteinas cristalinas intercedidas por proteasas
Btk. En estudios de Ballardo et al. (2016) con residuo de soja no estéril se observo que
inoculando Btk el valor de proteasas fue hasta 497+17 U g* MS a los 6 dias, por lo que
los valores obtenidos con digestato no estéril inoculado con Btk se consideran inferiores
y, por lo tanto, el digestato no se considera 6ptimo para la produccién de proteasas a partir
de Btk.

4.3.4. Fraccion sélida del digestato: produccion de otros bioproductos

En referencia a la produccion de otros bioproductos como son las celulasas y los
soforolipidos, se muestran Unicamente las conclusiones, ya que estos procesos fueron
desarrollados por otras compafieras del grupo GICOM, como ya se ha mencionado

anteriormente.

4.3.4.1. Celulasas
En el caso de las celulasas los valores de actividad obtenidos fueron de 0.5y 1.5 FPU g !
MS, que se encuentran en el rango inferior obtenido a escala de laboratorio en condiciones

similares en trabajos del grupo con otros residuos (Cerda et al., 2017a) e incluso menores,
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en comparacion con FES utilizando sustratos estériles o agregando una sola cepa (Dhillon
et al., 2012; El-Bakry et al., 2015). El escaso valor de celulasas puede ser debido a que
éstas necesitan para su produccién un medio acido, mientras que el pH del digestato
presenta valores entre 8-9 y, ademas, el cambio de condiciones anaerobias del digestato
a las condiciones aerobias de la FES puede influir en el incremento de poblacion
microbiana que modificara las caracteristicas de la estructura del sustrato (contenido de
proteinas, lipidos o hidratos de carbono) que no son asequibles para la produccién de
celulasas. Como conclusién del estudio sobre produccion de celulasas, ésta no parece
viable sin un proceso previo de optimizacion del medio y de las condiciones del
experimento. Se pueden evaluar varias opciones para un estudio adicional, tales como la
optimizacion de la relacion de extraccion (Pirota et al., 2013), la adaptacion de los
microorganismos nativos utilizando una estrategia de operacion por lotes secuencial

(Cerda et al., 2017a) o la inoculacion con cepas especificas.

4.3.4.2. Soforolipidos
El estudio para la produccion de soforolipidos se realizd con Starmerella bombicola
considerando la incorporacion de fuentes externas de grasa y azucar, como glucosa y

acido oleico, en digestato estéril y digestato higienizado durante 5 dias.

El cultivo de S. bombicola se asocia con una fuerte caida inicial del pH para una
produccion optima de soforolipidos, donde el pH se debe mantener en 3.5 después de una
disminucion espontanea (Gobbert et al., 1984). En todas las fermentaciones con digestato
el pH aumento ligeramente de 8.8 a 9.2+0.2, no siendo adecuado para el crecimiento de

S. bombicola.

El dnico resultado positivo obtenido fue en la fermentacion de digestato con glucosa y
acido oleico, donde el rendimiento de produccion de soporolipidos fue de 0.020 g g** MS.
Es un valor bajo en comparacion con lo reportado por Jiménez-Pefialver et al. (2016).
Estos autores informaron un rendimiento de 0.19 g g *MS utilizando residuos de torta de
aceite y melaza de remolacha azucarera con indculo de S bombicola. Por otra parte, el
rendimiento de la produccion de los experimentos complementados con azlcar y fuentes
de grasa fue menor que el obtenido por Vishal y Aniruddha (2012), que observaron 38 g

gt MS utilizando salvado de trigo complementado con &cido oleico y glucosa.
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Los resultados generales para la produccion de soforolipidos con digestato como sustrato
principal demostraron que ésta no es adecuada sin una optimizacion exhaustiva. Una de
las mejoras que podrian realizarse seria la de cubrir requerimientos nutricionales para el
adecuado crecimiento de S. bombicola modificando el contenido de azlcar y grasa hasta
valores dptimos para la produccion de soforolipidos, ademas evidentemente, de regular

el pH.

4.3.5. Fraccion liquida del digestato: sustitucién de medio sintético por digestato
liquido para producir indculo de Bacillus thuringiensis para la FES.

Como ya se ha comentado, el objetivo de este estudio fue determinar si la fraccién liquida
de digestato podia sustituir al medio comercial (nutriente Broth) en la preparacion del
inoculo de Btk para posteriores experimentos de FES.

La caracterizacion de la fraccion liquida de digestato se detalla en la Tabla 4.1. Se observa
que las concentraciones de metales son bajas en comparacion con las publicadas por
Zhuang et al., (2013), por lo que se cree, a priori, que ninguno de ellos podria inhibir el

proceso de crecimiento de Btk.

Se realizan distintos ensayos de crecimiento de Btk en reactores de 0.5-L con el digestato
liquido (DL) esteril (DLE), higienizado (DLH) y suplementado con nutriente Broth estéril

(DLB). En el apartado 4.2.4 se muestra el esquema de todas las pruebas realizadas.

La Tabla 4.2 resume todas las condiciones operacionales de las pruebas con digestato
liquido, considerando de mayor relevancia los parametros de densidad optica, pH, CE,

células viables y esporas.

En comparacion con el control (crecimiento de Btk en medio comercial), los valores de
densidad dptica fueron mas elevados en DLE y DLB. Se estima que en el caso de DLE,
estos valores se deben a un crecimiento de Btk Unicamente, pues el proceso de
esterilizacion del digestato liquido habria eliminado los microorganismos previos a la
inoculacion con Btk. En el caso de DLB, al estar en condiciones no estériles y
suplementado con nutriente Broth, permitiria el crecimiento de otros microorganismos

aerobios ademas de Btk.

Otro de los pardmetros importantes para el crecimiento del Btk es el pH que debe estar

entre valores de 6 y 7.5. En este caso, el nutriente Broth siempre se ajusta a 7.2, mientras
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Tabla 4.2. Principales pardmetros en el crecimiento de Btk en fraccidn liquida del digestato durante 48 h.

Parédmetro Unidades Control DLB DLBp DLE DLEp DLH DLHp

DO - 3.83+0.13 10.30+0.06 10.30+0.06 9.62+0.01 1.61+0.07 2.88+0.03 4.20+0.05
ST (LY 3.01+0.02 1.95+0.26 1.95+0.26 2.36%0.23 4.68+0.04 2.55+0.07 4.66+0.03
)Y (gLh 44.89+0.41 - - - - - -
SST (L™ 1.66+0.50 - - - - - -
SSV (gLh 1.48+0.49 - - - - - -

pH Inicial
(1:5) - 7.21+0.01 9.07+0.11 7.074£0.11 10.84+0.03 7.0740.11 8.84+0.02 7.1840.04

pH Final
(1:5) - 7.01+0.01 9.71+0.02 9.31+0.02 8.83+0.05 5.48+0.06 9.50+0.08 9.08+0.07

CE Inicial (mS cm™) 8.84+0.01 12.12+0.02 15.22+0.02 7.90+0.03 15.22+0.02 14.94+0.08 16.67+0.59

CE Final (mS cm™) 9.30+0.01 14.37+0.06 13.87+0.06 9.99+0.02 14.20+0.06 10.65+0.11 12.05+0.01

: 1
Celulas (UFCG™ ) 0040.18(10°) 1.3450.28(10°) 2.70£0.25(10° 1.1140.34(10° 3.33:0.23(107) 1.23+0.30(10°) 3.78+0.53(10°)

viables MS)
(esporas g™ o 5 5 5

Esporas MS) 4.20+0.25(10°) 1.2640.29(10°) 1.76+0.59(10°) 2.22+0.67(10°) NA NA NA
DLE: Digestato liquido Estéril DO: Densidad éptica (600 nm)
DLEp: Digestato liquido Estéril ajustado el pH a 7. ST: Sélidos totales
DLH: Digestato liquido higienizado SV: Sélidos volatiles
DLHp: Digestato liquido higienizado ajustado el pH a 7. SST: Solidos suspendidos totales
DLB: Digestato liquido suplementado con Broth SSV: Solidos suspendidos volatiles
DLBp: Digestato liquido suplementado con Broth ajustado el pH a 7. CE: Conductividad eléctrica

UFC: Unidades formadoras de colonias
NA: No aparece
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que el digestato liquido tiene un pH basico de 10.2 y puede inhibir el crecimiento de Btk.
Por eso, se ajustaron dos muestras (DLEp y DLHp) a un pH de 7.0+0.5 con HCI. En estas
pruebas no se observé esporulacion del Btk, aunque los valores de células viables son mas
elevados que en aquellas en las que no se ajustd pH. Las causas de la inhibicién de la
esporulacion en estas muestras no han sido determinadas, pero podria estar relacionada

con la cantidad de HCI necesario para el ajuste de pH (Behle et al.,1997).

Los valores de conductividad eléctrica ya son superiores a los que existen en la fraccion
solida del digestato (2.84+0.1) teniendo valores hasta 16.67+0.59 mS cm™, al ajustar el
pH estos valores tienden a elevarse como ya observd Sarrafzadeh et al., (2005). En este
caso, los valores de conductividad disminuyen, lo cual concordaria con la no presencia
de esporas en las condiciones de DLEp, DLH y DLHp, ya que durante la esporulacion el
Bt tiende a incrementar la conductividad debido a los cristales proteicos (Barbaran-Vilela
et al., 2015).

En la Tabla 4.2 también se muestran los valores de células viables y esporas a las 48 horas
del proceso. El valor de células viables del control es de 2.20+0.18 (108 UFC mL
mientras que en el resto de las pruebas los valores estan en el orden de 10%-108 UFC mL-
! siendo ligeramente superiores en las condiciones en las que se ajusta el pH. En cambio,
el valor de esporas del control es de 4.20+0.25 (108) esporas mL™, pero en el resto de las
condiciones solo se puede destacar el DLE donde las esporas han crecido un valor de
2.20+0.67 (10°) esporas mL™, debido a valores altos de pH y valores similares de

conductividad al nutriente Broth.

Si se comparan los valores obtenidos con el control (Btk crecido en nutriente Broth), los
valores de células viables y esporas son menores en todas las condiciones establecidas
para el digestato liquido, lo que quiere decir que en ningln caso el digestato liquido es

Optimo para el crecimiento de Btk a partir de una crioperla.

4.3.6. Fraccion liquida del digestato: produccion de biopesticidas a partir de Bacillus
thuringiensis a través de FmS

La Tabla 4.3 muestra los parametros mas destacables obtenidos en la FmS al final del
proceso (4 dias) utilizando digestato liquido como medio de cultivo inoculado con Btk.

Se observa que los valores de densidad Optica son mas elevados que en el experimento
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Tabla 4.3. Principales parametros del proceso de FmS de digestato liquido con Btk.

Parédmetro Unidades Control DLB DLBp DLE DLEp DLH DLHp
DO - 4.26+0.13 11.56+0.75 11.16+0.25 8.26+0.13 7.16+0.15 4.66+0.15 4.16+0.15
ST (LY 5.01+0.06 6.40+0.04 5.13+0.03 6.01+0.02 3.03+0.03 2.03+0.03 4.13+0.05
)Y (gLh 64.89+0.32 - - - - - -

SST (gL 2.67+0.50 - - - - - -
SSV (gLh 2.50+0.37 - - - - - -
pH Inicial - 7.18+£0.01 10.15%0.11 7.15+£0.11 10.84+0.03 7.10+0.09 9.14+0.04 7.02+0.05
(1:5)
pH Final - 7.12+0.01 9.31+0.04 8.31+0.04 8.97+0.05 5.3440.02 8.90+0.07 9.08+0.02
(1:5)
CE Inicial  (mScm™) 7.84+0.06 16.53+0.08 15.53+0.09 6.90+0.03 10.2240.05 14.3440.07 14.9740.51
CE Final (mS cm™) 9.20+0.06 14.01+0.02 13.2140.03 8.99+0.02 12.4040.08 10.6440.11 9.87+0.05
Células (UFCg*  1.20£0.16(10°) 2.45+0.31(10%) 2.31+0.13(10%) 5.56+0.72(10*) 3.89+0.24(10°) 3.33+0.50(10°) 5.67+0.52(10°)
viables MS)
Esporas  (esporas g* 3.60+0.24(10%) 1.98+0.34(10°) 2.22+0.67(10°) 1.00+0.16(10°) 1.00+0.18(10°) 1.33+0.24(10°) 4.44+0.10(10%

MS)

DLE: Digestato liquido Estéril
DLEp: Digestato liquido Estéril ajustado el pH a 7.

DLH: Digestato liquido higienizado
DLHp: Digestato liquido higienizado ajustado el pH a 7.

DLB: Digestato liquido suplementado con Broth
DLBp: Digestato liquido suplementado con Broth ajustado el pH a 7.

DO: Densidad éptica (600nm)
ST: Sélidos totales
SV: Sélidos volétiles
SST: Solidos suspendidos totales
SSV: Solidos suspendidos volatiles

CE: Conductividad eléctrica

UFC: Unidades formadoras de colonias
NA: No aparece
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anterior, y de nuevo que el DLBp tiene el valor més alto de densidad Optica (11.56+0.75),
aungue no se corresponde con un aumento en las células viables y esporas de Btk, lo que
implica que existen otros microorganismos mas adecuados para desarrollarse en el

digestato liquido.

Los valores de pH y CE se comportan de la misma manera que en el experimento anterior.
En cambio, como puede verse en la Tabla 4.3 los valores de células viables tienden a
disminuir en todas las situaciones respecto al indculo inicial crecido con nutriente Broth
con un valor de células viables de 2.40+0.34 (107) UFC mL™, llegando a un valor minimo
de 2.31+0.13 (10*) UFC mL con DLBp. En cambio, en todas las condiciones existen una
cantidad de esporas mayor que en la prueba anterior, Btk crecido a partir de la crioperla,
en el que no se observo crecimiento de esporas. Los valores de esporas en el control son
de 3.60+0.24 (10%) UFC mL, mientras que en el resto de las condiciones disminuyen 3

Ordenes de magnitud.

Estos resultados se deben a la dificil disponibilidad de nutrientes y la complejidad del
digestato liquido, la época del afio en el que se toma la muestra de digestato y los métodos
utilizados para su generacion hace que las caracteristicas de estos varien de uno a otro
(Vidyarthi et al., 2002; Tirado-Montiel et al., 2001; Krogmann et al., 1997). Si se
comparan las concentraciones de esporas con los valores obtenidos con residuos de
agricultura, éstas son del orden de 10° esporas mL™* (Jouzani et al.,2015), como los
obtenidos con lodos de aguas residuales que son de 10° y 10° UFC mL™* (Yezza et
al.,2006a; Vu et al.,2010), son valores superiores hasta 4 érdenes de magnitud que los

obtenidos con digestato liquido.

En algunos estudios de FmS las concentraciones de metales pueden tener un efecto
negativo en el crecimiento de Bt, pero si se observa la Tabla 4.1, los valores de metales
en el digestato liquido son inferiores a los publicados para otros estudios como el de Yao
et al. (2003) que explica que una cantidad excesiva de Cu puede actuar adversamente
sobre los grupos mercapto de macromoléculas bioldgicas y, en consecuencia, destruir las
proteinas y la proliferacion, lo cual afectaria al cristal proteico de Bt y su efecto
biopesticida. El factor mas limitante del crecimiento de Bt es la relacion de C/N del
digestato liquido (1.26) de ahi que se explique el bajo crecimiento en todas las

condiciones probadas con digestato liquido, ya que los nutrientes necesarios para el
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crecimiento son muy limitados, por lo que se necesitaria suplementar el digestato con

nutrientes como aquellos que pueden proporcionar, por ejemplo, las melazas.

Por lo tanto, el digestato liquido no es un sustrato 6ptimo para producir biopesticidas
debido a su baja cantidad de nutrientes, la variabilidad de pH y la cantidad de

microorganismos presentes en él que hace dificil poder optimizar su produccion.

4.4. Conclusiones

El digestato se evalué como un sustrato para la produccion de diferentes bioproductos a
través de FES en el marco de una nueva estrategia de gestion de residuos. El intento de
producir celulasas, biosurfactantes y proteasas reporto bajos rendimientos de produccion.
En el caso de obtener proteasas a partir de Btk también dio valores inferiores a los
recogidos en la bibliografia y, por lo tanto, se descarté esta posibilidad, porque requeririan

estudios adicionales para mejorar la productividad.

Los mejores resultados de produccion se obtuvieron para el biopesticida producido por
Btk. Este microorganismo fue capaz de crecer y esporular usando digestato higienizado.
La produccion de esporas obtenida se encontraba en el rango medio de los valores
reportados en otras referencias. Se realizaran estudios adicionales para la optimizacion,

escalado y ensayos de campo de accion biopesticida.

La fraccion liquida de digestato se demostré no adecuada para producir un inoculo de Btk
y para sustituir el medio sintético Broth. También se concluyé que usando la fraccién
liquida como medio de cultivo en una FmS se obtienen valores de concentracion de
células viables y esporas menores que los que se obtienen con la FES, y ademas los
valores son inferiores a los recogidos con otros residuos organicos. Esto se puede deber
a que el digestato liquido presenta valores elevados de pH y bajos de nutrientes para

producir un biopesticida a partir de Btk.
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5.1. Introduccion

Observando los resultados obtenidos del crecimiento de Btk en digestato como sustrato
en los reactores a escala laboratorio, en este capitulo se estudian las posibles estrategias
de operacion en reactores aislados de 10-L.

En primer lugar, se ha querido aumentar la escala a reactores aislados térmicamente, en
los cuales la temperatura aumenta segln la actividad microbiol6gica del proceso de FES.
Por ello, se ha estudiado el proceso en reactores de 4.5-L con una capacidad de 1.5 kg de
sustrato total para observar la temperatura que se alcanza. Posteriormente, se aumento la
cantidad de material hasta 3.5 kg en los reactores aislados de 10-L, donde se realiz6 un
experimento para conocer la temperatura méaximay asi poder comprobar si Btk es capaz

de sobrevivir y colonizar toda la matriz solida.

Una vez conocidas las temperaturas que se alcanzan en cada uno de los reactores, se
plantean una serie de estrategias de operacion en los reactores térmicamente aislados de
10-L para disminuir el incremento de temperatura que se produce en el proceso de FES 'y

los costes de indculo inicial. Las estrategias que se han seguido son las siguientes:

— Estrategia 1: Inocular Btk en el digestato al comienzo de la FES.
— Estrategia 2: Inocular Btk en el digestato a las 48 horas del proceso de FES.
— Estrategia 3: Inocular Btk en el digestato al comienzo de la FES utilizando una
cantidad de inéculo menor (0.015 g Bt g™* digestato).
— Estrategia 4: Inocular Btk en el digestato al comienzo de la FES utilizando la mitad
de la capacidad de los reactores.
Otra estrategia seguida ha sido trabajar con una operacion secuencial (SBR) para producir
biopesticida disminuyendo los costes de indculo inicial, ya que, una vez producido el
primer lote, parte se utiliza como indculo para el siguiente lote. Esta estrategia se realiza
primero en reactores de 0.5-L (escala laboratorio) y posteriormente en los reactores

aislados térmicamente de 10-L. Asi se efectlan cinco estrategias diferentes de operacion.

En paralelo se ha realizado un andlisis microbioldgico del proceso de FES para comprobar
que el digestato no contenia Bt en su inicio, que el proceso de higienizacién eliminaba

parte de los microorganismos y que se producia Bt mediante FES.

Por altimo, se envié material fermentado al Instituto de Investigacién y Tecnologia

Agroalimentarias (IRTA) y a ReFarmers (colaborador en el proyecto DECISIVE) para
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evaluar su potencial como biopesticida sobre dos plagas diferentes y con métodos de
cuantificacion distintos. Una de las plagas analizadas fue la de Plodia interpunctella
(Lepidoptero) de la familia Pyralidae originaria de Europa, es una polilla india de la
harina y polilla de la fruta seca (Mohandass et al., 2007). Atacan a los alimentos
almacenados y puede encontrarse sobre todo en frutos secos como nueces o almendras,
aunque también se alimentan de cacao y a veces de cereales (Nansen y Phillips, 2004).
Ademas, existe evidencia de que P. interpunctella ha desarrollado resistencia al pesticida
comercial Dipel® que contienen Bt(Mohandass et al., 2007). Por estas razones, existe la
necesidad de desarrollar insecticidas alternativos y que no dafien el medio ambiente para

el control de P. interpunctella.

Por otro lado, la otra plaga analizada fue Pieris brassicae (mariposa blanca grande) es
una plaga que afecta al cultivo de la col. En su etapa como oruga es cuando afecta al
cultivo pudiendo observar su efecto debido a las hojas mordidas por las orugas. Esta
afeccion se produce porque los huevos son depositados en las hojas y lo utilizan como
alimento en su nacimiento y primeras fases de desarrollo. La aplicacion del biopesticida
se realiza en forma de spray liquido o un polvo blanco sobre las hojas (Lacey et al., 2001).
Para ambas plagas se utilizan tratamientos de insecticidas comerciales de superficie con
Btk (Arthur y Phillips, 2003) como referencia.

Asi, el objetivo principal de este capitulo es determinar la mejor estrategia de operacion
para la produccion de biopesticida y asi evaluar el material por medio de dos bioensayos
diferentes por parte de otras instituciones y conocer su efecto real. Como objetivo
secundario se comprueban los microorganismos presentes en el digestato y en el material

final fermentado concluyendo que no existen patdgenos y se obtiene un material estable.

5.2. Metodologia

5.2.1. Microorganismo
En este capitulo todos los experimentos para la obtencién del biopesticida han sido

realizados con la cepa Btk.

5.2.2. Sistema de fermentacioén Il: reactores aislados térmicamente de 4.5-L
Todas las fermentaciones se llevan a cabo en condiciones no estériles durante 4 dias

usando una mezcla inicial de solido consistiendo en digestato higienizado y astillas de
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madera, como agente estructurante. La relacion de sustrato y astillas de madera es de 1:1
(v:v). Cada experimento consiste en un reactor control (digestato sin inocular Btk) y un
duplicado de digestato inoculando Btk. En todos los experimentos el digestato ha sido
higienizado como se ha explicado en el Capitulo 3, apartado 3.1.1. Sustratos y

acondicionamiento.

En las fermentaciones con los reactores aislados de 4.5-L se usa la ratio de 0.0030 g Bt
g digestato y una cantidad de muestra total de 1.2 kg de matriz sélida. EI caudal de aire
esta controlado entre 200 y 400 mL min™,

5.2.3. Estrategias de operacion en Sistema de fermentacion Il: reactores aislados
térmicamente de 10-L

Las estrategias de operacion en los reactores de 10-L se estudiaron en condiciones no
estériles, con digestato higienizado a 70°C. En la Tabla 5.1 se indican las condiciones de
operacion utilizadas en cada una de las opciones. Las variaciones que se han realizado

fueron cantidad de material, momento de inoculacion y cantidad de inoculo.

Tabla 5.1. Condiciones de operacion para cada una de las estrategias analizadas en los reactores de 10-L.

Estrategias Cantidad Tiempo de Inbculo Caudal de Duracién

muestra inoculacion aire proceso
(kg) (h) (gBtg* (mL min) (dias)
digestato)

Estrategia 1 3.5 0 0.0030 400 - 800 4

Estrategia 2 3.5 48 0.0030 400 - 800 6

Estrategia 3 3.5 0 0.0015 400 - 800 4

Estrategia 4 15 0 0.0030 400 - 800 4

Estrategia 5 3.5 0 0.0030 400 - 800 12

La mezcla solida inicial consistia en digestato higienizado y astillas de madera como
agente estructurante en una proporciéon de 1:1 (v:v). Cada conjunto de experimentos
consistio en un reactor control (digestato sin inoculacion de Btk) y un duplicado de
digestato inoculado con Btk. Todas las estrategias se realizan con un caudal de aire de

controlado entre 400 y 800 mL min™.

La estrategia 1 consiste en inocular Btk (0.0030 g Bt g* digestato) al comienzo de la
fermentacidn con una cantidad de muestra total de 3.5 kg y una duracion del proceso de
4 dias. Esta estrategia se utilizara para compararla con el resto de las operaciones, y asi

evaluar si se produce mayor cantidad de biopesticida con esta u otra alternativa.
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La estrategia 2 se realiza para evitar someter a Btk a las temperaturas termofilas al
principio del proceso de FES, por lo que se trata de inocular Btk (0.0030 g Bt g* digestato)
a las 48 horas de la fermentacion con una cantidad de muestra total de 3.5 kg y una
duracién del proceso de 6 dias.

La estrategia 3 se desarrolla por diversos motivos, el principal es para reducir la cantidad
de in6culo inicial necesario para las fermentaciones y asi disminuir los costes asociados.
Esta estrategia consiste en inocular menor cantidad de Btk (0.0015 g Bt g* digestato) al
comienzo de la fermentacion con una cantidad de muestra total de 3.5 kg y una duracion

del proceso de 4 dias.

La estrategia 4 consiste en inocular Btk (0.0030 g Bt g digestato) al comienzo de la
fermentacion con una cantidad de muestra total de 1.5 kg, es decir con menor cantidad de
material que la estrategia 1 y una duracion del proceso de 4 dias. Este caso se realiza
también para evitar las altas temperaturas en el proceso de FES: disminuyendo la cantidad
de material se intentd disminuir la temperatura a alcanzar, y que ésta pueda limitar el

crecimiento y esporulacion de Btk.

La estrategia 5 se propone para poder utilizar el sustrato convertido en biopesticida como
inoculo para el siguiente proceso y asi disminuir los costes de produccion del inoculo y
de operacion en general, generando biopesticida por lotes (en el siguiente apartado se

amplia la explicacion correspondiente a esta estrategia).

5.2.4. Estrategia 5: operacion secuencial por lotes (SBR)

En este caso, se realizd una primera aproximacion a escala laboratorio (0.5-L) de una
operacion secuencial por lotes (SBR) y para probarla posteriormente en reactores de 10-
L.

5.2.4.1. Sistema de Fermentacion I: reactores de 0.5-L (escala laboratorio)

La fermentacion se llevo a cabo en condiciones no estériles durante 12 dias usando una
mezcla solida inicial que consistia en digestato higienizado y palillos de madera como
agente estructurante en una proporcion de 1:1 (v:v). Cada conjunto de experimentos
consistio en un reactor control (digestato sin inoculacion de Btk) y un duplicado de

digestato inoculado con Btk.
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Se ajustaron dos reactores de 0.5-L utilizando una relacion de 0.0035 g Bt g digestato y
utilizando el in6culo obtenido a escala laboratorio. Se utilizé un flujo de aire fijo de 20
mL mint y una temperatura fija de 30°C.

La Estrategia 5 utilizando un SBR se realizé a partir de la maxima obtencion de esporas
en condiciones no estériles, segin los resultados anteriores a escala laboratorio del
Capitulo 4, es decir, a las 72 horas. La operacidn secuencial se basé pues en un tiempo de
retencion de sélidos de 72 horas, momento en el que finaliza el primer lote de la operacion
secuencial. Se efectta el cambio de material, es decir se retiran del reactor el 50% de los
solidos fermentados himedos con propiedades biopesticidas y el otro 50% restante del
solido fermentado se usa como indculo para comenzar un nuevo lote, con la adicién de
50% de digestato higienizado fresco y estructurante. El material eliminado se usa para

todos los anélisis elementales, conteo de células viables y esporas.

En todos los experimentos, el muestreo se realizd después de una homogeneizacion
manual completa de los sélidos fermentados para obtener una muestra representativa
completa y antes de alimentar el reactor con sustrato fresco. Se midieron las células
viables y las esporas, indices respirométricos y otros parametros rutinarios tales como

humedad, materia organica, pHy CE.

5.2.4.2. Sistema de fermentacion I1: reactores aislados térmicamente de 10-L
La operacion SBR en reactores de 10-L corresponde a la Estrategia 5 introducida en el

apartado anterior.

La fermentacion se realizo igual que la escala de laboratorio (apartado 5.2.4.1) pero
utilizando astillas de madera como agente estructurante en una proporcion de 1:1 (v:v).
Cada conjunto de experimentos consistié en un reactor control (digestato higienizado sin

inoculacion de Btk) y un duplicado de digestato higienizado inoculado con Btk.

Se utiliz6 un indculo inicial a una ratio de 0.0030 g Bt g* digestato y un caudal de aire

controlado entre 400 y 800 mL min™.

La estrategia SBR se realizo a partir de la maxima produccion de esporas obtenida en la
estrategia 1. Estd maxima actividad de esporas se observé a las 72 horas, donde se decidio
realizar el cambio de lote. La operacion secuencial por lotes se realiza en la misma

proporcién de material fermentado y material fresco (50:50). Se debe realizar una buena
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homogeneizacion de ambos materiales, fresco y ya fermentado, para que Btk colonice

toda la matriz sélida.

El material sustraido se utiliza para medir las células viables y las esporas para conocer
si se superan o0 mantienen, ya que lo que se quiere es llegar a un estado estacionario en el
que se mantengan constantes las producciones de Btk. También se midi6 el indice
respirométrico y otros pardmetros rutinarios tales como humedad, materia organica, pH
y CE.

5.2.5. Microorganismos presentes en el proceso de FES con digestato

Este analisis se realiz6 en colaboracion con el Laboratorio de Microbiologia Aplicada y
Medioambiental de la UAB. El anélisis completo de resultados se muestra en el Anexo I.
Este analisis se realizd por medio de las metodologias utilizadas tradicionalmente en

microbiologia.

Se analizaron los siguientes microorganismos: enterobacteriaceae totales, coliformes
totales, escherichia coli, staphylococcus aureus, salmonella spp., clostridium
perfringens, listeria spp., bacterias lacticas, bacterias anaerobias totales, bacterias

aerobias totales, hongos miceliares y levaduras.

Las muestras analizadas fueron digestato inicial, digestato higienizado, digestato
inoculado, digestato inoculado a 24 horas de la fermentacion, digestato inoculado a 6 dias

del proceso de FES.

5.2.6. Bioensayos

Las muestras finales de la estrategia 1 del reactor de 10-L se enviaron a dos instituciones
diferentes. Uno de los analisis se realizd en el centro de Cabrils del Instituto de
Investigacion y Tecnologia Agroalimentarias (IRTA), en concreto, dentro del Programa
de Produccion Vegetal Sostenible y el otro en la empresa de agricultura urbana ReFarmers
(Lyon, Francia) que forma parte del consorcio del proyecto DECISIVE vy se encarga de

determinar los efectos del bioproducto conseguido en la FES.

En el caso del IRTA el ensayo se realiz6 sobre larvas jévenes de Plodia interpunctella
(Lepidoptera: Pyralidae) evaluando el efecto Btk producido sobre digestato, asi como de
extractos de este y el indculo inicial de la cepa Btk. Se incluyd ademas un control
comercial de Btk a la dosis maxima recomendada y un control blanco tratado con agua.

El efecto biopesticida se evalu6 incorporando las muestras a la dieta de P. interpunctella.
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En el caso de ReFarmers el ensayo se realizd sobre caulis (coles) variedad Belot en
contenedores horticolas y se les aplicé la plaga Pieris brassicae (Lepidoptera: Pieridae)
(mariposa blanca grande), en las primeras etapas de crecimiento. Este ensayo se realizd
en contenedores horticolas, depositando en ellos las larvas y rociandolas con los extractos
de digestato con propiedades biopesticidas, digestato fresco y un Btk comercial, y

posteriormente con el conteo de larvas muertas y vivas comparandolos entre si.

Los extractos de biopesticida producidos y enviados en ambos casos para los ensayos se
consiguieron con una extraccion del digestato fermentado en relacion sélido:liquido de
1:10 con la solucion salina de Ringer®, explicada en el Capitulo 3 apartado 3.6.2.
Estimacion de colonias y esporas.

5.2.7. Analisis estadistico

Se realizo un analisis estadistico utilizando la prueba de la t de Student con técnicas
basicas de ANOVA con Minitab Software version 15.1. En un nivel de probabilidad de p
<0.05 se baso en la prueba de Tukey que se selecciond para determinar diferencias
estadisticamente significativas en incrementos de células viables e incrementos de

esporas, al comparar las diferentes estrategias de FES en todos los reactores.

5.3. Resultados y discusion

Conocidos los datos de los capitulos anteriores, los pardametros caracteristicos para tener
en cuenta en este apartado son principalmente la temperatura que alcanza el proceso y su
méaxima productividad de células viables y esporas. Por eso, en todas las estrategias se
realizaran controles, es decir, experimentos con el digestato sin inocular con Btk para
conocer el incremento de temperatura, sin inoculo afiadido y el efecto de la variabilidad

del digestato.

5.3.1. Crecimiento de Btk en reactores aislados térmicamente de 4.5-L

El principal objetivo de los experimentos fue determinar el efecto de la temperatura en el
crecimiento de Btk utilizando reactores con aislamiento térmico de lecho compacto. El
calor liberado debido a la actividad metabodlica de los microorganismos se acumula en la
matriz sélida derivando en un incremento de temperatura. Se realiz6 un experimento sin
inoculacion de Btk (reactor control) para obtener el perfil de temperatura durante la

degradacion del digestato que influird en el crecimiento de Btk, que esta altamente
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condicionado por la temperatura alcanzada. La temperatura maxima alcanzada con
digestato sin inoculacion fue de 41.34°C (Figura 5.1a). Esto significa que la temperatura
es superior al 6ptimo para el crecimiento de Bt que es de 30°, pero este valor es positivo
porque crea condiciones estresantes para que el Btk pueda esporular.

En la Figura 5.1b (digestato inoculado con Btk a tiempo 0) se observa que la temperatura
méaxima se alcanza a las 20 h con un valor de 39.51+0.5°C manteniéndose alrededor de
este valor durante todo el proceso. En este sentido, los resultados son positivos porque
Btk tiene la capacidad, no solo de sobrevivir en la matriz sélida, sino también de resistir

con la esporulacion y, en consecuencia, aumentar el efecto biopesticida.

La Figura 5.1b muestra también el perfil SOUR obtenido en un reactor de 4.5-L inoculado
con Btk durante 96 h, con un maximo a las 12 h de 3.67+0.17 mg O, g*MS h!; después
de ese periodo, la actividad bioldgica disminuy¢ a valores por debajo de 1.06 mg Oz g
IMS h'L. Simultaneamente, el reactor control (Figura 5.1a) mostré un perfil de SOUR con
un valor de 3.12 mg O, g*MS ha las 12 h. Esto significa que el reactor inoculado con
Btk tenia una actividad bioldgica de 1.18 veces la obtenida en el control. EI COC de la
fermentacion control fue de 108.10 mg O, g™*MS, mientras que el FES inoculado con Btk
mostré un valor de 198.93+0.83 mg O, g*MS, un valor 1.84 veces superior en el control.
Los resultados confirman un incremento en la actividad bioldgica asociada al crecimiento
de Btk (Zhuang et al., 2011).

La Figura 5.1b también muestra la tendencia de las células viables y las esporas durante
la fermentacion. En los reactores de 4.5-L, el recuento de células viables inicial fue de
6.64+0.27 (10%) UFC g MS. La concentracion de células viables se mantuvo mas o
menos constante durante el proceso con valores alrededor de 9.93+0.77 (10%) UFC g
MS. Las esporas iniciales fueron 3.28+0.15 (10°) esporas g* MS. Se observa un rapido
crecimiento a las 48 horas, incrementandose ligeramente hasta las 96 horas, obteniendo
un valor de esporas finales de 8.51+0.61 (108) esporas g* MS. Eso significa que la
mayoria de las colonias estan presentes en una forma esporulada que podria atribuirse a
la baja presencia de carbohidratos y nitrogeno disponibles en el digestato al final de la
fermentacion, lo que podria reducir la fase de crecimiento exponencial (Yezza et al.,
2006a). Otros autores como Ozcan et al. (2010) informaron que al usar medios sintéticos
el mayor niimero de esporas alcanzadas fue de 2.0+0.6 (108) esporas g* MS en 96 h de

tiempo de incubacion, que es similar al observado en el presente estudio.
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5.3.2. Estrategias de operacion en reactores aislados térmicamente de 10-L para el

crecimiento de Btk

5.3.2.1. Estrategia 1: Inoculacion al comienzo del proceso de FES

Esta estrategia sigue los mismos criterios que la realizada en los reactores de 4.5-L, en
relacion con la cantidad de material y de indculo. Ademas, los reactores de 4.5-L y de 10-
L tienen las mismas caracteristicas, por 1o que se espera que muestren un mismo patron
con respecto al efecto de la temperatura, aunque en los reactores de 10-L se alcancen

valores més elevados (mayor masa en la fermentacion).

En la Figura 5.2a se observa la evolucién de los parametros de un control sin Btk para
conocer la evolucion del digestato utilizado. La temperatura maxima alcanzada es de
55.85°C que asciende rapidamente y se mantiene hasta las 50 horas del proceso
aproximadamente en temperaturas termofilas. La maxima actividad biologica tiene una
SOUR de 3.86 mg O, g*MS h que corresponde con la maxima temperatura alcanzada
en el proceso, a partir de este momento la actividad comienza a disminuir de forma rapida
como la temperatura, llegando a las 140 horas del proceso a un valor de SOUR de 0.98
mg O, g*MS hly una temperatura de 38.6°C. Esto implica que la actividad microbiana

ha disminuido teniendo un material estable.

La Figura 5.2b muestra el perfil SOUR de los reactores inoculados con Btk, observandose
dos picos. El primero se produjo a las 5 horas y el segundo a las 20 h, con un valor de
alrededor de 3.80+0.72 mg O, g*MS h™ (4 h) y 5.07+0.69mg O, g*MS ha las 20 h. Esto
podria deberse a la existencia natural de otros microorganismos en el digestato, pero a
medida que pasa el tiempo, Btk logra aclimatarse y comienza a crecer, produciendo el
segundo pico. Luego, la SOUR disminuyo gradualmente con el tiempo y a las 96 horas
alcanza un valor de 0.98+0.58 mg O, g*MS h'*. Los valores obtenidos en el control solo
muestran un pico con un valor de 3.86 mg O> g*MS h™a las 17 horas del proceso de FES,
disminuyendo hasta 96 horas con un valor final de 0.61 mg Oz g*MS ht. Comparando el
reactor inoculado con Btk y el control, se observa una mayor actividad en el reactor
inoculado con Btk, que se atribuye al crecimiento de Btk en la matriz sélida. El oxigeno
total consumido durante todo el proceso de fermentacion fue de 190.09 mg Oz g™*MS en
el control y 310.20+25.04 mg O, g*MS en el inoculado. De nuevo, esto implica que el
consumo es mayor debido a la presencia de Btk, como se observé en otros estudios previos
(Smitha et al., 2013).
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119

Temperatura (°C)



Capitulo 5 Estrategias de operacion

Con respecto a las células viables y las esporas (Figura 5.2b), el comportamiento presento
la misma tendencia que en los reactores de 4.5-L. Los valores iniciales de células viables
y esporas fueron 1.92+0.30 (10% UFC g' MS y 1.67+0.15 (107) esporas g MS,
respectivamente. Las células viables mostraron un perfil constante durante todo el
proceso, a las 96 horas, el valor se mantuvo alrededor de 3.99+0.77 (10° UFC g* MS.
En contraste, los valores de las esporas aumentaron rapidamente hasta 72 horas con un
valor de 3.80+0.52 (10°) esporas g MS, que se mantuvo a las 96 horas con un valor de
2.92+0.61 (10°) esporas g MS. Este perfil de crecimiento de Btk puede deberse a la
evolucion de la temperatura o a la falta de nutrientes, lo que causo condiciones adversas
que provocaron la esporulacion de Btk. Como se observa, la temperatura se mantuvo en
el rango termofilo durante todo el proceso (de 10 a 96 horas). Este aumento de
temperatura se refleja tanto en un aumento en el consumo de oxigeno como en un aumento
en las esporas de Btk. Despues del maximo de temperatura, ésta comienza a disminuir
coincidiendo con el consumo de oxigeno y crecimiento de esporas de Btk. Experimentos
previos utilizando fibra de soja como sustrato (Ballardo et al., 2017) mostraron una
disminucion de Bt cuando se compararon con las células viables iniciales de la mezcla
sdlida. En ese caso, el valor inicial de las células viables fue de 9.5 (10") UFC gt MSy
después de 20 dias de fermentacion se redujo a 1.8 (107) UFC g MS, lo que representa
una disminucion en casi el 80% de las células viables, que se puede atribuir al aumentar

la temperatura (Alvés et al., 1997).

El nivel de recuento de esporas obtenido en el presente estudio es comparativamente mas
alto que los reportados por un método econdmicamente mas rentable para producir
biopesticidas a base de Btk, utilizando lodos de aguas residuales como materia prima bajo
FES (Zhuang et al., 2011). La mezcla de lodo y salvado de trigo dio el mayor rendimiento
de células viables 5.98-(10%%) UFC g MS en los experimentos en los experimentos de
Devi et al. (2005). Con residuos agricolas o lodos se obtuvieron alrededor de células
viables de 10'° UFC g MS (Jouzani et al., 2015). En todos los trabajos comentados se

utiliz6 un sustrato previamente esterilizado.

5.3.2.2. Estrategia 2: Inoculacion a las 48 horas del proceso de FES
Esta estrategia se ha desarrollado para inocular Btk pasado el pico de temperatura
termofila y asi propiciar que Btk pueda colonizar toda la matriz sélida, creciendo a

temperaturas a priori, mas favorables.
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Segun el control de 10-L de digestato higienizado la temperatura méxima es de 55.85°C
(Figura 5.2a), por lo que se decide inocular una vez se haya pasado la temperatura
termdfila (48h). Los resultados obtenidos se presentan en la Figura 5.3. La temperatura
maxima se produce antes de inocular el Btk llegando a ser de 54.51+0.70°C.
Posteriormente, existe un descenso de temperatura y SOUR debido a la inoculacion de
Btk, ya que el reactor necesita vaciarse para realizar un mezclado completo con el indculo
de Btk. A partir de ese punto, la temperatura comienza a aumentar de nuevo al igual que
el SOUR obteniendo un méaximo de actividad de 2.07+0.42 mg O, g*MS h a las 62 horas
y a partir de ahi comienza a disminuir de forma lenta, probablemente debido al
agotamiento de nutrientes llegando al final del proceso con valores de SOUR de 0.72+0.36
mg O, g*MS hy una temperatura de 39.8°C.
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Figura 5.3. Estrategia 2: perfil de SOUR, temperatura, células viables y esporas en FES de digestato
higienizado e inoculado a las 48 horas con Btk en un reactor aislado térmicamente de 10-L. Los valores

representados corresponden a la media de 2 fermentaciones independientes.
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Si se compara con el control los valores maximos de SOUR y temperatura cuando se
inocula Btk son inferiores con valores de 0.54 y 0.91. En cambio, el proceso completo de
FES incrementa el COC hasta 1.1 veces con respecto al control, siendo los valores de
COC del control y el inoculado de Btk de 190.09 y 209.25+35.36 mg O, g'MS,

respectivamente.

En laFigura 5.3 se observan las células viables y esporas a partir de las 48 horas, momento
de la inoculacion. Los valores iniciales de colonias fueron de 2.00+0.74 (10%) UFC g
MS, ascienden de forma répida las primeras 24 horas después de la inoculacion (72 horas
del proceso de FES) y a partir de ahi aumentan de forma lenta hasta un valor de 6.00+0.24
(10%) UFC g MS incrementandose 3 veces respecto al valor inicial. En cambio, las
esporas siguen un comportamiento diferente, al comienzo de la inoculacion se carece de
esporas, y a las 48 horas de la inoculacion (96 horas del proceso de FES) se observa un
fuerte incremento hasta 4.40+0.14 (10%) esporas g MS. Esta esporulacion se debe
posiblemente a la falta de nutrientes para que el Btk siga creciendo, siendo su valor final
de 50 veces superior a la inicial. A la hora de determinar las células viables y las esporas
en las placas estos valores resultaron complejos y en méas de una ocasion dificil de

cuantificar debido a la cantidad de microorganismos presentes en el digestato.

El digestato es un sustrato con diversidad de microrganismos y, cuando se somete a un
proceso de FES, aquellos que mejor se adaptan a las condiciones del proceso consiguen
desarrollarse. En el momento de inocular Btk, es decir a las 48 horas, ya existen otros
microrganismos mas desarrollados que han ido consumiendo gran parte de los nutrientes,
haciendo dificil la adaptacion de Btk. En la Figura 5.4 se pueden observar las placas de
conteo de colonias correspondientes al inicio de inoculacion de Btk a las 48 horas del
proceso de FES en el digestato (Figura 5.4a 'y 5.4b), tanto de células viables como esporas
donde resulta complejo determinar el Btk debido a la presencia de otras colonias de
microorganismos. Pasadas las 24 horas de su inoculacion, 72 horas del proceso de FES,
se puede observar que la mayor parte de colonias en las placas son de células viables de
Btk (Figura 5.4c) y concentracion de esporas de Btk (Figura 5.4d). De esta fermentacion
se realiz6 un analisis microbioldgico que se encuentra detallado en el Anexo | de esta

tesis, y estudiado en el apartado 5.3.8 de este capitulo.
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Figura 5.4. Placas petri para determinacion de células viables y esporas del proceso de FES inoculando
Btk a las 48 horas del proceso. a) Placas petri de células viables en el momento que se inocula Btk en el
digestato. b) Placas petri de esporas en el momento que se inocula Btk en el digestato. c) Placas Petri de
células viables a las 24 horas de inocular Btk (72 horas del proceso de FES). d) Placas Petri de esporas a
las 24 horas de inocular Btk (72 horas del proceso de FES).
Si se compara esta estrategia con la Estrategia 1, los valores de temperatura disminuyen
ayudando a que el valor de colonias se incremente 1.6 veces con respecto a la estrategia
1, pero el valor de esporas disminuye hasta 3.4 veces lo cual disminuye la cantidad de
cristal proteico con accion biopesticida. De esta forma se descarta la Estrategia 2 como

una estrategia para la produccion de biopesticida a partir de Btk.

5.3.2.3. Estrategia 3: Variacion de la cantidad de inoculo en el proceso de FES

En este caso, como se muestra en la Figura 5.5 el valor de actividad bioldgica aumentd
lentamente en comparacidén con otras estrategias alcanzando un valor de sOUR de
2.23+0.15 mg O, g*MS h! hasta las 22 horas, en ese punto se incrementa rapidamente
hasta un valor de sOUR de 4.09+0.54 mg O, g*MS h a las 30 horas del proceso y
después cae rapidamente hasta el final del proceso a 0.87+0.14 mg Oz g*MS h. Este
incremento se puede explicar con el aumento ligero que se produce de células viables y

en consecuencia a partir de las 48 horas éstas disminuyen, produciéndose la esporulacion.
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En esta estrategia la temperatura se mantiene a partir de las 40 horas alrededor de su
temperatura maxima, 42.95+0.90°C, siendo 0.77 veces inferior al control. EI COC
consumido a lo largo del proceso fue de 287.70+15.20 mg O g*MS, inferior al que se
produce cuando se utiliza el indculo de una ratio de 0.0030 g Bt g digestato. Si se
comparan con el control (Figura 5.4) éstos son ligeramente superiores, concretamente el
valor de SOUR y COC es de 1.07 y 1.21 veces superior al control, debido a la actividad
de Btk.
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Figura 5.5. Estrategia 3: perfil de SOUR, temperatura, células viables y esporas en FES de digestato
inoculado con 0.0015 g Bt g* digestato higienizado a las 0 h en un reactor aislado térmicamente de 10-L.

Los valores representados corresponden a la media de 2 fermentaciones independientes.

En la Figura 5.5 se puede observar como los valores de células viables al comienzo de la
fermentacion fueron de 5.08+0.64 (10°) UFC g' MS, detectandose un pequefio
incremento a las 24, pero disminuyendo hasta un valor final de 4.50+0.10 (107) UFC g*
MS. En cambio, las esporas comienzan con un valor de 7.05 + 0.76 (10°) esporas g* MS

y estas comienza a aumentar desde el primer momento, de ahi que se explique el menor
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valor de células viables, pues todas las existentes comienzan a esporular, teniendo su
maximo a las 48 horas de 4.16+0.76 (10") esporas g* MS, manteniéndose estable hasta
el final. Por lo que, las células viables se reducen hasta 0.89 y las esporas se incrementan
5.20, esto puede deberse al agotamiento de nutrientes, por lo que las células viables
existentes comienzan a esporular, disminuyendo el nimero de células viables y

aumentando el de esporas.

Si se comparan los valores de la Estrategia 3 con la Estrategia 1, estos valores son
inferiores a los que se producen con una ratio de indculo de 0.0030 g Bt g digestato,
siendo en la Estrategia 1 de 2.1 veces superior el incremento de células viables y de 33
veces superior el incremento de esporas. Esta informacién sera atil para estudiar la
inoculacion de reactor de 100-L en el momento del escalado del proceso cuando las
necesidades de inoculo seran mayores. Zou et al. (2016) evaluaron la proporcion de
inoculo, indicando que cuanto mayor sea el tamafio del in6culo mas rapido se degrada el
azucar reductor, estableciendo que no necesariamente a mayor cantidad de inoculo se
produce una mayor cantidad de toxina, pero si es necesaria una cantidad apropiada porque

el Bt entra en competicidn con otros microorganismos.

5.3.2.4. Estrategia 4: Variacion de la cantidad de sustrato en el proceso de FES

La estrategia 4 tiene por objetivo evitar las altas temperaturas que se producen en este
tipo de reactor, para disminuirlas se deja un espacio libre en el reactor que permita el paso
de aire a través de la matriz solida disminuyendo la temperatura. Con esta estrategia se
quiere observar si la cantidad de células viables, y en consecuencia de esporas, se
incrementa al final del proceso de FES, ayudando a incrementar la cantidad de cristal

proteico.

En la Figura 5.6a se muestra un control sin inocular Btk con la mitad de material, es decir
de 1.5 kg en un reactor de 10-L. La maxima temperatura fue de 37.31°C manteniéndose
en el rango mesofilo durante todo el proceso. Este control presenta una temperatura
inferior a los controles analizados anteriormente debido a que la cantidad de sustrato en
el reactor es la mitad y la actividad bioldgica disminuye con un sOUR de 1.09 mg O, g
IMS ht. En la Figura 5.6b, digestato inoculado con Btk, se distingue un pico de SOUR
discreto de 1.18+0.75 mg O, g*MS h™! produciéndose a las 12 horas del proceso de FES,
y posteriormente este se incrementa ligeramente a las 72 horas con un valor de SOUR de

1.14+0.28 mg O, g*MS h, a partir de ahi disminuye hasta el final del proceso
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Figura 5.6. Estrategia 4: perfil de SOUR, temperatura, células viables y esporas en FES de digestato
higienizado en reactores aislados térmicamente de 10-L con 1.5 kg de sustrato. Los valores representados
corresponden a la media de 2 fermentaciones independientes. a) Reactor control. b) Reactor inoculado a

las 0 h con Btk.

126



Capitulo 5 Estrategias de operacion

. EI COC en la fermentacion fue de 87.70+12.10 mg O, g'*MS para el reactor inoculado
con Btk, mientras que el del control fue de 69.25 mg O, g*MS. La temperatura es igual
al control de 36.95+0.50°C. Uno de los objetivos a conseguir, es que la temperatura no
alcance el rango termofilo, asi en el grafico ésta fluctla durante todo el proceso entre
valores de 33 y 38°C, lo cual favorece la colonizacion de la matriz sélida por Btk, ya que
su temperatura Optima de crecimiento es de 30°C. Comparandolo con el control sin
inocular Btk se observan unos incrementos de SOUR y COC de 1.08 y 1.27 veces

respectivamente en el reactor inoculado.

En la Figura 5.6b también se muestran la evolucion de células viables y esporas durante
todo el proceso, y esos incrementos producidos de sOUR, temperatura y COC se
relacionan con la actividad microbiologica de Btk. Al comienzo de la fermentacion los
valores de células viables y esporas son de 8.76+0.98 (10") UFC gt MS'y 7.78+0.12 (107)
esporas g MS. Los valores de células viables se incrementan ligeramente hasta un
maximo de 1.05+0.83 (10%) UFC g* MS a las 24 horas, comenzando a disminuir hasta el

final del proceso.

Las esporas aumentan de forma paulatina incrementandose al final del proceso con un
valor de 8.90+0.90 (107) esporas g™ MS, estos valores son inferiores a los que se producen
en otras estrategias, aunque tanto las células viables como las esporas se incrementan en

1y 1.1, respectivamente, observando una esporulaciéon al final del proceso del 97 %.

Si se compara con la Estrategia 1, los valores de células viables y esporas son superiores
en la Estrategia 1 con valores de 1.9 veces de incremento de células viables y de 152.3

veces el incremento de esporas.

5.3.2.5. Comparacion de estrategias

La Tabla 5.2 resume los valores de los parametros del proceso obtenidos de cada una de
las estrategias analizadas. Ademas, la Figura 5.7 analiza los incrementos de células
viables y esporas a lo largo de la fermentaciéon (final respecto al inicial de células viables
y esporas) para cada una de las estrategias. Se observa que el mayor incremento de
esporas se produce con la Estrategia 1 con un valor de 174.3. En cambio, el mayor
incremento de células viables se produce con la Estrategia 2 hasta 3 veces méas que la
inicial.

Como el efecto biopesticida ha sido asociado a la produccion de esporas se realiza una

comparacion de cada una de las estrategias estudiadas con la Estrategia 1, donde el
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incremento de esporas es superior y se espera, por tanto, una mayor cantidad de cristales
proteicos que son los que tienen el efecto biopesticida (Zhuang et al., 2011). Como ya se
ha comentado el incremento de células viables en la Estrategia 2 (inoculando Btk a las 48
horas) es de 1.6 veces superior respecto al incremento que se produce con la Estrategia 1.
Pero, el valor de esporas en la Estrategia 2 es de 0.3 veces menos que la Estrategia 1. En
la Estrategia 3 (reduciendo la cantidad de indculo de Btk a 0.015 g Bt g digestato) los
incrementos de células viables como de esporas son inferiores a los de la Estrategia 1,
esto puede ser debido a la existencia de otros microorganismos en mayor cantidad en el
digestato impidiendo un crecimiento de células viables de Btk superior, promoviendo a
las existentes a esporular, incrementando el valor de esporas hasta 5.2 veces, ya que es su
forma de resistencia. Por lo que esta estrategia puede ser éptima para el escalado en un
reactor de 100-L en el cual la cantidad de inoculo inicial podria ser inferior.
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Figura 5.7. Incremento de células viables y esporas de las diferentes estrategias estudiadas en los

reactores aislados térmicamente de 10-L.

La ultima estrategia analizada es la Estrategia 4, de ella se obtienen valores de células

viables y esporas inferiores a los que se consiguen cuando se utiliza la Estrategia 1,
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aunque el valor de temperatura es inferior. Por eso, esta Estrategia 4 indica que se puede
trabajar con menor cantidad de material para evitar las temperaturas terméfilas, pero se
debera suplementar el digestato con mayor cantidad de nutrientes. Una de las formas
puede ser utilizar un sustrato con mayor porcentaje de materia facilmente biodegradable
como, por ejemplo, un sustrato mixto de digestato y FORM higienizada para que Btk
tenga los nutrientes necesarios para incrementar su produccion. Esta estrategia sera
utilizada en el Capitulo 7 de esta tesis para comprobar si la hipétesis de utilizar un sustrato
con mayor cantidad de materia facilmente biodegradable incrementa la produccion de Bt.

Los porcentajes de esporulacion que se producen al final del proceso también son un
indicador de un buen bioproducto con efecto biopesticida a partir de digestato, ya que el
cristal proteico habré sido liberado cuando las células viables liberan las esporas (Soberén
y Bravo, 2007). En todas las estrategias los valores de esporulado que se producen van
del 97 al 73%, por lo que se puede decir que el bioproducto conseguido con digestato
puede tener un buen efecto biopesticida. En otros estudios con aguas residuales se llegan
a porcentajes de esporulacion del 88.2 %, similares a los conseguidos con la primera
estrategia (Zhuang et al., 2011).

En la Tabla 5.2 se muestran en las dos ultimas filas la relacion de incrementos entre
células viables y esporas con respecto a la Estrategia 1, es decir valor de incremento de
células viables de la Estrategia 1 dividido entre el incremento de células viables de la
Estrategia 2. Asi se puede observar que el incremento en todos los casos es superior en la

Estrategia 1.
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Tabla 5.2. Principales pardmetros del proceso de FES para cada una de las estrategias estudiadas (valores finales a las 96h).

Parametro Unidades Estrategia 1 Estrategia 2 Estrategia 3 Estrategia 4
Cantidad muestra (kg) 35 3.5 3.5 1.5
Tiempo de inoculacién (h) 0 48 0 0
Ratio in6culo (g Bt g* digestato) 0.0030 0.0030 0.0015 0.0030
Duracién proceso (dias) 4 6 4 4
Humedad inicial (%, bh) 67.0£0.2 62.5+0.4 65.940.3 59.1+0.8
Humedad final (%, bh) 69.9+0.8 71.9+0.7 67.0+0.2 67.2+0.7
Materia orgéanica inicial (%, bh) 75.0£0.5 60.3+0.7 64.3+0.2 77.5+0.5
Materia organica final (%, bh) 61.0+0.7 65.0£0.5 55.840.9 60.3£1.5
pH inicial (1:5) - 8.85+0.01 8.83+0.01 8.90+0.01 8.23+0.01
pH final (1:5) - 8.76+0.01 8.81+0.01 8.72+0.01 8.84+0.01
CE inicial (mS cm™) 1.92+0.01 1.84+0.01 1.93+0.01 2.84+0.01
CE final (mS cm™) 2.15+0.01 2.10+0.01 2.3240.01 2.07+0.01
Cantidad de material (kg) 3.5 35 35 1.5
sOURmax (mg O, gt MS h™) 5.07+0.69 2.0740.42 4.09+0.54 1.15+0.28
CcoC (mg Oz g* MS) 310.20+25.04 209.25+35.36 287.71+15.20 87.70+12.10
Tmax (°C) 68.80+0.50 50.93+0.50 42.95+0.90 36.95+0.80
Células viables iniciales (UFC g* MS) 1.92+0.30-(10°%) 2.00+0.74-(10%) 5.08+0.64-(10") 8.75+0.98-(10")
Células viables finales (UFC g* MS) 3.99+0.77-(10°% 6.00+0.24-(10°) 4.50+0.10-(10") 9.20+0.12-(10%)

Esporas iniciales

(esporas g** MS)

1.67+0.15-(10")

1.0020.64-(107)

7.50%0.76-(10°)

7.78+0.12-(107)

Esporas finales

(esporas g** MS)

2.92+0.61-(10%)

5.00+0.36- (10°)

3.66+0.76-(10%)

8.90+0.90-(10")

Esporulacion (%) 73 83 81 97
Incremento células viables - 2.08+0.80 3.00+0.12 0.89+0.09 1.05+0.31
Incremento esporas - 174.33£20.00 50.00+4.50 4.89£1.00 1.14+0.70
Relacion células viables - - 0.69 2.34 1.98
Relacion esporas - - 3.49 35.66 152.53
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5.3.3. Estrategia 5: Operacion secuencial por lotes en reactores de 0.5-L y 10-L

5.3.3.1. Reactores de 0.5-L (escala laboratorio)

El resultado obtenido de la operacion secuencial en reactores de 0.5-L se presenta en las
Figuras 5.8 y 5.9. Se realizaron 4 lotes secuenciales (12 dias de operacién) como se
observa en la Figura 5.8, mostrando los valores de células viables y esporas al final de
cada lote. La fermentacion inicial fue de 72 horas, donde se alcanza un promedio maximo
de sOUR de 1.7+0.1 mg O, g MS h, para los siguientes tres lotes se tuvieron unos
valores de maximos estables de SOUR, siendo de 1.5+0.1 mg O. g* MS h?, 1.4+0.2 mg
02, gt MS h'y 1.840.3 mg O, g* MS h? en el segundo, tercer y cuarto lote,
respectivamente. El valor del COC al final de la fermentacion (12 dias) de 45.5+0.5 mg
0, g! MS.

Al realizar una produccion por lotes se busca el total de células viables y esporas al final
de la fermentacion, es decir, al sumatorio de cada cantidad de células viables y esporas
de cada lote. Esto quiere decir que la cantidad de células viables y esporas que se producen
es la suma de todas las células viables y esporas producidas por cada uno de los lotes.
Para ello, ademas de realizar un seguimiento de la cantidad que se produce en cada lote,
se realiza un balance de material (células viables y esporas) para comprobar si se
incrementa la produccion de Bt. En este caso, cuando se acaba el primer lote el 50% de
material fermentado se retira y el otro 50% se mantiene en el reactor mezclandolo con
otro 50% de material fresco. Asi, se puede evaluar la cantidad de células viables y esporas
totales de la fermentacion a partir de la materia seca y la cantidad de muestra en el reactor,
42% y 120 g. Como se puede ver en la Figura 5.9, las fermentaciones comenzaron con un
nimero de células viables de 5.52+0.02 (108) UFC g*MS vy al final del primer lote las
células viables disminuyen hasta 3.44+0.15 (108) UFC g*MS, es decir 0.7 veces la inicial
pudiendo deberse a la limitacion de los nutrientes en el digestato. Mientras, el perfil de
esporas se incrementa en este primer lote hasta un valor de 5.05+0.45 (10%) esporas g
IMS, es decir, el Btk adquiere su forma resistente como espora para mantener su

supervivencia en la matriz solida (Khedher et al., 2011).

La cantidad de células viables totales iniciales es de 2.78+0.28 (10*°) UFCry de esporas
totales de 2.26+0.52 (10'°) esporasr. Los valores de células viables y esporas se

mantienen constantes al final de cada lote como se muestra en la Figura 5.8. El célculo
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de balance de material de células viables y esporas totales dan como resultado valores de
4.25+0.58 (10'%) UFCry 5.52+0.92 (10%) esporasr, respectivamente. Indicando que con
un Sistema de fermentacion | se obtiene una produccion de células viables y esporas de
Btk de 1.53 y 2.44 veces la inicial de la fermentacion. Si se compara con el proceso a
escala laboratorio de digestato higienizado (resultados del Capitulo 4, apartado 4.3.2) el
valor de células viables y esporas totales son de 3.03+0.98 (10%) UFCry 9.60+1.42 (108)
esporasr, inferiores al que se produce con la estrategia SBR.
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Figura 5.8. Perfil de SOUR, células viables y esporas de la estrategia SBR para la produccion de
biopesticida a partir de Btk como in6culo y digestato como el sustrato en el proceso de FES en reactores
de 0.5-L (escala de laboratorio). Los valores representados corresponden a la media de 2 fermentaciones

independientes.
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Figura 5.9. Promedio de células viables y esporas finales de cada lote observados durante la estrategia
SBR para la produccion de biopesticida a partir de Btk como indculo y digestato como el sustrato en el
proceso de FES en los reactores de 0.5-L (escala laboratorio).

Concluyendo que el Btk es capaz de colonizar y sobrevivir en estas condiciones haciendo
posible una operacion por lotes secuencial para la produccion de biopesticidas utilizando
digestato como unico sustrato. Ademas, permite no solo la produccién continua de un
solido fermentado enriquecido con Btk, sino también evitar la continua produccién de

inoculo por FmS.

Estas condiciones operativas, aln no han sido optimizadas, sin embargo, esta relacion de
intercambio ha demostrado ser util en operaciones de SBR similares para la generacion
de otros bioproductos (Cerda et al., 2017a). Yezza et al. (2005) estudiaron la produccion
por lotes de Bt con lodos de aguas residuales en fermentacion sumergida donde se
observaron incrementos de esporas de 5.62 (10°) hasta 8.6 (10%) esporas mL™ de mas de
un 150%.

5.3.7.2. Reactores aislados térmicamente de 10-L: Operacidn por lotes secuenciales
Conocidos los resultados de las estrategias en reactores de 10-L y la evidencia de datos

satisfactorios para la produccion por lotes de biopesticida a partir de Btk en reactores de
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0.5-L se decide aplicar la misma estrategia en los reactores aislados térmicamente de 10-
L, en los cuales la temperatura no esta controlada y puede ser uno de los factores clave
para el desarrollo del Btk.

La Figura 5.10 muestra la evolucion del proceso SBR en el que se puede observar cuatro
picos diferenciados en los perfiles de SOUR y temperaturas correspondientes a cada uno
de los lotes. El primer pico muestra una SOUR maxima de 7.26+0.32 mg O, gt MS h a
las 12 horas del proceso, y con éste un incremento rapido de temperatura hasta 68.53°C
que después comienza a disminuir, tal y como ocurria en la Estrategia 1. A las 72 horas
del proceso se inicia el segundo lote, dejando el 50% de material ya fermentado
mezclandose con otro 50% de digestato higienizado fresco. En este momento los valores
de células viables y esporas al mezclarse con digestato higienizado fresco disminuyen
hasta 4.02+0.12 (108 UFC g* MS y 4.22+0.19 (10°%) esporas gt MS, 0.8 y 0.9 veces la
inicial.

En este segundo lote se observa que el incremento de actividad biologica es menor
disminuyendo la SOUR maxima hasta 5.32 +0.32 mg Oz g MS h a las 96 horas, se
vuelve a observar que el material fresco proporciona nutrientes para que el Btk pueda
seguir colonizando toda la matriz solida. Pero los valores finales de células viables de Btk
disminuyen hasta un valor de 1.04+0.57 (10") UFC g MS y el valor de esporas es de
3.57+0.12 (10°) esporas g* MS reduciéndose hasta en dos érdenes de magnitud el valor
de las esporas. Esto quiere decir que Btk no es capaz de aclimatarse y sobrevivir en la
matriz solida pues existen otros microorganismos en el material fresco que tienen un

mayor potencial, y los nutrientes no estan disponibles para el desarrollo del Btk.

Se realiza un tercer lote para comprobar si con digestato higienizado fresco Btk puede
aclimatarse y utilizar los nutrientes para volver a colonizar la matriz solida. Este cambio
se produce a las 144 horas del proceso, pero el incremento de SOUR es menor de 3.56
+0.15 mg Oz g MS h! y alcanza una temperatura de 40°C, la cual esta 10 grados por
encima de la 6ptima para el crecimiento del Bt. Se utiliz6 un dltimo lote a las 216 horas
para comprobar la evolucion del proceso y se observé que la actividad continuaba
disminuyendo. EI COC final del proceso fue de 345.13+25.23 mg Oz g* MS, muy
superior al que se produce a escala de laboratorio, pero debiéndose a otros

microorganismos presentes en el digestato fermentado.
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Figura 5.10. Perfil de SOUR, células viables y esporas de la estrategia SBR al para la produccion de
biopesticida a partir de Btk como indculo y digestato como el sustrato en el proceso de FES en los
reactores aislados térmicamente de 10-L. Los valores representados corresponden a la media de 2

fermentaciones independientes.

Se observé que el valor de células viables y esporas a partir del tercer lote desciende, por
lo que Btk no ha podido utilizar los nuevos nutrientes del digestato higienizado fresco
para colonizar la matriz. Al final del proceso los valores de células viables y esporas
disminuyen en dos érdenes de magnitud hasta 1.92+0.59 (10%) UFC g MS y 2.22+0.76
(10°) esporas g™t MS, respectivamente (Figura 5.10). Este descenso de esporas se puede
deber que al retirar el 50% del material fermentado se retire con él gran parte de las
esporas de Btk. Si se tuvieran las condiciones Optimas de crecimiento, temperatura a 30°C
y nutrientes disponibles, se podrian convertir las esporas en células viables para generar
mayor cantidad de esporas y cristal proteico con efecto biopesticida. Pero se observa tanto

en el conteo de células viables, como de esporas que en el digestato fermentado existen
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otros microorganismos que se han adaptado mejor a la matriz sélida consumiendo éstos

los nutrientes disponibles, y no permitiendo que el Btk se desarrolle.

Se realizé un balance de materia de células viables y esporas a partir de la cantidad de
sustrato (3.5 kg) y la materia seca (38%). Se observé que el valor de células viables y
esporas totales iniciales fue de 6.73+0.57 (10*') UFCry 6.30+0.46 (10') esporasr,
respectivamente. Como ya se ha explicado las células viables y esporas van disminuyendo
en cada lote, obteniendo un valor final de 0.41 y 0.45 veces la inicial si se realiza el
sumatorio de todas las células viables y esporas producidas en cada lote, tal y como se
puede observar en la Tabla 5.3.

El nuevo aumento de temperatura entre el primer y segundo lote puede tener también
influencia en el desarrollo de Btk. Por lo tanto, esta estrategia de operacion por lotes en
reactores de 10-L sin control de temperatura con este tipo de sustrato para Btk resulta
compleja por la cantidad de microorganismos presentes en el digestato, la falta de
nutrientes en €l y el aumento de temperatura. Aunque debido a la carga microbiolégica
del digestato esta operacion no es efectiva porque otros microorganismos son mas aptos

para sobrevivir y hacen que se produzca un aumento de ellos y no del Btk.
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Figura 5.11. Promedio de células viables y esporas observados durante la estrategia SBR para la
produccidn de biopesticida a partir de Btk como in6culo y digestato como sustrato en el proceso de FES

en los reactores aislados térmicamente de 10-L.
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La Tabla 5.3 resume todos los pardmetros caracteristicos del proceso en cada una de las
escalas analizadas. En ella se puede observar que el cambio de temperatura si que afecta
de forma negativa cuando se trabaja con una produccion en SBRy dificulta el crecimiento
y la esporulacion de Btk, ademas de la competencia existente con otros microorganismos.

Tabla 5.3. Resultados finales de la estrategia SBR en reactores de 0.5-L (escala laboratorio) y reactores

aislados térmicamente de 10-L a los 12 dias del proceso de FES (4 lotes secuenciales).

Parametro Unidades Escala laboratorio Escala 10-L
sOUR (mg O, g* MS h 1.7 +0.1 7.3+0.3
1
)
CcOC (mg O, g™ MS) 455 +0.5 124.920.2
Temperatura (cC) 30 68.53
Células viables (UFC g* MS) 5.49+0.02 (10°) 5.060.64 (10°)
iniciales
Células viables (UFC g* MS) 5.11+0.03 (10°) 1.92+0.59 (10°)
finales
Esporas iniciales (esporas g* MS) 4.50+0.31 (10%) 4.73+0.10 (10°)
Esporas finales (esporas g* MS) 6.07+0.68 (10°) 2.22+0.76 (10°)

Mientras que la operacion en SBR funciono a escala laboratorio aumentando la cantidad
de células viables y esporas, en el intento de ampliar la escala a reactores aislados
térmicamente de 10-L se observé una disminucion de éstas a medida que se realizaban
los progresivos lotes sustituyendo el 50% de material, por lo que esta estrategia
necesitaria una optimizacién mas compleja o plantearse el uso de otro tipo de residuo para

poder aplicarla en la produccion de biopesticida a partir de Bt.

5.3.8. Analisis microbioldgico del digestato durante el proceso de FES

El analisis microbioldgico del digestato se realizd con el material procedente de la
Estrategia 2 (inoculando Btk a las 48 horas) estudiada con el Sistema de fermentacion 11
de reactores aislados térmicamente de 10-L. Se evalud el contenido de microorganismos
del digestato inicial, el digestato higienizado y el digestato durante diferentes tiempos de
fermentacion para determinar la presencia o ausencia de Bt en el digestato y otros

microorganismos que puedan ser perjudiciales para la salud.

137



Capitulo 5 Estrategias de operacion

Como se puede observar en el Anexo I: Analisis microbiologico, en todas las muestras
analizadas no hay evidencia de E.coli, S.aureus, Salmonella, Listeria ni C. perfringers.
Estos microorganismos se consideran patégenos y su limite para el uso de materiales
fertilizantes se encuentra recogido en el Reglamento (UE) 2019/1009 debido a que son
perjudiciales para el ser humano, incrementando el potencial del digestato debido a la

ausencia de éstos para producir biopesticida sin riesgo para la salud humana y ambiental.

En la Tabla 5.4 se presentan los resultados para el género Bacillus, bacterias y hongos
detectados en las diferentes muestras analizadas. Los detalles de cada uno de los
microorganismos se recogen en el Analisis microbioldgico realizado en el laboratorio de

microbiologia de la Facultad de Veterinaria de la UAB, en el Anexo | de esta tesis.

Tabla 5.4. Evaluacién de las muestras de digestato en diferentes condiciones determinando bacterias,

hongos y diferentes cepas del género Bacillus.

Muestras M1 M2 M3 M4 M5 M6
Cepas del género Bacillus
Bacillus subtilis X X X X
Bacillus stearothermophilus X X X X X X
Bacillus thuringensis X X X
Bacterias
Bacillus spp. X X X X X X
Kocuria spp. X X X X X
Pseudomonas spp. X
Streptomyces sp. X X X X X
Thermus sp. X X X X X X
Staphylococcus spp. X
Lactobacillus spp. X X X X X X
Lactococcus spp. X X X X X X
Clostridium spp, X X X X X X
Serratia sp. X
Hongos
Aspergillus spp. X X X X X X
Rhizopus sp. X X X X X
Penicillium spp. X X X X
Saccharomyces sp. X X X X X
Fusarium sp. X X X X

M1: residuo inicial. M2: residuo higienizado (70°C, 1 hora). M3: tras 48h fermentacion. M4: muestra
inoculada. M5: muestra tras 24h inoculada. M6: muestra tras 6 dias inoculada.
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De la Tabla 5.4 se puede observar que el digestato inicial no contiene Bt, por lo que todo

lo que aparece en el proceso de fermentacidn se debe al indculo de Btk.

Si se compara el digestato inicial (M1) y digestato higienizado (M2) se puede decir que
la higienizacion a 70°C durante 1 hora permite disminuir las concentraciones de todos los

microorganismos analizados dejando un material con menor carga microbioldgica.

El andlisis de las enterobacterias totales a lo largo de todo el proceso de FES disminuye
hasta dos drdenes de magnitud, con el tratamiento de higienizacién los valores
disminuyen hasta 102 UFC g, incrementandose al final de los 6 dias de la fermentacion
10° UFC g'.

Las coliformes totales son una amplia variedad de bacterias anaerobias facultativas, lo
que quiere decir que pueden desarrollarse tanto en presencia como en ausencia de
oxigeno. Este tipo de bacterias son indicadores de la contaminacion del agua y los
alimentos, gracias a la higienizacion se consigue disminuir la concentracion hasta 102
UFC g™.

En el caso de bacterias anaerdbicas y aerdbicas, las primeras disminuyen cuando se
someten al proceso de FES, mientras que las aerébicas aumentan hasta valores de 10°
UFC g%, lo cual confirma que en ninglin momento en la fermentacion se han dado
condiciones anaerobias y que el Btk esporula debido a la limitacién de los nutrientes en

el digestato.

El material final fermentado que se obtiene (M6) contiene tres tipos de cepas de Bacillus,
ninguna de ellas es perjudicial para el ser humano y todas ellas se encuentran en el suelo.
Los hongos presentes en el analisis degradan materiales lignocelulosicos recalcitrantes,
ademas de ser grandes solubilizadores de elementos como el fosforo, hierro, nitrégeno
para el uso del digestato como fertilizante (Vargas et al., 2014). Otro de los hongos a
destacar es el Penicillium tiene un gran potencial enzimatico que permite producir
enzimas para hidrolizar la pared celular vegetal e incorporar los productos a su

metabolismo, degradando materia organica (Anastasi et al., 2015).

Con este analisis se puede concluir que todo el Bt presente al final de la FES procede del
indculo inicial que se integro en el digestato y que el tratamiento de higienizacién cumple

con la normativa establecida para eliminar microorganismos perjudiciales. Ademas, los
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microorganismos presentes al final de la FES caracterizan al digestato con Btk como un
es un sustrato éptimo como fertilizante, ya que contiene bacterias y hongos que ayudan a
mejorar las condiciones del suelo, ademas de tener propiedades biopesticidas gracias al
Btk.

5.3.5. Bioensayos

Las muestras que fueron enviadas a IRTA se evaluaron contra Plodia interpunctella y no
hubo ningun efecto de mortalidad, en cambio el Btk comercial utilizado como control
obtuvo un 100% de efecto biopesticida. Esto puede deberse a varios motivos, que la dosis
suministrada a las larvas fuera insuficiente y por tanto se necesitaria mayor cantidad, o
bien que el biopesticida producido contenga una cantidad de Btk en estado vegetativo y,
por lo tanto, no hubiese completado su ciclo esporulando y generando el cristal proteico
que es donde recae la accidn biopesticida. Para el caso de la dosis suministrada en este
ensayo se asimilaron células viables a unidades de toxicidad y se diluyé segun las
instrucciones del producto comercial Delfin® con el que se realizd el ensayo y que se
demostr6 mas concentrado. Las cantidades suministradas en el experimento a
P.interpunctella fueron a partir de un extracto de digestato con una cantidad de células
viables de 1(10%) UFC mL™. Este valor se relacion6 con el comercial Delfin® 3.2(10%)
UFC mL* para 1 L de agua, obteniendo un valor de dosis de extracto de digestato de 320
ML diluido en 1 L de agua. Este valor de dosis se consideré insuficiente, ya que no tuvo

efecto en la plaga P. interpunctella.

En cambio, el efecto como biopesticida en la plaga de Pieris brassicae sobre coles, prueba
realizada por ReFarmers, tuvo una mortalidad del 76% utilizando el bioproducto obtenido
mediante FES. Aunque fue menos eficiente y més lento que la solucién comercial, se
puede considerar que el biopesticida obtenido por medio de la FES tiene un buen
potencial de accion contra la plaga de Pieris brassicae. Quedan pendientes optimizar
estudios para su aplicacion sobre las plagas. Por ejemplo: estudiar diferentes dosis en las
plantas, determinar la cantidad de toxina presente en el producto final de FES, que es
dificil de comparar con el comercial. Otros andlisis que se detallaran mas adelante estan
relacionados con los experimentos realizados en el Capitulo 8 de esta tesis. Es decir, la

mejora de extraccion del biopesticida para concentrar la toxina, bien con diferente agente
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extractante o implementando una lisis celular del producto fermentado para liberar las

toxinas del Bty por lo tanto obtener un producto més concentrado.

5.4. Conclusiones

Como conclusidn, la temperatura es un factor clave para el desarrollo de un biopesticida
a partir de Btk. Después de comprobar diferentes estrategias de operacion en los reactores
de 10-L la opcién mas apropiada requiere una cantidad de material de 3.5 kg y una ratio
de indculo de 0.0030 g Bt g* digestato inoculado al comienzo del proceso para que pueda
ser capaz de aclimatarse y sobrevivir durante todo el proceso con valores de células
viables de 4.06+0.70 (10°) UFC gt MS y de esporas de 3.40+0.61 (108) esporas g MS.
La operacion SBR requiere un estudio mas detallado sobre proporciones y momento de
cambio del material de un lote a otro, puesto que aplicando esta alternativa a escala de
10-L se observa una importante disminucion de la poblacion de Btk.

Del analisis microbioldgico llevado a cabo, se comprob6 que el digestato fresco no
contiene Btk ni tampoco otros microorganismos patdgenos como E.coli, S.aureus,
Salmonella, Listeria ni C. perfringers pudiendo ser utilizado como fertilizante. El proceso
de higienizacion ayuda a eliminar microorganismos perjudiciales para el proceso de FES,
obteniendo un producto final con una cantidad de Bt de 108 UFC g* MS vy libre de

patogenos.

Los bioensayos realizados en diferentes plagas, P. interpunctella y Pieris brassicae,
demuestran que el bioproducto obtenido con Bt a partir de digestato tiene propiedades
biopesticidas en Pieris brassicae, pero no en P. interpunctella bajo las condiciones
ensayadas. Por lo que su efecto como biopesticida depende del tipo de plaga a la que se

aplique el Bty de la dosis suministrada del bioproducto.
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Capitulo 6 Escalado del proceso

6.1. Introduccion

Como se ha determinado en el Capitulo 4, el digestato es un buen sustrato para la
produccion de biopesticidas a partir de Btk a escala de laboratorio. A esta escala los
reactores se encontraban sumergidos en un bafio con temperatura regulada a 30°C, que es
la 6ptima para el crecimiento de Bt. En cambio, cuando se produce un aumento de escala
(Capitulo 5) y al no poder controlar la temperatura mediante un bafio, ésta asciende hasta
valores de rango termdfilo, lo que supone una condicion adversa para el crecimiento de
Bt, ademas de un riesgo de menor efecto biopesticida, ya que la temperatura puede afectar
al cristal proteico.

El principal objetivo de este capitulo es evaluar el escalado de la produccion de
biopesticidas a partir de Btk por medio de FES hasta una escala de 100-L, a partir de la
estrategia optima de operacion determinado en el reactor aislado térmicamente de 10-L.
Los principales desafios asociados al escalado son la transferencia de oxigeno y la
eliminacion de calor. Se proponen, para evitar estos problemas estudiar dos tipos de
reactores y posteriormente un escalado a planta piloto con uno de ellos. Los dos tipos de
reactores estudiados seran los reactores aislados y los no aislados térmicamente con
agitacion para evitar gradientes de temperatura en la matriz solida y afadir una mejor
homogeneizacion del sustrato dentro del reactor. La agitacion ayuda, en este caso, a
distribuir los nutrientes y al paso de aire por toda la matriz disminuyendo la temperatura,
los condensados en la parte superior del reactor y la compactacion por secado en la
inferior. Sin embargo, hay que tener en cuenta que la agitacion debe estar en un rango en
el cual no compacte la matriz solida y provoque condiciones adversas para el crecimiento
de Bt. Ademas de los problemas conocidos en el escalado como los gradientes de
temperatura, el otro inconveniente de la investigacion es el sustrato. Las caracteristicas
desfavorables del digestato son el exceso de agua y la falta de nutrientes y porosidad para

el crecimiento de microorganismos por medio de FES.

Al final del proceso de FES el sustrato obtenido con propiedades biopesticidas, requiere
almacenarse de forma que no se pierdan esas caracteristicas como bioproducto. Por ello,
en la ltima parte de este capitulo se evaltan diferentes condiciones de conservacién hasta
pasado un mes desde su produccién para evaluar la viabilidad de su uso como

biopesticida.
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6.2. Metodologia

6.2.1. Microorganismos
En este capitulo todos los experimentos para la obtencion del biopesticida han sido
realizados con la cepa Btk.

6.2.2. Reactores aislados térmicamente
Todas las fermentaciones se llevan a cabo durante 4 dias con el Sistema de Fermentacién
Il en reactores aislados térmicamente de 10-L, explicados en el Capitulo 3 apartado 3.2.2.

Las fermentaciones se realizan en condiciones no estériles, con un pretratamiento de
higienizacién del digestato, usando una mezcla inicial de sélido consistente en digestato
y astillas de madera como agente estructurante en una relacion 1:1 (v:v). Cada
experimento consiste en un reactor control (digestato sin inocular Btk) y un duplicado de
digestato inoculando Btk. En todos los experimentos, el digestato ha sido higienizado de

acuerdo con el punto 3.1.1.

En estos experimentos se us6 una proporcion de 0.0030 g Btk g digestato en peso seco
y una cantidad de material total de 3.5 kg de matriz sélida. El caudal de aire esta

controlado entre 400 y 800 mL min™.

6.2.3. Reactores no aislados térmicamente

En los experimentos realizados en reactor no aislado de 22-L, con agitacién la proporcion
usada para inocular fue de 0.0030 g Btk g digestato con 4 kg de matriz sélida estando
compuesta de digestato (previamente higienizado) y astillas de madera en una relacion
1:1 (v:v). El caudal de aire fue de 1000 mL min™ con un régimen de agitacion de 12 rpm
durante 15 minutos cada 24 horas. La agitacion se controla especificamente para reducir
la compactacion de la mezcla, para promover la transferencia de oxigeno y para una
adecuada homogeneizacion de la matriz sélida, rompiendo también gradientes de
temperatura. Cada experimento consiste en un reactor control (digestato sin inocular Btk)

y un duplicado de digestato inoculando Btk.

Los reactores no aislados térmicamente de 22-L se encuentran explicados en el Capitulo
3 apartado 3.2.3.
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6.2.4. Reactor escala piloto

En las fermentaciones en el reactor de 100-L no aislado con agitacién se utiliza la
proporcion de 0.001 g Btk g digestato con 20 kg de matriz solida, es decir digestato
(previamente higienizado) y astillas de madera en relacion 1:1 (v:v). El caudal de aire
suministrado a la matriz sélida es de 3000 mL min con un régimen de agitacion de 12
rpm durante 15 minutos cada 24 horas. Cada experimento consiste en un reactor control

(digestato sin inocular Btk) y un duplicado de digestato inoculando Btk.

Los valores de caudal de aire para el escalado se basan en experiencias previas operando
con reactores similares y diferentes residuos (Mejias et al., 2017). Al trabajar a escala de
laboratorio, no se observo diferencia cuando se trabajaba con caudales de aire entre 15y
30 mL min%, por lo que una relacion directa de cantidad de sustrato y aireacion puede ser

extrapolada en el momento de escalar el proceso.
El reactor a escala piloto de 100-L se encuentra explicado en el Capitulo 3 apartado 3.2.4.

6.2.5. Almacenamiento y conservacion
Después del proceso de FES se plantean dos alternativas con diferentes condiciones para
almacenar y conservar el bioproducto y conocer si las propiedades biopesticidas se

mantienen con el tiempo.

Las dos alternativas que se plantean de almacenamiento son en estado sélido o liquido.
Para cada una de ellas se contemplan dos temperaturas diferentes: en cdmara fria (CF) a
4°C o a temperatura ambiente (TA) a 20°C. El esquema presentado en la Figura 6.1
muestra las cuatro alternativas de almacenamiento de biopesticida consideradas en el

estudio.

En el caso de conservacion en estado liquido se extrae el bioproducto de la matriz de
fermentacion solida. Para extraerlo se estudiaron diferentes proporciones solido:liquido
que fueron 1:10, 1:5y 1:2, utilizando la solucion salina de Ringer®. En estas extracciones,
solido y liquido se sometieron a agitacion a 220 rpm durante 20 minutos en un incubador.
Posteriormente, se midid el pH, la CE, las células viables y las esporas para cada una de
las alternativas planteadas. Se almacenaron tal y como se ha descrito, cuantificando de

nuevo a los 7 y 30 dias el pH, la CE, las células viables y las esporas de Btk.
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Figura 6.1. Disefio experimental de la configuracion de conservacion del biopesticida.

Los resultados de conservacion de la actividad biopesticida se expresan como el
porcentaje de variacion en el recuento de células viables y esporas en comparacion con la
muestra inicial. Si el porcentaje es positivo implica que las células viables y esporas
aumentan en comparacion con las iniciales. Si los porcentajes son negativos, implica que
los valores de células viables y esporas disminuyen en comparacion con el contenido

inicial, al principio del almacenamiento.

6.2.6. Analisis estadistico

Se realiz6 un analisis estadistico utilizando la prueba de la t de Student con técnicas
basicas de ANOVA con Minitab Software version 15.1. La prueba de Tukey se realizd
para determinar diferencias estadisticamente significativas en incrementos de células
viables e incrementos de esporas con un nivel de probabilidad de p <0,05, al comparar

experimentos de FES en todos los reactores.

6.3. Resultados y discusion

6.3.1. Reactores aislados térmicamente

La Figura 6.2a presenta el resultado de una fermentacion control en un reactor de 10-L y
la Figura 6.2b muestra el rendimiento general del proceso de fermentacion del digestato
inoculado con Btk en este mismo tipo de reactor. La Tabla 6.1 resume los valores iniciales

y finales de los parametros principales en el proceso FES en el caso de los reactores con
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Btk, los valores de temperatura y SOUR a las 24 h de fermentacion. El sistema presenta
la mayor actividad bioldgica medida como mayor SOUR y temperatura. Estos pardmetros
alcanzaron valores de 7.88+0.15 mg O, g*MS h'! y 68.2°C, respectivamente.

El sistema mantuvo este comportamiento durante casi 24 horas para después disminuir
hasta condiciones estables por debajo de 1 mg Oz g*MS h*. El consumo acumulado de
oxigeno durante cuatro dias (COC) fue de 332+28.83 mg O, g™ MS. Estos resultados son
mas altos que los observados en la fermentacion control (Figura 6.2a) donde los valores
de SOUR, COC y temperatura alcanzados fueron 4.49 mg O, g*MS h, 190.02 mg Oz ¢
MS y 55.8 °C, respectivamente. Al comparar los valores de SOUR, temperaturay COC
en el reactor con Btk y el reactor de control, se observan incrementos de 1.7, 1.2y 1.7
veces, respectivamente. Estos valores confirman una mayor actividad bioldgica en los
reactores inoculados con Btk que puede deberse a la accion combinada de los
microorganismos existentes en el digestato y el Btk inoculado. Asi, en el reactor
inoculado, Btk es capaz de crecer y colonizar la matriz solida, aumentando la temperatura

y la actividad biologica.

La Figura 6.2b también muestra la evolucion del recuento total de células y esporas
durante el curso de la fermentacion. Los valores iniciales de células viables y esporas
fueron 2.14+0.27 (10°) UFC g*MS y 1.98+0.15 (107) esporas g™ MS, respectivamente.
Las células viables aumentaron durante todo el proceso, alcanzando un maximo de
4.69+0.46 (10°) UFC g* MS a las 72 h de operacion. Al final de la fermentacion, el valor
fue de 4.06+0.46 (10%) UFC g MS, un aumento de 1.9 veces con respecto al inicio del
proceso. En contraste, la produccion de esporas comenzo a las 24 horas y mostré un
comportamiento mas rapido, alcanzando un maximo de 3.41+0.15 (10°) esporas g MS
a las 48 h, con un incremento de 171.6 veces al final de la fermentacion. La rapida
generacion de esporas puede ser una consecuencia de las condiciones estresantes en la
matriz sélida, probablemente asociadas a parametros como la falta de nutrientes o las

condiciones termofilicas alcanzadas (Nicholson et al., 2000).

149



Capitulo 6 Escalado del proceso

a) 12 100
107 - 80
‘_-'C ~~
%) ]
z ° <
o - 60 ©
o g1 2
~ - o
- . 40 qE)
¢ ]
s [
9 20
2 o
0 : : : T 0
0 20 40 60 80 100
Tiempo (horas)
b)1o 50049 [ 100
E n
>
L = |
o 4.0e+98 80
=
0 =) —_
> » S
— N N L o
= 30e+9% 60 3
o g 2
2 - c
= - 20e+9g [ 40 2
< R
o) -
@ - 1.0e+95 20
=
o
@]
0 — . . . 0.0 Lo
0 20 40 60 80 100
Tiempo (horas)
—— sOUR,,
—— Temperatura
-4 Células viables
< Esporas

Figura 6.2. Evolucién media de sOUR, temperatura, células viables y esporas en FES de digestato
higienizado en condiciones no estériles en un reactor aislado térmicamente de 10-L. a) Reactor control.

b) Reactor inoculado con Btk.

150



Capitulo 6 Escalado del proceso

Tabla 6.1. Valores iniciales y finales para los principales parametros en la FES de digestato inoculado con Btk en los diferentes reactores estudiados.

Parametro Unidades 10-L 22-L 100-L
Tipo de reactor - Aislado térmicamente No aislado térmicamente y agitado No aislado térmicamente y agitado
Control Btk Control Btk Control Btk
Humedad inicial (%, bh) 65.7+0.2 67.0+0.2 58.3+1.3 57.2+2.3 60.0+0.6 60.0+0.6
Humedad final (%, bh) 71.2+0.9 69.9+0.8 59.4+1.4 60.4+1.1 65.3+0.9 60.4+1.1
Materia orgéanica inicial (%, bh) 74.3x1.1 75.0£0.5 71.8+0.7 79.7£0.7 76.5+0.6 77.8£0.6
Materia organica final (%, bh) 73.2+0.9 61.0+0.7 72.310.4 67.910.5 76.3+0.7 72.310.4
pH inicial (1:5) - 8.86+0.01 8.85+0.01 8.98+0.01 8.78+0.01 8.71+0.01 8.67+0.01
pH final(1:5) - 8.70+0.01 8.76+0.01 9.92+0.01 8.92+0.01 8.91+0.01 8.76+0.01
CE inicial (mS cm™) 1.82+0.01 1.92+0.01 1.68+0.01 2.68+0.01 1.38+0.01 1.68+0.01
CE final (mS cm™) 2.09+0.01 2.15+0.01 2.5340.01 3.13+0.01 1.90+0.01 2.10+0.01
sOUR (mg Oz g™ MS h™) 4.49 7.88 1.04 1.72 1.70 0.90
CcoC (mg O.g*MS h')  190.02 332.17 126.21 150.24 90.02 63.92
Tmax (°C) 55.8 68.17 21.05 27.43 26.00 28.23

Células viables iniciales ~ (UFC g MS) - 2.14+0.27-(10°% - 7.40+0.76-(10°%) - 1.60+0.34-(10°%)

Células viables finales (UFC g* MS) - 4.06+0.70-(10°) - 5.93+0.26-(10°% - 1.87+0.21-(10°%)

Esporas iniciales (esporas g* MS) - 1.98+0.15-(10) - 2.96+0.59-(10°%) - 4.44+0.12-(10%)

Esporas Finales

(esporas g* MS) -

3.40£0.61-(10°) -

5.72+0.95-(10°%) -

1.67+0.45-(10°)

Esporulacion (%)

84

97

89
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En este contexto, Yezza et al. (2006a) observaron una alta esporulacion y un bajo
crecimiento de células viables cuando se usan sustratos de bajo contenido en
carbohidratos y que en estas circunstancias se consume nitroégeno contenido en el residuo.
Estos resultados muestran que Btk fue capaz de prosperar y esporular en las condiciones
proporcionadas. Sin embargo, otros autores han informado de una disminucién en las
células viables de Btk relacionadas con un aumento de la temperatura en el reactor. Este
es el caso de Ballardo et al. (2016), utilizando residuos de fibra de soja como sustrato
donde se alcanzaron temperaturas superiores a 60°C, mientras que el valor inicial de las
células viables fue de 9.5 (107) UFC g* MS, disminuyendo después de 20 dias de
fermentacion a 1.1 (107) UFC g MS, lo que representa una disminucion de casi el 80%.
Ballardo et al. (2017) y Zhuang et al. (2011) también observaron aumentos de temperatura
utilizando un sustrato altamente biodegradable, como la FORM o lodos de aguas

residuales, perdiendo asi viabilidad celular.

6.3.2. Reactores no aislados termicamente y agitados

Para superar el posible efecto del aumento de la temperatura y mejorar la homogenizacion
de la matriz, se utilizé un reactor de 22-L sin aislamiento y con agitacion. La agitacion se
utilizo para mejorar la homogenizacion de la matriz organica y la tasa de transferencia de
oxigeno (Luna-Finkler y Finkler, 2012). Estos autores también sefialan que la agitacion
es util para eliminar el CO. y el calor metabolico producido durante la fermentacion. Los
resultados obtenidos en el control se presentan en la Figura 6.3a donde se observan
valores de SOUR, COC y temperatura alcanzados de 1.04 mg Oz gt MS h*, 126.21 mg
02 g1 MS hty 31.05+1°C. En la Figura 6.3b y en la Tabla 6.1 se muestran los valores
del fermentado de digestato inoculado con Btk. Este sistema mostré un crecimiento
rapido, con una SOUR de 1.72+0.12 mg Oz g*MS h™ después de 15 h de fermentacion.
La tendencia general de SOUR fue estable en valores en el rango de 1.3y 1.8 mg O2 g
IMS hdurante los 4 dias de operacion. Los picos observados en la Figura 6.3b estan
relacionados con la agitacién, asociados con una mejora en la transferencia de oxigeno
en los reactores y la homogeneizacion de la matriz poniendo de nuevo los nutrientes al
alcance del Bt. Adicionalmente, la temperatura se mantuvo estable en un valor alrededor
de 27+2°C. El oxigeno acumulado durante cuatro dias (COC) fue de 150.24+10.45 mg
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02 g'MS. Estos valores con Btk son mas altos que los observados en la fermentacion
control con incrementos de 1.6, 1.3 y 1.2 veces, respectivamente.
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Figura 6.3. Evolucion media de SOUR, temperatura, células viables y esporas en FES de digestato
higienizado en condiciones no estériles en un reactor no aislado con agitacion diaria de 22-L. Las flechas
muestran los momentos de agitacion. a) Reactor control. b) Reactor inoculado con Btk.
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Los valores iniciales de células viables y esporas fueron 7.40+0.76 (10%) UFC gt MSy
2.96+0.59 (10°) esporas g™ MS, respectivamente, como se muestra en la Figura 6.3b. Las
células viables presentaron una disminucién constante durante las primeras 48 h de
fermentacion. Después de ese momento el contenido de células viables aumenta llegando
a valores estables hasta el final de la fermentacion, pero inferiores a las iniciales. En
contraste, el contenido de esporas se mantuvo estable alrededor del valor inicial durante
las primeras 48 h, despues comenz6 a aumentar. Probablemente, esto se debe al hecho de
que el digestato presenta una cantidad limitada de nutrientes que provoca la esporulacion
de Btk en poco tiempo. Esto es de gran importancia ya que la esporulacion esta
relacionada con la liberacion del cristal que tiene el efecto biopesticida (Bravo et al.,
2011). Los valores finales de las células viables y las esporas fueron 5.93+0.26 (10°) UFC
gl MS y 5.72+0.95 (10°) esporas g™ MS, respectivamente, una disminucion de 0.8 y un
aumento de 1.93 veces con respecto a los recuentos iniciales. Si estos incrementos se
comparan con los obtenidos en reactores aislados de 10-L, se puede concluir que las
temperaturas mas altas alcanzadas contribuyen a un mayor aumento en los recuentos de
esporas (169.7 veces mas que en los no aislados). Pero se debe sefialar que el valor
absoluto final de concentracion de esporas fue mayor en los reactores de 22-L que en los

de 10-L pues se parte de una concentracion inicial mayor.

El recuento de esporas se ha utilizado como un indicador de la produccion de biopesticida
derivado de Bt, ya que la toxina de Btk se ha asociado al proceso de esporulacion (Tirado-
Montiel et al., 2001). Varios autores han desarrollado procesos para la produccion de
biopesticidas derivados de Bt, con contajes de esporas que van desde 107 a 10 en
condiciones de laboratorio utilizando sustratos altamente biodegradables como el salvado
de trigo 0 FORM, entre otros (Patil et al, 2013; Zou et al., 2016; Ballardo et al., 2017).
En este sentido, los resultados obtenidos en el presente trabajo se encuentran en el rango
medio de los valores reportados en la literatura cientifica. Sin embargo, debe considerarse
que las condiciones no fueron estériles, por lo que la competencia con otros
microorganismos ha de tenerse en cuenta al realizar estas comparaciones, puesto que el
digestato es un sustrato menos biodegradable con una poblacién microbiana autoctona

compleja.

En general, este es el primer intento de producir biopesticida derivado de Bt utilizando

esta configuracion de reactor, por lo tanto, una comparacion directa con otros estudios no
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es posible. Los parametros mas importantes en FES son el gradiente de temperatura a
través de la matriz sélida, la evaporacion, el control de la aireacion y los cambios locales
de pH (Singhania et al., 2009).

6.3.3. Comparacion de los reactores aislados y no aislados

La sOUR, la temperatura y los incrementos de COC, con respecto a los reactores de
control, fueron similares en los reactores aislados y no aislados, aunque los valores de
temperatura absoluta y el perfil de temperatura fueron claramente diferentes e implicaron
diversas condiciones ambientales en la matriz sélida. En el caso de los reactores aislados
de 10-L el calor generado provoca un aumento de temperatura durante todo el proceso
FES, teniendo en estos reactores valores de temperatura mesofilicas y termofilicas. Estas
condiciones afectan al desarrollo microbiano tanto del microbioma autéctono como del
Bt (Zou et al., 2016; Pandey et al., 2007). Podrian también afectar a la humedad, aunque

al trabajar en reactores cerrados no se observan cambios en este parametro.

En contraste, los reactores no aislados (22-L) mostraron una temperatura estable,
alrededor de 25-30°C, que es la temperatura de crecimiento 6ptima para Bt (EI-Bendary
etal., 2006). Esto se puede atribuir al espacio libre hasta la parte superior del reactor (30%
de volumen libre), especificamente al régimen de agitacion provisto y la falta de
aislamiento. También se observa que la agitacion periodica durante un cierto tiempo es
positiva para disminuir el sobrecalentamiento metabolico en la materia solida (Cerda et
al., 2019).

En el reactor aislado, la temperatura se mantuvo con valores mesofilicos durante 2.5 dias,
superando los 60°C entre las 20 y 42 h desde el inicio del proceso de fermentacion, lo que
puede ayudar a crear las condiciones adecuadas para la esporulacion. Algunos autores
como Zhuang et al. (2011) han estudiado el efecto de la temperatura en el crecimiento de
Bt observando que las temperaturas superiores a 60°C benefician el proceso de
esporulacién, y por lo tanto la produccidn de biopesticida. En contraste, el biopesticida
producido mostr6 un efecto menos téxico sobre las plagas en comparacién con el

biopesticida producido en condiciones mas favorables (Zhuang et al., 2011).
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En general, los reactores aislados mostraron condiciones apropiadas para la colonizacion,
la esporulacion de Btk y, lo que es mas importante, para la produccion de un bioproducto
con propiedades biopesticidas, lo que lleva a una esporulacion del 84% (respecto con las
células viables finales). Por otro lado, los experimentos con reactores no aislados
permitieron proporcionar condiciones favorables para la produccion de biopesticidas,
logrando una esporulacion del 97%. Sin embargo, al aumentar la escala del reactor en
condiciones adiabaticas, la temperatura maxima alcanzada puede ser mayor, asi como el
tiempo durante el cual se mantiene. Este hecho puede tener efectos indeseables en el
crecimiento de Btk. Por lo tanto, se eligi6 un reactor no aislado y agitado para su escalado.

6.3.4. Escalado (100-L)

Con el fin de evaluar el cambio de escala del proceso desarrollado en el reactor de 22-L,
se realizo un experimento en un reactor de 100-L de igual configuracion. Los resultados
obtenidos se muestran en las Figuras 6.4a (control) y 6.4b (digestato inoculado con Btk)

y los valores de los parametros principales del proceso FES se resumen en la Tabla 6.1.

La evolucion de sOUR fue diferente a la observada en los reactores de 22-L, ya que el
sistema con digestato inoculado con Btk (Figura 6.4b) solo alcanzé un maximo de sOUR
de 0.90+0.23 mg de O, g*MS h! a las 24 h de operacion. Después de ese periodo, la
cantidad disminuy6 a valores entre 0.60-0.8 mg de O, gMS hl. La temperatura
promedio alcanzada en el sistema fue de 28+2°C, similar a los valores observados en el
reactor de 22-L. El consumo acumulado de oxigeno durante cuatro dias (COC) fue de
63.9+6.34 mg de O, g*MS h. En este caso, la fermentacion inoculada tuvo menor
actividad biologica que el reactor control, el digestato sin inocular (Figura 6.4a), que
mostré una SOUR de 1.70 mg de O, g*MS h! y una temperatura maxima de 26+1°C. El
aumento de los valores de SOUR, temperatura y COC en relacion con el control fue de

0.52, 1.08 y 0.71 respectivamente.

Al igual que en el reactor de 22-L, hubo un aumento sOUR después del periodo de
agitacion, acompafado por el ligero aumento de temperatura correspondiente.
Adicionalmente, se observé que la SOUR del control del reactor de 22-L fue menor que
la obtenida en las fermentaciones inoculadas con Btk, aunque en el reactor de 100-L no

debido a la presencia de microorganismos en la matriz del digestato. Las temperaturas
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maximas en el reactor de 100-L, tanto en las inoculadas con Btk como en el control, fueron

ligeramente més altas que las obtenidas en el reactor de 22-L.
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Figura 6.4. Evolucion media de SOUR, temperatura, células viables y esporas en FES de digestato
higienizado en condiciones no estériles en un reactor no aislado con agitacion diaria de 100-L. Las flechas

muestran los momentos de agitacion. a) Reactor control. b) Reactor inoculado con Btk.
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Los valores iniciales de células viables y esporas fueron 1.60+0.34 (10%) UFC gt MSy
4.44+0.12 (10%) esporas gt MS, respectivamente. Las células viables disminuyeron
ligeramente durante las primeras 24 horas, aumentando posteriormente hasta el valor
inicial al final de la fermentacion (1.87 + 0.21 (10%) UFC g* MS). Mientras tanto, los
recuentos de esporas aumentaron constantemente hasta el final de la fermentacion,
logrando valores promedio de 1.67 + 0.45 (10° esporas g MS. Se obtuvieron
incrementos de colonias y esporas al final de la fermentacion de 1.2 y 3.8 veces,
respectivamente, en comparacion con los valores iniciales. Los valores de produccion de
esporas son similares a los reportados por El-Bendary (2006) cuando se trabaja en
reactores de bandejas con residuos de remolacha azucarera y Zhang et al. (2013)
trabajando con residuos de cocina y obteniendo valores en el rango de 10° esporas g™ MS.

En la Figura 6.5 se muestra una comparacion entre la produccion de Btk en los diferentes
reactores (10-L, 22-L y 100-L) de cada uno de los duplicados de digestato inoculando
Btk. Los aumentos de células viables fueron similares en el reactor aislado de 10-L y en
el reactor no aislado de 100-L mientras que los aumentos de esporas al final de la

fermentacion fueron mayores en el reactor aislado e iguales a 22-L y 100-L.
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Figura 6.5. Incremento de células viables y esporas al final del proceso FES en los diferentes reactores
respecto a los valores iniciales. Diferentes letras mayusculas indican diferencias significativas entre los

valores obtenidos (p <0.05).
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Los resultados obtenidos a escala de 100-L mostraron que el bioproceso propuesto para
la produccidn de biopesticida a partir de Bt es técnicamente factible utilizando digestato
no estéril como Unico sustrato. Ademas, los valores de produccion estan en el rango de lo
publicado en la literatura, mostrando una ligera disminucién en la relacion de
esporulacion cuando se realiza el escalado (97% en un reactor de 22-L y 89% en un
reactor de 100-L) (Tabla 6.1). Otros autores han informado de un efecto de escala
significativo, al aumentar la cantidad de sustrato de 35 a 50 kg, la cantidad de biopesticida
producido por Bt es menor en relacion con las esporas y toxicidad debido a la menor
transferencia de oxigeno en la matriz (Zhang et al., 2013). La diferencia con esta
investigacion fue agregar agitacion diaria en el reactor para mejorar la transferencia de
oxigeno y nutrientes para producir de biopesticida a partir de Bt, uno de los problemas
asociados con el proceso de escalado.

6.3.5. Comprobacion de la presencia de cristales proteicos de Bacillus thuringiensis
variedad kurstaki

La Figura 6.6 presenta imagenes SEM (Scanning Electron Microscopy) de células Btk,
esporas y cristales (toxinas) en el material al final del proceso FES de los reactores de 10-
L. La Figura 6.6a muestra células viables y esporas utilizando el tamafio para
diferenciarlas. De acuerdo con Iriarte y Caballero (2001), las células de Bt tienen una
longitud de 3 a 5 um y una anchurade 1 a 1.2 um. En este trabajo, el tamafo de las células
de Btk producidas en la FES con digestato fue de 3.26 um y 1.19 pm de ancho. En la
Figura 6.6b se circundan algunas esporas que presentan tamafios similares (1.64 um de
longitud y 0.54 um de ancho) que las medidas indicadas por Smitha et al. (2013) también
en un proceso FES, con valores que van desde 0.7 hasta 2.0 um de longitud y desde 0.6
hasta 1 um de ancho. Sin embargo, la toxicidad de Bt se encuentra en la formacion del
cristal proteico. Segun lo explicado por Nair et al. (2018) Btk produce cristales
bipiramidales y cuboides, como los que se pueden observar en la Figura 6.6¢, donde estos

cristales también han sido marcados.

En general, la presencia de cristales bipiramidales se asocia con cepas activas contra
lepidopteros (Enger et al., 2018). El tamafio del cristal fue de 1.8 um de longitud y 0.8

pm de ancho.
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Figura 6.6. Imagenes de SEM de células viables, esporas y cristal de Btk en digestato al final del proceso

FES. a) Células viables y esporas b) Esporas c) Cristal proteico de Btk

6.3.6. Almacenamiento y conservacion del biopesticida

La Tabla 6.2 presenta los resultados obtenidos para diferentes condiciones de
almacenamiento del biopesticida en forma solida y liquida. Los resultados se expresan
como el porcentaje de variacién en el recuento de células viables y esporas en
comparacion con la muestra inicial. En este sentido, si el porcentaje fue un valor positivo
implicaba que las células viables y esporas presentaban un aumento durante el
almacenamiento en comparacion con los valores iniciales. Por otro lado, si los porcentajes
fueron negativos, esto implicaria que los valores de células viables y esporas

disminuyeron en comparacion con el contenido inicial.
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Tabla 6.2. Porcentaje de supervivencia de las células viables y esporas después de conservar el
biopesticida en estado liquido y sélido. CF: Camara fria (4°C) y TA: Temperatura ambiente (22°C).

7 dias 30 dias
Células Viables Esporas Células Viables Esporas
(%) (%) (%) (%)
SOLIDO
CF 20.40 -9.06 21.19 -1.62
TA 14.22 3.78 8.13 -0.07
LIQUIDO
TA 1:10 -10.33 -6.8 11.91 -25.80
TA 1:5 -8.03 0.08 -0.50 -5.26
TA1:2 -22.06 -25.15 6.23 29.75
CF 1:10 -4.23 -21.93 57.65 18.80
CF 15 -3.42 -17.67 19.15 -33.64
CF1:2 5.78 -21.46 20.34 -39.61

La muestra inicial se obtuvo de una FES llevada a cabo en un reactor térmicamente
aislado de 10-L. Esta muestra contenia 4.92+0.19 (-108) UFC g MS para células viables
y 6.35+0.15 (108) esporas gt MS.

A los 7 dias de almacenamiento cuando se almacena en forma solida, las células viables
incrementan su valor tanto a temperatura ambiente como a camara fria, hasta un 20% en
camara fria, mientras que las esporas aumentan un 4% si se encuentra a temperatura
ambiente y disminuyen en camara fria. En cambio, en estado liquido tanto las células
viables como las esporas disminuyen, excepto en el caso de almacenarse en camara fria
cuando la extraccion se realizé con una proporcién 1:2 (sélido:estructurante) donde se
produce un aumento de células viables y una disminucion en el nimero de esporas. Esta
disminucion podria atribuirse a la presencia de enzimas hidroliticas (como las proteasas)
que podrian afectar negativamente el recuento de células viables y esporas (Brar et al.,
2007).

A partir de estos experimentos, se puede afirmar que, para el biopesticida en forma sélida,
ambas estrategias de almacenamiento son adecuadas para la conservacion de las células
viables durante 30 dias. Los experimentos de conservacion en camara fria a 4°C y a
temperatura ambiente a los 30 dias de almacenamiento mostraron un aumento del

contenido en células viables del 21y 8 % respectivamente, en comparacion con la muestra
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inicial. El contenido en esporas no mostré diferencias significativas a los 30 dias de
almacenamiento en comparacion con el contenido inicial de esporas del sélido

fermentado.

El biopesticida en forma liquida presenté un comportamiento diferente. Los mejores
resultados se obtuvieron utilizando la relacion de extraccién de 1:10 y almacenadas en
camara fria durante un periodo de 30 dias. Con esta estrategia, el recuento de células
viables y esporas aument6 en 58 y 19% en comparacion con la muestra original. No
existen estudios previos sobre la mejor forma de mantener el biopesticida obtenido por
FES a partir de residuos.

6.4. Conclusiones

El digestato se utilizO como materia prima para producir una enmienda organica con
potencial biopesticida mediante FES utilizando Btk en condiciones no estériles. Se
probaron dos tipos de reactores: reactor aislado térmicamente y no aislado con agitacion.
En ambos casos, Btk pudo colonizar y esporular, obteniendo un producto final a partir de
digestato con actividad de biopesticida (cristales proteicos). Los porcentajes finales de
esporulacion de Btk fueron superiores al 84% en los reactores de 10-L, alcanzando el 97%
en el reactor de 22-L. En todos los casos, el recuento final de células viables fue superior
a10°UFC g 1 MS.

El proceso se escalo a un reactor de 100-L de lecho empacado sin aislamiento y con
agitacion observando una esporulacion del 89% con un crecimiento de esporas 3 veces
mayor que el inicial, mostrando producciones de biopesticida a partir de Btk comparables

a las reportadas por otros autores.

El bioproducto obtenido se puede almacenar hasta 30 dias tanto en forma sélida como
liquida, pero siempre a una temperatura alrededor de los 4°C. Si se mantiene en liquido
la extraccién optima fue de 1:10 con la solucidn salina de Ringer®, ya que las esporas se
incrementan y éstas ayudan a incrementar el efecto biopesticida en las plagas, al contrario

que en la muestra sélida donde las esporas tienden a disminuir.
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Estos resultados mostraron que la produccién de biopesticidas de Bt a partir de digestato
de FORM es factible y que se pueden obtener altos niveles de produccién a diferentes
escalas y en diferentes condiciones operativas. Estos hallazgos también resaltan la

importancia de la seleccion adecuada del reactor al escalar un proceso de FES.
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Capitulo 7 Comparacion de la produccidn de biopesticidas entre las dos cepas de Bacillus thuringiensis

7.1. Introduccion

En este capitulo se realiza una comparacion, desde el Sistema de Fermentacion |
(reactores de 0.5-L) hasta el Sistema de Fermentacion 1l en reactores de 10-L, entre dos
cepas de Bt, Bacillus thuringiensis subespecie kurstaki (Btk) (con la que se ha trabajado
hasta ahora) y Bacillus thuringiensis subespecie israelensis (Bti), que tiene efecto en otro
tipo de plagas (dipteros) que atacan directamente a las plantas principalmente a nivel de
raiz y tallo y por tanto, la aplicacién del producto biopesticida se puede realizar
directamente en forma de sélido al suelo a diferencia al Btk (Sanchis, 2011).

Como esta cepa aun no ha sido probada con digestato a través del proceso de FES se
evalua en primer lugar el crecimiento de Bti a escala de laboratorio de 0.5-L, de igual
forma que se realizo con la cepa de Btk. Ademas, se estudia el efecto de la esterilizacion,
la higienizacion y la congelacion del digestato en la produccion de células viables y
esporas por Btk y Bti. Tanto la esterilizacion como la higienizacion se aplican para
eliminar otros microorganismos y facilitar el desarrollo de Bt, en cambio la congelacion
se estudia para la posible conservacion del digestato para poder trabajar con el mismo lote
de digestato evitando variabilidad. La congelacion se podria considerar también un
pretratamiento, ya que segun (Lund, 2000) rompe las membranas de células y deja mas
nutrientes disponibles. El sustrato que se estudié fue digestato usando palillos de madera
como estructurante, tal y como se explico en el Capitulo 3 (3.1.1. Sustratos y
acondicionamiento). En estos experimentos se comparara la produccion de células viables

y esporas y la diferencia entre cada una de las cepas de Bt.

En base a estudios anteriores de Ballardo et al., (2017), en los que se utiliz6 FORM para
producir biopesticida a partir de Btk y los resultados obtenidos en los capitulos anteriores
con Btk y digestato, se opt6 por intentar incrementar la cantidad de biopesticida obtenido
a partir de Bt con una mezcla de digestato y FORM en una proporcion (50:50). Después
de evaluar los efectos a escala de laboratorio y en relacion con los experimentos
realizados en el Capitulo 5 con reactores aislados de 10-L en los que se produce un
incremento de temperatura cuando estos se llenan completamente, se decide estudiar el
crecimiento de ambas cepas en los reactores aislados de 10-L llenados a la mitad de su
capacidad, es decir con 1.5 kg. Al dejar un espacio libre de aire en el reactor se permite

la disipacién del aire, no produciendo tantos condensados y por lo tanto no se
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incrementara tanto la temperatura. Para comparar, estas pruebas se realizaron con dos

tipos de sustrato: digestato y digestato con FORM (50:50).

Para finalizar este capitulo se evaluaran los cristales producidos en la fermentacion
separando los cristales del resto del material, ya que son estos los que tienen el efecto
biopesticida. Posteriormente, se observaron por SEM los cristales producidos de ambas
cepas en las fermentaciones con digestato y FORM de los reactores de 10-L y se
compararon con un producto de Bt comercial y con datos bibliogréficos.

7.2. Metodologia

7.2.1. Microorganismos
En este capitulo todos los experimentos para la obtencidn del biopesticida han sido
realizados con dos cepas diferentes de Bt, Btk y Bti.

7.2.2. FES en reactores de 0.5-L

Se realizaron fermentaciones de digestato para cada una de las variedades de Bt (Btk y
Bti). Para cada una de ellas se evaluo la influencia de la esterilizacion, higienizacion y
congelado del digestato en el crecimiento de Bt (Figura 7.1). Todas las fermentaciones se

realizaron por triplicado.

(" ) / \ o R
SUSTRATO INOCULO FES
a N
ESTERILIZACION
\ J Bt kurstaki
a N
: Reactores
DIGESTATO » HIGIENIZACION - - 0.5-L
\ J Bt israelensis
a N
CONGELACION
K\ )j
' 4 \ J

Figura 7.1. Esquema para las fermentaciones a escala de laboratorio con Btk y Bti.
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Las fermentaciones se llevaron a cabo con el Sistema de Fermentacion | en reactores de
0.5-L, durante 4 dias con un caudal de aire de 20 mL min™ y una temperatura de 30 °C.
Las mezclas se realizaron en relacién de peso himedo y fueron: digestato (75%) y palillos
de madera (25%) con una cantidad de muestra total de 115 g. Las ratios de indculo
utilizados fueron de 0.0030 g Bt g ! digestato.

7.2.3. FES en reactores de 10-L

Todas las fermentaciones se llevan a cabo en condiciones no estériles durante 4 dias con
el Sistema de Fermentacion Il en reactores aislados térmicamente de 10-L, explicados en
el Capitulo 3 apartado 3.2.2. El experimento consistio en la comparacion de cada una de
las variedades de Bt (Btk y Bti) en dos tipos diferentes de mezcla.

Los sustratos utilizados fueron: digestato (75%) y astillas de madera (25%); y digestato
(37.5%), FORM (37.5%) y astillas de madera (25%), todas las relaciones de sustratos se
hacen en base al peso humedo del sustrato total. En todos los experimentos la mezcla fue
higienizada. Las ratios de indculo utilizados fueron de 0.0030 g Bt g ! sustrato. Los
experimentos se realizaron por duplicado para cada una de las muestras y para cada una
de las cepas de Bt. La cantidad total del material en el reactor fue de 1.5 kg. El caudal de

aire se encontré entre 400 y 600 mL min™.

7.2.4. Caracterizacion del cristal proteico
Para evaluar la presencia del cristal proteico de Bt se utilizaron dos técnicas diferentes

con los fermentados de digestato y FORM de los reactores de 10-L de ambas cepas.

La primera fue la separacion de espora y cristal detallada por Rahbani-Mounsef et al.
(2014b) con una purificacion con hexano y centrifugacion, aplicando después una tincion
de azul Comassie del cristal, analizando tanto las muestras fermentadas, como los
in6culos de cada una de las cepas, y el producto comercial Bactur® de Btk como

referencia.

La segunda técnica fue acondicionar las muestras para observarlas en el microscopio
electronico de barrido (SEM), como ya se explicé en el Capitulo 3 y se compararon con
el producto comercial Bactur®. El producto comercial Bactur® 2X WP es un insecticida
bioldgico en el que la materia activa esta constituida por el complejo “espora+cristal” de

la bacteria Bacillus thuringiensis Berliner. Se produce a partir de una cepa del serotipo
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3a3b (variedad Kurstaki) el cual presenta una actividad altamente selectiva contra larvas

de lepidopteros.

7.2.5. Andlisis estadistico

Para evaluar los efectos de higienizacion, esterilizacion y congelado del digestato se
utiliza una prueba ANOVA, que permitird determinar si estas operaciones son
significativamente importantes sobre el incremento de células viables y la relacion de

esporas y células viables al final del proceso.

7.3. Resultados y discusion

7.3.1. FES en reactores de 0.5-L: influencia de higienizacion, esterilizacion vy
congelado del sustrato en el proceso

Se evaluo la actividad biologica del material después de esterilizacion, higienizacion y
congelacion para evaluar el comportamiento del digestato en FES para cada uno de ellos,
y el posible efecto cuando se utiliza para producir biopesticida a partir de Bt. Los valores
que se presentan en la Figura 7.2 son los perfiles de actividad bioldgica del digestato
después de cada una de las operaciones descritas, es decir los controles para compararlos

con el resultado a obtener cuando se inocula una cepa u otra de Bt para cada uno de ellos.

3.0

Digestato sin pretratamiento

254 |- Digestato Estéril

————————— Digestato Higienizado
Digestato Congelado

2.0 1

SOUR1p (mg Op g IMs hl)

0 20 40 60 80 100

Tiempo (horas)

Figura 7.2. Evolucion media de SOUR en FES de digestato en reactor de 0.5-L. Comparacion entre

digestato, digestato estéril, digestato higienizado y digestato congelado
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Segun Pognani et al. (2012) los indices respirdbmetricos de una muestra no se ven
afectados después de un afio de congelacion (Barrena et al., 2011). Esta observacion se
ve corroborada con el digestato y digestato congelado que se presentan en la Figura 7.2,
ya que el valor de SOUR obtenido para el digestato es de 2.01 mg O2 g*MS h! y para el
digestato congelado 2.17 mg O, g*MS h, obteniendo estos valores maximos a las 5
horas de proceso. En cambio, cuando el residuo se somete a un proceso de esterilizacion
su actividad biolégica disminuye drasticamente hasta 0.62 mg O, g*MS h a las 40 horas,
ya que se han eliminado casi todos los microorganismos inicialmente presentes en el
residuo. El digestato higienizado también tiene una actividad menor que el residuo inicial,
pues este tratamiento se realiza para eliminar patdgenos del residuo observandose un
valor de sSOUR 1.56 mg O, g*MS h. Estas diferencias de actividad bioldgica se pueden

reflejar a la hora de inocular el sustrato un microorganismo como Bt.

7.3.1.1. Efecto de esterilizacion del digestato en FES

La cepa de Btk ya fue estudiada y analizada en el Capitulo 4. A continuacion, se realizara
un resumen de los resultados obtenidos comparandolos con la cepa de Bti para cada uno
de los tratamientos realizados. Todos los resultados de los experimentos realizados en

reactores de 0.5-L se recogen en la Tabla 7.1.

En la Figura 7.3a se observa como las fermentaciones con digestato estéril inoculando
Btk muestran la maxima sOUR alrededor de las 9 horas de operacién con un valor de
0.80+0.08 mg O, g*MS hy decrece hasta el final del proceso, presentando otro pico
menor a las 20 horas del proceso, debido probablemente a la actividad de otros
microorganismos presentes en el digestato que no fueron eliminados en la esterilizacion.
En el caso de las fermentaciones con digestato estéril inoculando Bti (Figura 7.3b) el valor
maximo de SOUR es de 1.03+0.25 mg Oz g*MS ha la 1.5 horas de comenzar el proceso
de FES, ligeramente superior que al que se produce con Btk. En ambos casos, si se
compara con el control (Figura 7.2), se producen unos incrementos de 1.29 y 1.67 para
las fermentaciones inoculando Btk y Bti, respectivamente, debidos al efecto de inocular

Bt en el sustrato (digestato estéril y astillas de madera).
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Figura 7.3. Perfiles de SOUR, células viables y esporas obtenidos en reactores de FES de 0.5-L con
digestato estéril como sustrato para la produccion de biopesticidas. Los valores representados
corresponden a la media de tres fermentaciones independientes. Los puntos experimentales con un

asterisco indican una desviacion alta (p> 0.05). a) Inoculado con Btk. b) Inoculado con Bti.
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Si se analiza la produccion de células viables y esporas para cada una de las cepas el
comportamiento es similar en ambas. En la Figura 7.3a con Btk las células viables se
incrementan en las primeras 48 horas y posteriormente decrecen hasta un valor de
1.08+0.80 (10%) UFC g* MS, mientras que las fermentaciones comienzan sin presencia
de esporas en la matriz solida, siendo solo detectadas a partir de la primera muestra a las
24 horas de la fermentacion, con un méaximo a las 72 horas con valores de 8.15+0.46 (107)
esporas g! MS. Después de ese periodo, el recuento de esporas se mantuvo casi estable
hasta el final de la fermentacion.

En el caso de la cepa de Bti (Figura 7.3b), las células viables se mantienen constantes
desde un valor de 8.23+0.53 (10%) UFC g MS hasta las 48 horas, incrementandose a las
72 horas del proceso con un valor de 1.86+0.49 (10°) UFC g MS, es decir que alcanzan
valores superiores a las que se producen con Btk en las mismas condiciones. El perfil de
esporas para la fermentacion de Bti tiene un comportamiento similar al de Btk, carente de
esporas en el indculo y comenzando el proceso de esporulacion a las 48 horas, el valor
méaximo de contaje de esporas se produce a las 72 horas con un valor de 7.10+0.54 (10%)

esporas g* MS.

Asi, en la cepa de Btk el incremento maximo que se produce de células viables es de 2.65
veces la inicial a las 48 horas, pero al final del proceso disminuyen hasta 0.34 y con la
cepa de Bti se produce un incremento al final del proceso de 1.55. Este incremento al final
del proceso de células viables de Bti con digestato ocurria igual que en el medio de cultivo
con nutriente Broth, puesto que la velocidad de crecimiento de Bti es mayor (se encuentra
detallado en el Capitulo 3, apartado 3.1.2.2. Preparacion del indculo: reactores de 0.5-L).
El aumento de esporas es superior en un orden de magnitud en Bti que en la matriz sélida
con Btk. De aqui se podria afirmar que Bti tendria mayor efecto biopesticida que Btk, ya
que el nimero de esporas es superior y éstas se han relacionado con el efecto biopesticida
del cristal proteico (Bravo et al., 2011). El porcentaje de esporulacion que se produce en

cada caso es de un 66 y un 55% respectivamente, Btk y Bti.
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Tabla 7.1. Principales parametros de la FES en el Sistema de Fermentacidn | con digestato estéril, higienizado y congelado, inoculados con Btk y Bti.

Parametros Unidades Btk BU

Estéril Higienizado Congelado Estéril Higienizado Congelado

Humedad inicial (%, bh) 67.0£0.2 62.5+0.4 65.940.3 67.0+0.2 62.5+0.4 65.9+0.3
Humedad final (%, bh) 69.9+0.8 71.940.7 67.010.2 69.9+0.8 71.9+0.7 67.0+0.2
Materia organica inicial (%, bh) 75.0£0.5 60.3+0.7 64.3+0.2 75.0£0.5 60.3+0.7 64.3+£0.2
Materia organica final (%, bh) 61.0+0.7 65.0+0.5 55.840.9 61.0+0.7 65.0+£0.5 55.8+0.9
pH inicial (1:5) - 8.85+0.01 8.83+0.01 8.90+0.01 8.85+0.01 8.83+0.01 8.90+0.01
pH final(1:5) - 8.76+0.01 8.81+0.01 8.72+0.01 8.76+0.01 8.81+0.01 8.72+0.01

CE inicial (1:5) (mScm?) 1.92+0.01 1.84+0.01 1.93+0.01 1.92+0.01 1.84+0.01 1.93+0.01
CE final (1:5) (mScm?) 2.15+0.01 2.10+0.01 2.32+0.01 2.15+0.01 2.10£0.01 2.3240.01
sOUR (mg O, g DM ht) 0.80+0.08 2.700.52 2.02+0.83 1.03+0.25 1.51+0.60 1.23+0.90

CcocC (mg O; g* DM) 100 134.6 253.8 90.45 123.45 263.67

Células viables iniciales

(UFC g: DM)

3.20+0.10-(10°)

1.59+0.10-(10°)

3.84+0.23-(10°)

8.23+0.53-(10°)

6.03+0.53-(10°)

4.47+0.40-(10%)

Células viables finales

(UFC g: DM)

1.08+0.80-(10°)

1.10+0.35-(10°)

7.62+0.23-(10°)

1.28+0.80-(10°)

7.60+0.35-(10°)

1.62+0.23-(10°)

Méx Células viables (72h)

(UFC g: DM)

8.49+0.21-(10%)a 2.08+0.10-(10%)b

9.25+0.86-(10°)

1.86+0.49-(10°)

2.010.54 (10°)

2.800.12-(10°)

Esporas iniciales

(esporas g™t DM)

Esporas finales

(esporas g™t DM)

7.10+0.53-(107)

3.410.34-(107)

1.31%0.27-(107)

7.10+0.54-(10%)

7.91+0.24-(107)

4.31+0.23-(10°)

Maéx Esporas (72h)

(esporas g™t DM)

8.15+0.46-(107)

4.49+0.43-(107)

1.310.27-(107)c

7.15+0.43-(107)

8.40+0.43-(107)

7.15+0.23-(10°)

Esporulacion (96h)

(%)

66

31

2

55

10

27

a: Maxima actividad de células viables es a las 48 horas.
b: Méaxima actividad de células viables es a las 24 horas.
c: Maxima actividad de células viables es a las 96 horas.
UFC: Unidades formadores de colonias.
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7.3.1.2. Efecto de higienizacion del digestato en la FES

En la Figura 7.4 se muestran los resultados de los procesos de FES de digestato
higienizado inoculando Btk (Figura 7.4a) y Bti (Figura 7.4b). La primera cepa de Btk se
encuentra representada en el Capitulo 4 donde se observd que el Btk es capaz de sobrevivir

en el digestato higienizado.

La Figura 7.4a presenta la actividad bioldgica del digestato higienizado inoculado con
Btk. Se observa un aumento méas rapido y elevado en la SOUR que en condiciones
estériles, debido a la mayor presencia de poblaciones microbianas en los reactores. El
valor maximo de sOUR se encontré a las 4.5 horas con un valor promedio de 2.70+0.52
mg O, gt MS h'. La Figura 7.4b presenta una actividad bioldgica menor con un valor de
SOUR de 1.51+0.60 mg Oz g* MS h! correspondiente a Bti. Es decir, en el caso de Btk
el valor de SOUR se incremento respecto al control 2.62 veces, mientras que el Bti fue de
1.46.

El perfil de células viables y esporas para Btk (Figura 7.4a) tiene su maximo crecimiento
celular a las 24 h con un recuento de células viables de 2.08+0.10 (108 UFC g MS, que
representa un aumento de 1.31 veces respecto al recuento celular inicial. Después de ese
momento, las células viables disminuyeron hasta el final de la fermentacion a valores de
1.10+0.35 (108) UFC g* MS. Mientras, para la cepa de Bti (Figura 7.4b) el maximo valor
de células viables se produjo a las 72 horas del proceso con un valor de 2.01+0.54 (10°)

UFC g MS, incrementandose su valor 3.34 veces la inicial.

En cuanto a la produccion de esporas, la fermentacion comenzo sin esporas en ambos
casos. El contenido detectado de esporas en el digestato con Btk (Figura 7.4a) se observo
después de las primeras 24 h de operacion, cuando las células viables comenzaron a
disminuir y las esporas aumentaron. ElI nimero de esporas alcanzaron su maximo a las
72 h de fermentacion, con un valor de 4.49+0.43 (107) esporas g MS. En la Figura 7.4b,
la cantidad de esporas en Bti aumentaron a las 24 horas con un valor de 9.55+0.34 (10°)
esporas g MS hasta su méaximo a las 72 horas del proceso consiguiendo un valor de
8.40+0.43 (10°) esporas g* MS.
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Figura 7.4. Perfiles de SOUR, células viables y esporas obtenidos en reactores de FES de 0.5-L con

digestato higienizado como sustrato para la produccion de biopesticidas. Los valores representados

corresponden a la media de tres fermentaciones independientes. a) Inoculado con Btk. b) Inoculado con

Bti.
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Al igual que ocurre con el medio comercial, en la fermentacion liquida, Bti crece de forma
maés répida en el digestato higienizado incrementando el nimero de células viables, pero
el proceso de esporulacion es més lento que en Btk, siendo el valor de esporas de Bti dos
ordenes de magnitud inferiores al Btk, teniendo, como valores de esporulacion al final del
proceso de 31y 10% respectivamente para el Btk y Bti. En los dos casos, digestato estéril
0 higienizado, los valores que se producen de células viables y esporas con el Bti son
relativamente bajos en comparacién con otros estudios como es el de Wu et al. (2014)
donde se producen unos valores a escala de laboratorio hasta 1.25+0.6-(10*) UFC g* MS
y 9.5+0.5-(10%%) esporas gt MS cuando se trabaja con un medio optimizado de residuo

para el crecimiento de hongos.

7.3.1.3. Efecto de congelacion del digestato en la FES

El digestato se congela para poder trabajar con lotes iguales de sustrato y tener menor
variabilidad de los experimentos, ya que al trabajar con un residuo tan heterogéneo y con
una gran cantidad de microorganismos resulta dificil conseguir las caracteristicas optimas

para el crecimiento de Bt.

En el digestato congelado de la Figura 7.2 se ha encontrado un valor de actividad de 2.17
mg Oz g* MS ht similar, al digestato sin tratamiento. Cuando se inocula el Bt se observa
que tanto en el digestato congelado inoculado con Btk como con el de Bti los valores de
SOUR son menores que en el control. En la Figura 7.5a, la fermentacion de digestato
congelado inoculado con Btk presenta un pico a las 6.5 horas del comienzo del proceso y
un valor de sOUR de 2.02+0.83 mg O2 g* MS h?, este pico disminuye también, con la
curva caracteristica de un digestato, llegando al final del proceso a valores de 0.90 mg O
g*MS ht. En el caso de la cepa de Bti con un digestato congelado (Figura 7.5b) el pico
se produce a las 5 horas con un valor de SOUR de 1.23+0.90 mg Oz g*MS h muy similar
al digestato higienizado con la misma cepa de Bti. En ambos casos, disminuye la actividad
respecto al control en 0.93 y 0.55 veces la inicial, pudiendo ser debido a que los
microorganismos presentes sin inocular Bt e inoculando varian en el digestato cambiando

la actividad bioldgica que se produce en el proceso de FES.
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Figura 7.5. Perfiles de sOUR, células viables y esporas obtenidos en reactores de FES de 0.5-L con
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corresponden a la media de tres fermentaciones independientes. a) Inoculado con Btk. b) Inoculado con Bti.
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Para la produccion de células viables y esporas en Btk (Figura 7.5a) en el digestato
congelado, el comportamiento es diferente a las estudiadas antes, el valor inicial de
células viables es de 3.84+0.23-(10%) UFC g MS incrementandose a lo largo de todo el
proceso de FES y a las 72 horas este valor es de 9.25+0.86-(10%) UFC g MS,
produciéndose un incremento de células viables de 2.41 veces. En cambio, el valor de
esporas alcanza su maximo a las 96 horas con un valor de 1.31+0.23 (107) esporas g* MS,
es decir, al final del proceso, debido a la limitacion de nutrientes, haciendo que parte de
las células viables esporulen durante el proceso de FES.

En el caso de la cepa de Bti (Figura 7.5b) las células viables comienzan con un valor de
4.47+0.40-(10%) UFC g! MS incrementandose hasta las 72 horas a un valor de
2.80+0.12-(10% UFC g MS, es decir un incremento de 6.2 veces la inicial. El valor de
esporas a las 72 horas no llega a ser tan elevado como en el caso estéril, pero si de la
misma magnitud, siendo de 4.31+0.28-(10%) esporas g MS, ya que puede ser que tanto
en el estéril como en el congelado exista menor competencia microbiana y Bti pueda
colonizar toda la matriz sélida. El incremento que se produce de células viables en el caso
de Bti es muy superior al de la cepa de Btk, mientras que el porcentaje de esporulacién
que se produce cuando el digestato se encuentra congelado es de un 10% en Btk y de un

27% en el caso del Bti.

7.3.1.4. Comparacion entre tratamientos

Los tratamientos realizados al digestato antes de inocular Bt para producir un bioproducto
con efecto biopesticida tienen diferentes efectos como se ha podido observar en los
apartados anteriores. Cuando se trabaja con digestato estéril, esta esterilidad ayuda a la
supervivencia y colonizacion de Btk y Bti a toda la matriz sélida, pero a medida que pasa
el tiempo de proceso los microorganismos que no han sido eliminados en la esterilizacion
pueden aparecer, compitiendo por los nutrientes con Bt y limitando su crecimiento. El
digestato congelado es una buena alternativa para poder almacenar el material sin que
éste pierda los nutrientes necesarios para el crecimiento del Bt (Paavola y Rintala, 2008).
Con un digestato higienizado ya se comprobé en el Capitulo 4 que Btk era capaz de
sobrevivir y esporular en un proceso de FES, al igual que ocurre ahora con Bti. La
higienizacion es obligatoria para eliminar patdgenos como se recoge en el Reglamento
EU Regulation 142/2011, y en comparacién con la esterilizacion supone menores costes

asociados al proceso de FES. A continuacion, se muestran los incrementos de células
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viables y esporas de cada uno de los tratamientos para cada cepa Btk (Figura 7.6a) y Bti
(Figura 7.6b).
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Figura 7.6. Incremento de células viables y relacion de esporas y células viables al final del proceso FES
inoculado con Bt usando como sustrato digestato para cada tratamiento estudiado. Diferentes letras
mayusculas indican diferencias significativas entre los valores obtenidos (p <0.05). a) Cepa de Btk. b)
Cepa de Bti.
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La Figura 7.6a muestra el resultado de la FES de digestato con la cepa de Btk habiendo
pasado por los distintos tratamientos. En esta figura se refleja que el incremento de células
viables al final de la FES respecto al inicial varia de un tratamiento a otro, siendo el que
mayor incremento de células viables produce el digestato congelado con un 1.98 veces la
inicial. En la figura se muestra también relacion de esporas con células viables obteniendo
una relacion menor con digestato congelado y siendo estadisticamente parecidas para el
digestato estéril e higienizado.

En la Figura 7.6b se muestran los incrementos de células viables y la relacién de esporas
y células viables para la FES sobre digestato previamente esterilizado, higienizado y
congelado con la cepa de Bti. Se puede ver que segun el incremento de células viables
ambas cepas se comportan igual, el incremento es superior cuando se trabaja con un
digestato congelado donde se llega hasta un incremento de 3.62, en este caso. Esto puede
ser debido a que otros microorganismos, contenidos en el digestato pueden ser
susceptibles a la congelacion y en el momento de inocular Bti los nutrientes quedan
disponibles para su desarrollo. En cambio, para las esporas, trabajar con digestato estéril
y congelado serian las mejores opciones, observandose que con digestato congelado el
valor de esporas llega a ser de 7.15+0.23-(108) esporas g* MS a las 72 horas del proceso

de FES, el mas elevado de todos los procesos de FES.

El digestato se puede conservar mediante congelacion si se quiere evaluar sobre un mismo
lote de digestato el crecimiento de Bt, ya que se observa que no se alteran las propiedades
del digestato cuando se conserva congelado durante un mes. Como pretratamiento tanto
congelado como esterilizado supone costes demasiados altos, mientras que la
higienizacion es necesaria (EU Regulation 142/2011). En todos los casos, esterilizado,

higienizado y congelado la cepa de Bti crece mas rapido y en mayor cantidad que Btk.

7.3.2. Sistema de Fermentacion I1: reactores aislados térmicamente de 10-L

Después de los resultados del Sistema de Fermentacion | (reactores de 0.5-L) con
digestato inoculando cada una de las cepas de Bt y las conclusiones obtenidas en el
Capitulo 5 de las estrategias de operacién con el Sistema de Fermentacion |l (reactores
de 10-L). Se decide estudiar si al trabajar con un material con mayor carga de materia

organica y con mas nutrientes puede incrementar la produccion de Bt y con ello el efecto
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biopesticida. En este caso y para seguir las pautas del Proyecto DECISIVE, se evalla
trabajar con una mezcla de sustrato, es decir, digestato y FORM con una relacion 50:50,

llenados hasta la mitad para disminuir el incremento de temperatura que se produce.

7.3.2.1. Bacillus thuringiensis variedad kurstaski

La Figura 7.7 muestra los resultados del proceso de FES en el Sistema de fermentacion
Il con reactores aislados térmicamente de 10-L: uno contiene como sustrato digestato
(Figura 7.7a) y otro digestato y FORM (Figura 7.7b) inoculados con Btk. En la Tabla 7.2
se recogen todos los valores de los distintos parametros caracteristicos del proceso de
FES.

En la Figura 7.7a se muestra que la SOUR que se produce es de 1.38+0.56 mg O, g*MS
h™a las 7 horas del proceso, manteniéndose constante a lo largo del proceso. Al tener una
SOUR relativamente baja el valor de la temperatura se mantiene estable sobre los
36.1+0.5°C, lo cual parece ser favorable para el desarrollo del Btk a lo largo del proceso.
Si se compara con la Figura 7.7b, un proceso de FES con digestato y FORM inoculado
con Btk, la SOUR es superior que al trabajar con digestato, teniendo un valor maximo de
6.69+0.97 mg O, g* MS h? a las 22 horas. Este incremento de actividad bioldgica se
relaciona con el incremento de temperatura que se produce en el mismo siendo de
52.07+0.5°C y que se mantiene entre las 24 y las 48 horas del proceso de FES. En la
Figura 7.7b se detecta un error de adquisicion de datos en el Software entre las 14 y 18
horas del proceso, no afectando al desarrollo del Btk. EI COC que se produce con
digestato es de 298.5+27.13 mg O, g*MS y con digestato y FORM de 398.5+35.91 mg
0. g*MS.

Si se comparan ambos residuos la SOUR, temperatura y COC se incrementan 3, 1.4 y
1.37 veces los valores cuando se trabaja con digestato y FORM. Este incremento de
temperatura es similar al estudiado en los Capitulos 5y 6 cuando se encontraba el reactor

completo con digestato donde ya se observo que Btk es capaz de sobrevivir y esporular.
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Figura 7.7. Perfiles de SOUR, células viables y esporas obtenidos en reactores de FES de 10-L para la

produccién de biopesticidas a partir de Btk. Los valores representados corresponden a la media de dos

fermentaciones independientes. a) Con digestato como sustrato. b) Con digestato y FORM como sustrato,
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Tabla 7.2. Principales parametros de la FES en reactores aislados térmicamente de 10-L usando como sustratos digestato y digestato con FORM inoculando Btk y Bti.

. . Btk Bti
Parametro Unidad Digestato Digestato y FORM Digestato Digestato y FORM
Humedad inicial (%, bh) 63.0+0.3 55.3+1.3 63.0£0.3 55.3+1.3
Humedad final (%, bh) 71.9+0.9 75.4+0.8 72.3+0.9 78.41+0.8
Materia organica inicial (%, bh) 73.0£0.5 82.7+0.7 73.0£0.5 82.7+0.7
Materia organica final (%, bh) 60.0+0.7 68.910.4 61.0+0.4 67.910.3
pH inicial (1:5) 8.95+0.01 8.78+0.01 8.35+0.01 8.70+0.01
pH final (1:5) 8.66+0.01 8.92+0.01 8.96+0.01 9.28+0.01
CE inicial (1:5) (mS cm™) 1.5240.01 2.48+0.01 1.82+0.01 2.68+0.01
CE final (1:5) (mS cm™) 2.35+0.01 3.03+0.01 2.55+0.01 3.13+0.01
sOUR (mg O, gt MS h™) 1.38+0.56 6.69+0.97 1.83+0.23 7.1940.30
CcoC (mg Oz g* MS) 298.5+27.13 398.5+35.91 290.3+24.20 399.01+34.01
Tmax (°C) 36.1+0.5 52.1+0.5 34.2+0.5 48.1+0.5
Células viables iniciales (UFC g* MS) 8.75+0.98-(10") 2.02+0.67-(10%) 4.18+0.91-(10" 3.84+0.73-(10%)
Células viables finales (UFC g* MS) 9.59+0.90-(10") 3.49+0.88-(10°%) 5.55+0.23-(10") 6.42+0.25-(10°%)

Esporas iniciales

(esporas g* MS)

7.78+0.12-(107)

2.55+0.28-(107)

1.93%0.27-(107)

5.060.23-(107)

Esporas Finales

(esporas g** MS)

8.67+0.91-(107)

9.75:0.17-(10°)

4.45+0.14-(10°)

1.51+0.87-(10°)

Esporulacion (72h)

(%)

90

26

>100

24
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Los perfiles de células viables y esporas se comportan de forma diferente cuando se
trabaja solo con digestato que cuando se utiliza digestato y FORM. En la Figura 7.7a con
digestato, las células viables tienen su mé&ximo a las 24 horas con un valor de
1.05+0.83(10%) UFC g MS vy posteriormente disminuyen ligeramente, teniendo un
incremento de células viables de 1.10 veces al final del proceso. Esta méxima actividad
de células viables se produce a la vez que la SOUR, manteniéndose después constante
durante todo el proceso. Las esporas se incrementan 1.12 veces la inicial, obteniendo un
valor al final del proceso de 8.67+0.91(10") esporas g MS, lo que implica, ademas, un
porcentaje de esporulacion del 90% debido a que los nutrientes que tiene el digestato se

acaban y la mayor parte de las células viables finales han adquirido su forma esporulada.

En la Figura 7.7b la matriz de digestato y FORM con Btk, el sustrato tiene mayor cantidad
de nutrientes y eso hace incrementar el valor de células viables al final del proceso con
un valor de 3.99+0.88-(10°% UFC g* MS, en ese momento el valor de pH tiene valores
ligeramente acidos (5.9), volviéndose alcalinos de nuevo cuando se comienza a producir
la esporulacién (Lima-Pérez et al., 2019). En este caso, las esporas tienen el mismo perfil
que las células viables, aunque de menor valor, consiguiendo una concentracion final de
esporas de 9.75+0.17-(10%) esporas g MS, estos valores suponen un incremento de
células viables y esporas de 18.22 y 38.20 veces el valor inicial, aungue el porcentaje de
esporulacién es de 26%, un porcentaje menor que con digestato debido a que no tiene

tanta limitacion de nutrientes y Btk en el ciclo vegetativo crece mas.

Como se puede observar en la Tabla 7.2 los valores obtenidos en células viables y esporas
al final del proceso de FES se incrementaron en mayor cantidad cuando se trabaja con
digestato y FORM, es decir los valores de células viables se incrementan 18.22 veces
cuando el sustrato es mixto y 38.20 veces el valor de esporas en la matriz sélida. Por lo
tanto, la importancia de trabajar con un sustrato con mayor cantidad de materia organica

biodegradable ayuda al desarrollo del Bt en el proceso de FES (Devi et al., 2005).

En estudios de Ballardo et al. (2017) con FORM se esperé a los 15 dias de proceso para
la inoculacion de Bt evitando las temperaturas terméfilas, ya que se observo que si se
mantiene el Bt durante largo tiempo a esas temperaturas desaparece. En este caso, los
valores de células viables y esporas se incrementaron 20.9y 11.7, respectivamente, siendo
los valores de células viables y esporas de 1.95+0.3-(107) UFC g MS y 1.7+0.3-(10)
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esporas g MS. En cambio, con digestato y FORM se observa que Btk puede soportar

temperaturas alrededor de 50°C durante un par de dias sin afectar a su desarrollo.
7.3.2.2. Bacillus thuringiensis variedad israelensis

La Figura 7.8 muestra el proceso de FES inoculando Bti con dos tipos de sustrato,
digestato (Figura 7.8a) y con digestato y FORM (Figura 7.8b), todos los datos del proceso
se recopilan en la Tabla 7.2.

El comportamiento de Bti sigue un proceso de FES similar al estudiado antes con Btk. En
la Figura 7.8a con digestato, la actividad biolégica aumenta hasta las 8 horas
aproximadamente, manteniéndose constante la SOUR con un valor de 1.83+0.23 mg O
g*MS h, y también una temperatura alrededor de 34.14+0.5°C, la cual es 6ptima para el
crecimiento del Bti, pero también para los microorganismos presentes en el digestato. Los
perfiles de células viables y esporas segun la Figura 7.9a con digestato dan un valor de
células viables maximo se produce de 2.12+0.42-(10") UFC g MS a las 48 horas y la
concentracion maxima de esporas coincide con el momento en el que la materia
biodegradable del digestato se ha consumido, es decir a las 72 horas con un valor de
4.45+0.14-(108) esporas g™t MS, produciéndose un incremento de 1.33 y 23.05 veces la
inicial.

El comportamiento de Bti es diferente cuando se trabaja con digestato y FORM como se
observa en la Figura 7.8b. La SOUR tiene un valor de 7.19+0.30 mg O, g*MS h?a las 30
horas, a partir de ese punto comienza a disminuir hasta el final del proceso que tiene un
valor de 1.87 mg O g*MS h. Se observa en la Figura 7.8b dos intervalos donde no se
recogen datos de SOUR debido a un error en la adquisicion de los datos del Software,
pero la produccidn de Bti no se ve afectada. Este incremento de actividad se refleja de la
misma forma en el incremento de temperatura con un maximo de 48.04+0.5°C alrededor

de las 30 horas.
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Las células viables aumentan desde el comienzo consumiendo todo los nutrientes
disponibles, aunque aumente la temperatura, debido a que el Bti es termoestable (Foda et
al., 2010), observando que a las 72 horas se produce la méxima concentracién de células
viables (6.42+0.25-(10%) UFC g MS), incrementandose hasta 16.72 veces la inicial.
Ademas, a las 48 horas del proceso de FES, se observa también un incremento de esporas
debido a que los nutrientes comienzan a agotarse como se observa en la SOUR, detectando
que las células viables a partir de ese momento se mantienen constantes, ya que no tienen
mas materia disponible que pueda ser consumida por Bti para su desarrollo. EI maximo
de esporas se produce al final del proceso con un valor de 1.51+0.87-(10°%) esporas g*
MS, incrementandose 29.83 veces la inicial.

Si se comparan ambos residuos el comportamiento es similar al evaluado con Btk
incrementandose la SOUR y temperatura en 3.5 y 1.4 veces cuando se trabaja con
digestato y FORM.

Comparando el comportamiento con cada sustrato, los valores de células viables y
esporas se incrementaron cuando se trabajé con un residuo con mayor materia
biodegradable como es el digestato con FORM. Los valores de esporas aumentaron hasta
dos ordenes de magnitud, obteniendo valores de 10° esporas g* MS. Estos incrementos
se pueden deber a que Bti es termotolerante y se adapta facilmente a altas humedades,
pudiendo desarrollarse con mayor facilidad que Btk (Foda et al., 2010). En otros estudios
utilizando residuos agroindustriales realizados con Bti los valores que se han llegado a
alcanzar optimizando el medio de cultivo y probandolo a una escala superior fueron hasta
2.52 (10'%) UFC g* MS (El-Bendary et al., 2016).

7.3.2.3. Comparacion de las dos cepas de Bt

Las caracteristicas de los inoculos utilizados de ambas cepas son similares, ambos Bt se

inoculan en una cantidad de 10" UFC mL™.

Cuando se trabaja con digestato, el comportamiento de ambas cepas es analogo, creciendo
un orden de magnitud de células viables en el caso de Bti, aumentando hasta 13.26 veces
la inicial y el Btk Gnicamente un 1.10. Para las esporas, ocurre de forma similar en la cepa
de Btk que crece hasta 1.12 veces la inicial, en cambio el Bti incrementa su valor hasta

23.05 veces las esporas iniciales, manteniéndose en un rango de 10% esporas g* MS. Esta
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tendencia se explica porque el digestato es un residuo muy biodegradado que no contiene
los nutrientes necesarios para que el Bt se desarrolle sin importar el tipo de cepa que se

utilice.

En cambio, cuando se trabaja con un sustrato que contiene el 50% de digestato y el 50%
de FORM se observa una evolucion diferente. El Btk crece en mayor cantidad el nimero
de esporas hasta 23.05 veces, mientras que el Bti lo hace hasta 29.83 veces con respecto
a la inicial, esto se debe a que la esporulacién de Bti se produce mas rapidamente. Como
ya se vio en el Capitulo 3 y en el Sistema de Fermentacion I, el Bti crece mas rapido en
el medio de cultivo Broth y también en el digestato, no dando tiempo al desarrollo de
células viables por la disminucion de nutrientes necesarios en la matriz solida. Al
producirse antes la esporulacion, el proceso lleva al Bti aumentar la cantidad de esporas
en dos 6rdenes de magnitud de 107 a 10° esporas g™t MS, en comparacion con la cepa de
Btk. No existen referencias donde se comparen cepas de Bt, dependiendo su produccion
en el tipo de residuo que se utilice. Por ejemplo, EI-Bendary et al., (2016) con residuos
agroindustriales al escalar el proceso lleg6 a encontrar una produccion de esporas de 2.22
(10°) esporas g™t MS superior a las esporas producidas con otros residuos para la cepa de
Btk (Zhang et al., 2011).

Los porcentajes de esporulacion con digestato son muy elevados, debido a que las células
viables al no tener materia organica suficiente comienzan a esporular. En cambio, los
valores de esporulacion con digestato y FORM son menores que los que se producen
cuando el reactor estd completamente Ileno como puede verse en la Tabla 7.2, lo que
puede implicar que el efecto de la cantidad de material en un reactor aislado puede influir

a la hora del desarrollo del Bt.

7.3.3. Caracterizacion del cristal proteico

Para evaluar el tipo y la cantidad de cristal proteico que se produce durante la FES en
reactores de 10-L se utilizan dos técnicas de seguimiento. La primera es la seguida por
Rahbani-Mounsef et al. (2014b) que consiste en la separacion de esporas y cristal por
tincion mediante azul de Comassie después de una serie de lavados de limpieza con
hexano del fermentado para eliminar agregados y separar las células viables y esporas del

cristal proetico como se muestra en la Figura 7.9.
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Figura 7.9. Imagen al microscopio de la separacion espora-cristal por el método de Rahbani-Mounsef et
al., (2014b) con aumento de 10x. a) Comercial Bactur®. b) Inéculo de Btk. c) Indculo de Bti. d)
Fermentado de FES con indculo de Btk. e) Fermentado de FES con inéculo de Bti.

La Figura 7.9a muestra la tincion del cristal proteico resaltado con circulos rojos del
producto comercial Bactur® utilizado para compararlo con el fermentado de Bt de ambas
cepas, Y a su vez con los indculos iniciales utilizados de Btk y Bti. La Figura 7.9b
corresponde al indculo de Btk y la Figura 7.9c¢ al indculo de Bti donde se observa la tincion
en azul de Comassie de los cristales que se han producido, pero no permite determinar el
tipo de cristal. En las Figuras 7.9d y 7.9e se observan los cristales que se producen en el
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fermentado. Se puede observar, en el caso de las muestras fermentadas que al ser una
muestra solida con agregados la determinacion con esta metodologia de la cantidad de
cristal no es posible ya que no permite cuantificarlo y tampoco determinar qué parte es
cristal y qué parte son impurezas o digestato. Lo interesante de la metodologia anterior es
poder separar los cristales del resto de material, pero se observé que no era posible con el

tipo de material con el que se trabajo.

La segunda técnica es la evaluacion de los cristales por medio de microscopio electrénico
(SEM) para determinar la cantidad de cristales que se producen y su tamafio. Como ya se
ha comentado en capitulos anteriores, el tamafio del cristal de Bt se encuentra entre 3a 5
um de largo y de 1 a 1.2 um de ancho (Soberon y Bravo 2007). Ademas, los cristales
pueden tener forma bipiramidal, plana rectangular, esférica o sin ninguna estructura
definida (Palma et al. 2017).

Como se observa en la Figura 7.10 el producto comercial Bactur® contiene cristales,
esporas y otros agregados utilizados para mantener las propiedades biopesticidas hasta su
uso. Esta es una de las diferencias que se encuentran con el material fermentado del
proceso de FES. La funcion de estas sustancias se puede explicar, por ejemplo, con la

influencia de la luz UV sobre la estabilidad del cristal, entre otras (Ruan et al., 2004).

Figura 7.10. Imagen al microscopio SEM del producto comercial Bactur®. a) Mezcla del producto

comercial Bactur®. b) Detalle del cristal proteico que contiene el comercial Bactur®.

Los cristales del producto comercial Bactur® son de la cepa Btk con unas medidas
aproximadas de 2.328 um de largo y 1.305 um de ancho. Las preparaciones comerciales

de Bt consisten en una mezcla formulada de esporas y cristales como se ha referenciado
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en distintas publicaciones (Marrone, 2007) que la presencia de esporas puede aumentar
la actividad biopesticida del cristal. El efecto potenciador de las esporas sobre la toxicidad
de los cristales se conoce desde hace muchos afios, aunque el mecanismo subyacente del

efecto sigue sin estar claro (Yezza et al., 2006a).

La mayoria de los aislamientos de Btk producen un gran cristal parasporal bipiramidal
(1.1 x 0.5um) que contiene una proteina Unica que casi siempre es toxica para los
lepiddpteros. Sin embargo, en algunos aislamientos de Btk, el cristal bipiramidal esta
acompafado por un cristal cuboidal mas pequefio y es toxico para los lepidopteros y los
mosquitos (Peart et al., 2000). La Figura 7.11 muestra diferentes iméagenes del final de la
fermentacion de FES donde se observan células viables y esporas (Figura 7.11ay b) y
cristales (Figura 7.11c y d).

Figura 7.11. Imagen al microscopio SEM del fermentado en reactores de 10-L con indculo de Btk.

a) Células viables y esporas de Btk. b) Detalle de las células viables de Btk. ¢ y d) Cristales proteicos de
Btk.

Lo que se puede apreciar de esta fermentacion es que no solo aparece Btk en la muestra,

sino que contiene también otros microorganismos como son cocos. Estas imagenes nos
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dan informacion de como es la cepa de Btk, tanto de sus tamafios como de la cantidad
relativa existente en la muestra. Las células viables de Btk tienen un tamafio de 3.26 um
de largo y 1.19 um de ancho, las esporas son de 1.642 um de largo y 536.6 nm de ancho
aproximadamente y el cristal es de 2.545 um de largo y 1.073 pum de ancho con una forma
bipiramidal.

La mayoria de las cepas de Bti activas contra los mosquitos producen inclusiones
parasporales de forma esférica o irregular. EIl cuerpo parasporal de Bti es basicamente
esférico y tiene un promedio de aproximadamente 1 um de didmetro, con un rango de 0.7
a 1.2 ym (Peart et al., 2000). En la Figura 7.12 se observa el material final de la
fermentacion con digestato y FORM en reactores de 10-L inoculando Bti. Al contrario
que Btk, Bti es dificil de diferenciar tanto de células viables como de los cristales
proteicos.

Figura 7.12. Imagen al microscopio SEM del fermentado en reactores de 10-L con in6culo de Bti.

a) Células viables y esporas de Bti. b) Detalle de las células viables de Bti. ¢) Cristal proteico bipiramidal

de Bti. y d) Cristales proteicos esféricos de Bti.
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En la Figura 7.12a se observa que la muestra contiene diferentes microorganismos, entre
los que se encuentra el Bti. Los valores que se observan de células viables son de 2.858
pm de largo y 1.828 um de ancho, las esporas de son de 1.3 um de largo y 553.5 um de
ancho y los cristales que se observan en la Figura 7.12b y c, son bipiramidales y esféricos
de tamafio de 1.515 pm de largo y 815.3 um de ancho y didmetro de 1.006 um, de tamafios
como se describen en la bibliografia. Por lo tanto, después de evaluar la presencia de Bt
y el cristal a través de imagenes de SEM se puede decir que la FES produce un material
con propiedades biopesticidas atribuidas al cristal proteico presente.

7.4. Conclusiones
Los tratamientos aplicados al sustrato antes de la FES afectan a la actividad biologica del
material, disminuyendo cuando se esteriliza el material y manteniendose igual cuando se

congela el sustrato.

Estos tratamientos afectan de forma similar al crecimiento posterior de las dos cepas de
Bt, incrementandose los valores de células viables cuando se trabaja con digestato
descongelado. El valor de esporas es superior para digestato previamente esterilizado de

la cepa de Btk, y con digestato descongelado para la cepa de Bti.

La diferencia entre las cepas de Bt es que Bti se desarrolla mas rapido que Btk igual que
ocurria en medio liquido con el medio de cultivo comercial Broth. En este caso Btk llega
a producir una cantidad de células viables de 9.25+0.86-(10%) UFC g MS en digestato
congelado y de esporas de 8.15+0.46-(107) esporas g MS en digestato estéril,
produciendo una esporulacién del 66% al final del proceso. En cambio Bti crece un orden
de magnitud mas que el Btk, teniendo valores de células viables de 2.80+0.12-(10°%) UFC
g MS y de esporas de 7.15+0.23-(108) esporas g* MS en digestato congelado, pero una

esporulacién en el digestato estéril del 55%.

Por lo que respecta a los reactores de 10-L, se comprobd que trabajando con digestato
como sustrato, la temperatura alcanzada es la 6ptima para el crecimiento de Bt de ambas
cepas, pero existe una limitacion en los nutrientes necesarios. Por ello, cuando se trabaja
con un sustrato mixto (digestato y FORM) el crecimiento de Bt en ambos casos es

superior. En cambio, los porcentajes de esporulacion son menores debido al mayor
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incremento de células viables. Como la fase de esporulacion se diferencia en varias
etapas, es posible que se encuentre en una etapa previa en la que el cristal proteico se
encuentre dentro de la célula vegetativa y no se haya liberado por lo que se necesitaria un
tratamiento posterior para liberar el cristal ya formado. Asimismo, el Bti crece mas rapido
que el Btk en las mismas condiciones de fermentacion, siendo el valor de células viables
de 10° UFC g* MS en ambas cepas, y el valor de esporas de 108 y 10° esporas g* MS,
respectivamente para las cepas Btk y Bti con digestato y FORM.

Al comparar el producto comercial Bactur® con los fermentados de Btk y Bti se observa
que el producto fermentado tiene cristales proteicos que coinciden tanto con el comercial
como con la bibliografia encontrada para cada una de las cepas. La separacion por hexano
y la observacién al microscopio no permiten cuantificar la cantidad de cristal proteico de

Bt, Gnicamente detectar la presencia de éste en la fermentacion de FES.
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Capitulo 8 Extraccion y caracterizacion de la toxina de Bacillus thuringiensis

8.1. Introduccion

En este capitulo se presentan los resultados y técnicas aplicadas para caracterizar la toxina
producida por Bt con efecto biopesticida. El trabajo realizado esta relacionado con los
resultados obtenidos al final de los capitulos anteriores en la produccion de biopesticida,
y concretamente con los resultados proporcionados por el IRTA y ReFarmers en las

pruebas del efecto biopesticida a escala de laboratorio y de campo respectivamente.

El primer objetivo de este capitulo es optimizar la extraccion del biopesticida producido
mediante FES. La aplicacion de Bti como biopesticida se puede realizar directamente en
forma solida al suelo (las plagas sobre las que actla mayoritariamente Bti atacan al cultivo
a nivel de raiz), mientras que la de Btk se realiza en forma liquida (el biopesticida ataca a
las plagas que afectan a las hojas y el tallo de la planta), lo cual hace necesario una
extraccion una vez terminado el proceso de FES. Esta extraccion se ha realizado en los
capitulos anteriores para contabilizar las células viables y esporas en una relacion 1:10 de
solido:liquido utilizando la solucion Ringer® como liquido para la extraccion. Para
disminuir los costes, la cantidad a almacenar y facilitar su transporte para posterior uso
se probaran diferentes proporciones de extraccion: 1:10, 1:5, 1:2 y 1:1, con dos medios

liquidos diferentes, Ringer® y agua destilada.

El segundo objetivo es incrementar la accion del biopesticida producido en FES y se
plantea ante los resultados de los bioensayos realizados frente a P. interpunctella y Pieris
brassicae (Capitulo 6 apartado 6.3.5) donde no se obtuvo el efecto deseado. Por ello, se
aplicaron una serie de tratamientos después de la FES, siguiendo dos estrategias
diferentes: la primera consiste en una disrupcion de las células viables del Bt que
contienen el cristal proteico con efecto biopesticida. En este caso, el cristal proteico
quedaria liberado para actuar contra las plagas. La segunda estrategia incluye, después de
la disrupcidn, una etapa posterior de liofilizacion del producto para poder conservarlo y
transportarlo para su posterior uso. En ambas estrategias se aplica la técnica de extraccion
mediante hexano para la recuperacion de los cristales de Bt. Esta extraccidn es un método
simple basado en la caracteristica hidréfoba que tienen las esporas pudiendo separarlas

de los diferentes cristales (Rahbani-Mounsef et al., 2014b).

La recuperacion de estas toxinas, a partir de los cristales proteicos, después del proceso

de fermentacion se considera el principal desafio para la obtencion de un producto de Bt
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con efecto biopesticida. Asi, se realiz6 una purificacion a los extractos con Ringer®
liofilizados de acuerdo a Rahbani-Mounsef et al. (2015) para extraer la proteina de Bt.
Una vez purificado se determind la cantidad de proteina total siguiendo el método de
Lowry y a través de una electroforesis se intenta detectar la proteina caracteristica de cada
una de las cepas de Bt, comparando con el producto comercial Bactur®.

8.2. Metodologia

8.2.1. Microorganismos
En este capitulo, todos los experimentos para la separacion del biopesticida donde se
entendera como tal todas las células, esporas y cristales proteicos, han sido realizados con

dos cepas diferentes de Bt, Btk y Bti.

8.2.2. Materiales
Se ha utilizado el material fermentado producido en los reactores de 10-L con digestato

y FORM vy con cada una de las cepas de Bt.

8.2.3. Extraccion de biopesticida
La extraccion del biopesticida (celulas viables, esporas y cristales de Bt) se realizé como
se explica en el Capitulo 3 de materiales y metodos, apartado 3.7. Las extracciones

realizadas siguen el esquema que se refleja en la Figura 8.1.

Extraccion 1:2

—  RINGER Extraccion 1:5
REACTOR 10-L Extraccion 1:10
(Digestato y Form) | |
MATERIAL FINAL Extraccion 1:2
— AGUA Extraccion 1:5

Extraccion 1:10

Figura 8.1. Esquema de las extracciones utilizadas.
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8.2.4. Obtencion del cristal

Se siguieron dos estrategias diferentes para la extraccion de la toxina que contiene el Bt
producido en el proceso de FES, tal y como se muestra en la Figura 8.2. Estas estrategias
fueron aplicadas a todos los liquidos resultantes de las extracciones en el medio liquido
Ringer® (1:2, 1:5y 1:10).

La primera Estrategia consistio en realizar una disrupcion sobre los extractos liquidos
para que el cristal proteico unido a la célula viable se libere y se obtenga mayor cantidad
de éste en el medio.

En la segunda Estrategia, un proceso de liofilizacion se aplico después de la disrupcion.
El material fue liofilizado para poder conservar el biopesticida producido con las mismas
caracteristicas durante mayor tiempo. Se evalué el porcentaje de recuperacion de células

viables y esporas después de la liofilizacion.

ESTRATEGIA 1 ESTRATEGIA 2
FIN DE FES FIN DE FES
L 4
' DISRUPCION
DISRUPCION ¥
‘ LIOFILIZACION
( ) , . 4 ‘
PC%RI\IIF}II%?(%\?(I)\I PURIFICACION
CON HEXANO

Figura 8.2. Estrategias para incrementar el efecto biopesticida del material resultante de la FES.

En ambas estrategias se realiz6 una extraccion con hexano como explic6 Rahbani-
Mounsef et al. (2014b) para separar el cristal proteico de las células viables y esporas. El
hexano, es un solvente organico hidrofébico que tiene la capacidad separar las células
viables, esporas y material agregado del cristal por gradientes de densidad, después de

una serie de lavados por ultracentrifugacion, atrapando las esporas y dejando los cristales
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libres. Después de la separacion con hexano, se evalud en ambas estrategias la cantidad
de células viables y esporas que quedaban al final de la purificacion para comprobar si
esta metodologia era Optima para un sustrato procedente de digestato y FORM
fermentado por FES, puesto que so6lo se ha utilizado en sustratos puros de Bt. El objetivo
es comprobar si esta metodologia es capaz de separar el cristal proteico del resto del

material para obtener un producto con menores impurezas y méas concentrado.

8.2.5. Determinacion de la proteina con efecto toxico de Bacillus thuringiensis

Se realiza una purificacion de la proteina con 250 mg de producto liofilizado, que fueron
suspendidos en 5 mL de agua milli-Q. Para el recuento de células viables y esporas se
utilizé una alicuota de 1 mL y con la suspension resultante se realizé la purificacion de la
toxina con NaOH de acuerdo a Rahbani-Mounsef et al. (2015) explicado en el Capitulo
3, apartado 3.6.3. La concentracion total de proteina fue determinada por el método de

Lowry. Como control positivo se utilizo el producto comercial Bactur®.

Las muestras analizadas fueron: producto comercial Bactur® diluido en agua segun las
instrucciones del fabricante, indculo de Btk, extracto del fermentado de digestato y FORM
inoculado con Btk, inoculo de Bti, extracto del fermentado de digestato y FORM

inoculado con Bti de muestras disruptadas y disruptadas y liofilizadas.

Se realiza una electroforesis para caracterizar las proteinas producidas de cada una de las
cepas de Bt y comparar con las producidas en FES, teniendo como referencia el producto

comercial Bactur®.

8.2.6. Analisis estadistico

Se aplica un analisis estadistico con una recta de regresion para los resultados de la
extraccion del biopesticida. Los valores que se sometieron a regresion fueron los
logaritmos de las células viables y logaritmos de las esporas al final de la FES, tanto para
la cepa de Bti y como la de Btk. Se utilizan dos parametros variables: dilucién que se
realiza pudiendo ser 1:2, 1:5y 1:10, y liquido extractante siendo Ringer® y agua. A las
diluciones se les da un valor de 2, 5y 10, respectivamente; y al liquido extractante 1y -

1, obteniendo diferentes rectas de regresion para la extraccion al final de la FES.
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8.3. Resultados y discusion

8.3.1. Extraccion de biopesticida: cepa de Bacillus thuringiensis variedad kurstaki

Después del proceso de FES para producir biopesticida derivado de Bt, se deben extraer
las células viables, esporas y cristal con efecto biopesticida. A lo largo de toda la tesis
esta extraccion se ha realizado segun las técnicas tradicionales de microbiologia utilizadas
anteriormente por Zhuang et al. (2011) y Zhang et al. (2013). Esta extraccion se realiz6
con una relacién de solido: agente extractante, (1:10) con la solucion salina de Ringer ®.
En este apartado, como ya se ha comentado, se han probado distintas relaciones de
extraccion y de solventes. En la Figura 8.3 se observan los porcentajes de células viables
de Btk respecto al extracto 1:10 de Ringer® obtenidas en las diferentes extracciones

realizadas sobre el material de FES a distintos momentos.

a) 0 horas b) 24 horas
120 120
= Ringer mmmm Ringer
100 | | s Agua 100 | | memm Agua
80 80
3 )
@ 60 - @ 60 -
BN BN
40 4 40
20 I 20 I
O 0 ,4'_-
E 1/2 E 1/5 E 1/10 E 1/2 E 1/5 E 1/10
c) 48 horas d) 72 horas
120 120
= Ringer mmmm Ringer
100 | | s Agua 100 | s Agua
80 4 80 1
K K
60 - @ 60 -
S BN
40 4 40
20 20
0L —m 0
E 1/2 E 1/5 E 1/10 E 1/2 E 1/5 E 1/10

Figura 8.3. Porcentajes relativos de extraccion de células viables de la FES con inéculo de Btk en
relacion con la extraccién 1:10 de Ringer® para distintas relaciones de sélido:solvente a diferentes

tiempos del proceso. a) 0 horas. b) 24 horas. ¢) 48 horas. d) 72 horas.
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Las mismas pruebas se realizaron para la extraccion de esporas. La Figura 8.4 muestra
los porcentajes de esporas extraidas en funcion de la dilucion utilizada y el liquido
extractante en momentos puntuales de la FES de Btk con digestato y FORM.

a) 0 horas b) 24 horas
120 120
= Ringer mmm  Ringer
100 1 | Agua 100 | |= Agua
us T
80 - 80 |
¥ ¥
X 60 4 X 60 1
X X
40 A 40 -
20 ﬂ 20 |
) [ | N 1 |
E 1/2 E1/5 E 1/10 E 1/2 E 1/5 E 1/10
c) 48 horas d) 72 horas
120 120
mmmm Ringer = Ringer
100 1 | === Agua M 100 1| e=== Agua
80 80 |
¥ ¥
X 60 4 X 60 4
X 8
40 A 40 A
20 | 20 |
0 - w 0 -
E 1/2 E1/5 E 1/10 E 1/2 E 1/5 E 1/10

Figura 8.4. Porcentajes relativos de esporas extraidas de la FES con indculo de Btk en relacién con la
extraccion 1:10 de Ringer® para distintas relaciones de sélido: solvente a diferentes tiempos del proceso.
a) 0 horas. b) 24 horas. ¢) 48 horas. d) 72 horas.

En este caso, laratio 1:2 no se ve tan influenciada como en las células viables, los valores
en todos los momentos de la fermentacion se encuentran alrededor del 20% en relacion
con la extraccién control. Al aumentar la extraccién a 1:5 los valores de células viables
se incrementan con Ringer® al avanzar la fermentacion, alcanzando un valor hasta el
90%, en cambio con el agua destilada este valor se mantiene en un rango del 20-40% en
comparacion con el control. En la extraccion 1:10 con agua se obtiene un 80-90% de

esporas en comparacién con el control.
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En todos los tiempos de proceso y en todas las proporciones de solido:liquido, la cantidad
de esporas extraidas es superior con Ringer®. En ninguno de los casos analizados se
supera el 100% con respecto al control de extraccion 1:10 con Ringer®, aunque los

valores con agua destilada para esta proporcién son elevados.

Los resultados obtenidos en ambos casos, células viables y esporas se sometieron a una
regresion lineal con Miniab12®, tal y como se explica en la metodologia de este capitulo.
Para las células viables con la Ecuacion 8.1, existe una cierta correlacion entre los
resultados, (R?=0.83) siendo la variable que mas afecta a la extraccion el agente

extractante utilizado, mejorando la extraccion cuando se realiza con Ringer®.
UFCg¢, =9.39+0.0277 A+ 0.133 B Ecuacion 8.1.
R? =0.83
Donde:

—  UFCgu: Log (UFC g*MS).
— A: Ratio de dilucién tomando valores (1:2, 1:5y 1:10).

— B: Liquido extractante (Ringer o agua destilada) tomando valores (1, -1).

En la Ecuacién 8.2 se muestra la relacion que existe para la extraccion de las esporas a
partir del logaritmo de estas al final de la fermentacion, influyendo igual que ocurre con

las células viables, el agente extractante.
ESPgy = 8204+ 0.105A + 0.111 B Ecuacién 8.2.

R? = 0.83

Donde:

— ESPg«: Log (espora gtMS).
— A: Ratio de dilucién tomando valores (1:2, 1:5y 1:10).

— B: Liquido extractante (Ringer o agua destilada) tomando valores (1, -1).

205



Capitulo 8 Extraccion y caracterizacion de la toxina de Bacillus thuringiensis

Por lo que, se puede concluir que para el Btk ninguna otra relacion, ni otro extractante es

mejor que el utilizado hasta ahora.

8.3.2. Extraccion de biopesticida: cepa de Bacillus thuringiensis variedad israelensis

Las pruebas realizadas a Bti fueron las mismas que las que se realizaron para Btk. Los

resultados obtenidos para células viables se plasman en la Figura 8.5y la Ecuacion 8.3y

siguen la misma linea que para Btk.

a) 0 horas
120
= Ringer
100 1 | Agua
80
T
@ 60
X
40 -
Li
0 i
E 172 E 1/5 E 1/10
c) 48 horas
120
= Ringer
100 1 | Agua
80 1
T
o 60 -
xR
40
20
0 Ma i 0
E 1/2 E 1/5 E 1/10

% Rel

% Rel

120

100

80

60

40 |

20

120

100 1

80

60

40 |
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b) 24 horas

mmmm Ringer
= Agua

E 1/2 E1/5 E 1/10
d) 72 horas
= Ringer
= Agua
E 1/2 E 1/5 E 1/10

Figura 8.5. Porcentajes relativos de extraccion de células viables de la FES con in6culo de Bti en relacion

con la extraccion 1:10 de Ringer® para distintas relaciones de sélido: solvente a diferentes tiempos del

proceso. a) 0 horas. b) 24 horas. ¢) 48 horas. d) 72 horas.

En este caso, se observa claramente que el mejor agente extractante es Ringer® y la mejor

relacion de sélido:solvente es de 1:10. Por el contrario, las proporciones 1:2 y 1:5 dan
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valores similares a lo largo de todos los tiempos, inferiores al 10% y como los obtenidos
con Btk. Si se comparan los tipos de agente extractante, el valor de células viables con
Ringer® es superior en todas las extracciones, en el caso de la extraccion 1:5 este valor
supera el 25%, en cambio con agua destilada los valores son inferiores al 15% de la
extraccion control. Por lo que respecta a la relacion 1:10, la extraccion con Ringer® y
agua es muy similar, oscilando los valores entre 65 y 95 % si se tienen en cuenta todos

los tiempos, aunque esta extraccion es superior cuando se trabaja con la cepa de Btk.

a) 0 horas b) 24 horas
120 100
mmmm Ringer === Ringer
100 1 | == Agua T go | |== Agua
80 =
Ko z %0
£ o g
> > 40 |
40 A
20 | 20 | i
0 ‘ L. S | ‘
E 1/2 E 1/5 E 1/10 E 1/2 E 1/5 E 1/10
c) 48 horas d) 72 horas
120 120
== Ringer = Ringer
100 1 | == Agua T 100 1| e Agua .
80 - 80
¥ ¥
60 4 @ 60 -
=3 =3
40 | 40 |
S 2| ﬂ m
0 : : : 0 - ﬁ
E 1/2 E 1/5 E 1/10 E 1/2 E 1/5 E 1/10

Figura 8.6. Porcentajes relativos de esporas extraidas de la FES con in6culo de Bti en relacion con la
extraccion 1:10 de Ringer® para distintas relaciones de solido: solvente a diferentes tiempos del proceso.
a) 0 horas. b) 24 horas. ¢) 48 horas. d) 72 horas.

207



Capitulo 8 Extraccion y caracterizacion de la toxina de Bacillus thuringiensis

La Figura 8.6 muestra los valores de porcentajes de extraccion de esporas para cada uno
de los tiempos de la fermentacion con Bti. Las extracciones de 1:2 y 1:5 siguen un perfil
similar en todos los tiempos de la fermentacion, siendo superior cuando se realizan con
agua. Los valores se encuentran entre el 50-60% en relacion con el control. En cuanto a
la extraccion 1:10 con agua alcanza valores entre el 75y el 90% en comparacion con
Ringer®, valores ligeramente superiores que los que se producen con Btk, siendo la mejor
extraccion utilizando Ringer® en una ratio 1:10, aunque con el resto de las extracciones

los valores son ligeramente superiores que los que se producen con Btk.

De la misma forma que se realizé el analisis estadistico para la cepa de Btk, se hizo para
la de Bti. Es decir, se realiz6 una regresion lineal con los parametros de dilucion y liquido
extractante, tanto para el logaritmo de las células viables (Ecuacion 8.3) como de las
esporas (Ecuacion 8.4). Se obtuvieron unos factores de correlacion de R?=0.88 y R?=0.82,
para celulas viables y esporas, respectivamente. Ambos se consideran elevados al tratarse
de valores experimentales. Para las células viables, al igual que para la cepa de Btk, la
influencia del agente extractante es mayor que el de la dilucion. En cambio, para las

esporas el liquido extractante afecta mas que la ratio utilizada.
UFCg; = 8.75 + 0.142 A + 0.0685 B Ecuacion 8.3
R? =0.88
Donde:

— UFCai: Log (UFC g*MS).
— A: Ratio de dilucién tomando valores (1:2, 1:5y 1:10).

— B: Liquido extractante (Ringer o agua destilada) tomando valores (1, -1).

ESPg,; = 8.00 4+ 0.101 A+ 0.293 B Ecuaci6n 8.4
R? =0.82
Donde:

— ESPgii: Log (espora g*MS).
— A: Ratio de dilucién tomando valores (1:2, 1:5y 1:10).
— B: Liquido extractante (Ringer o Agua destilada).
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Los valores obtenidos en todas las extracciones afirman que el mejor método de

extraccion del biopesticida producido se realiza con Ringer® en relacion 1:10.

La extraccion 1:1, valorada al comienzo de los experimentos, se descartd porque generaba
un barro que dificultaba el conteo de células viables y esporas, y era poco manejable para

su posterior aplicacion en campo.

8.3.3. Obtencion del cristal proteico
En este apartado se explican los dos métodos seguidos para obtener y caracterizar la
toxina de Bt como biopesticida.

8.3.3.1. Efecto de disrupcion y purificacion con hexano

La disrupcion o ruptura de estructura celular (lisis) mediante ultrasonidos se utiliza para
la extraccion de compuestos intracelulares o para la inactivacion microbiana, liberando
las proteinas de las células bajo una sonicacion intensa (Corts et al., 2019). Por lo que se
aplico esta técnica a los extractos con Ringer® para liberar el cristal proteico que contiene
el Bt y que es el responsable del efecto tdxico, para asi facilitar su actividad como

biopesticida a partir del producto obtenido en la FES.

La disrupcion se realiza sobre cada uno de los extractos de FES de las extracciones con
el solvente Ringer®, 1:2, 1:5y 1:10. En la Tabla 8.1 se muestran los valores de células
viables y esporas después de la disrupcion. Se observa que el valor de células viables
disminuye, pues se consigue que éstas se lisen. Esta transformacién implica que al lisar
las células viables que tenian ya los cristales formados, los liberen al medio,
incrementando asi el efecto biopesticida. Si se relaciona el numero de células viables
después de la disrupcion con los valores del final de la FES, obtenemos en valor absoluto
disminuciones de 0.05, 0.03 y 0.01, respectivamente a las diluciones con Ringer® 1:2,
1:5y 1:10.
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Tabla 8.1. Valores de células viables y esporas después de la disrupcion para cada extracto de Btk.

Extraccion 1:2

Extraccion 1:5

Extraccion 1:10

Células viables (UFC g™ MS)

Inicio FES 4.59+0.19 (10°) 3.13+0.48 (10°) 5.75£0.22 (10°)
Final FES 4.40£0.11 (10°) 8.06+0.61 (10°) 2.93+0.24 (10°)
Disrupcion 2.30+0.19 (107) 2.37+0.88 (107) 4.23+0.67 (107)
Purificacion con 7.53+0.37(10°) 1.10+0.57 (10°) 1.50+0.78 (10°)
hexano
Esporas (esporas g MS)

Inicio FES 2.60+0.15 (10°) 8.960.37 (10°) 1.32+0.44 (10"
Final FES 1.46%0.29 (10°) 3.17+0.24 (10%) 1.07+0.91 (10
Disrupcion 3.52+0.67 (10 2.25+0.37(10°%) 6.74+0.44 (10°)
Purificacion con 8.51+0.20(10°) 5.13+0.12 (10°) 8.54+0.51 (10°)

hexano

En cambio, para las esporas, la disrupcion afecta positivamente, es decir, muchas de las
células viables que existian liberan la espora, que es su forma de resistencia. Como otros
autores ya han comentado un valor de esporas unido a los cristales favorece el efecto
biopesticida del Bt (Foda et al., 2010). Los incrementos que se producen de esporas para

las diluciones de 1:2, 1:5y 1:10 son de 2.4, 7.1y 6.3, respectivamente para cada dilucion.

Cuando se trabaja con la cepa de Bti el comportamiento de disrupcion es igual que con
Btk. En la Tabla 8.2 se muestran los valores de células viables y esporas al final de la
disrupcion, en este caso el valor de células viables disminuye en mayor cantidad que para
Btk, hasta 0.43, 0.11 y 0.21 para las extracciones de 1:2, 1:5y 1:10. Como ya se observo
con Btk, las esporas aumentan hasta dos Ordenes de magnitud, observando unos
incrementos para las diluciones 1:2, 1:5y 1:10 en valor absoluto de 178.6, 73.8 y 132.8
veces de esporas finales de la FES, respectivamente. Si se compara con Btk, la cepa de
Bti es mas susceptible al proceso de disrupcion puesto que los incrementos de esporas son

hasta 70 veces superiores a los valores de Btk.

Todos estos datos son dificiles de comparar con estudios sobre fermentacion y residuos
puesto que es una técnica que no se encuentra referenciada directamente para este tipo de
proceso. Ademas, tampoco se han encontrado estudios sobre los productos comerciales
de Bt que existen en el mercado, y que posiblemente utilicen esta técnica para producir
mayor cantidad de cristal proteico. Todos los valores de células viables y esporas desde

el inicio de FES hasta la purificacion con hexano se recogen en la Tabla 8.2.
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Tabla 8.2. Valores de células viables, esporas y porcentaje de recuperacion después de la disrupcion para
cada extracto de Bti.

Extraccion 1:5 Extraccion 1:10
Células viables (UFC g* MS)

Extraccion 1:2

Inicio FES 3.480.20 (10") 3.19+0.12 (10") 5.760.16 (10")
Final FES 1.76+0.91 (108) 7.82+0.19 (10 8.56+0.50 (10°)
Disrupcion 7.480.67 (10") 8.31+0.37 (10") 1.76+0.97 (10%)
Purificacion con 7.14+0.39 (10°) 1.3240.63 (10°) 1.67+0.93 (10°)
hexano
Esporas (esporas g* MS)

Inicio FES 9.77+0.19 (10°) 1.22+0.37 (10°) 1.33+0.44 (10°)
Final FES 1.36+0.29 (108 2.51+0.61 (10°) 2.81+0.17 (10%)
Disrupcion 2.44+0.15 (10%) 1.85+0.50 (10%) 3.74+0.44 (10%)

Purificacion con
hexano

8.80+0.20(10°)

5.11+0.37 (10

8.76+0.88 (10°)

Siguiendo la Estrategia 1, después de la disrupcion se realizo una purificacion con hexano
para separar por completo los cristales del resto del material. Lo que se pudo observar
con esta técnica es que se necesitan una gran cantidad de lavados del material para
eliminar todos los agregados que quedan de digestato y FORM. Auln realizando estas
limpiezas no se separan por completo las células y esporas del resto del material y
tampoco todos los agregados del sustrato. Por otra parte, si se realiza una mayor cantidad
de lavados, se termina eliminando todo el material que contiene, también los cristales. En
la Figura 8.7 se muestra el resultado obtenido mediante esta técnica donde se observa la

separacion de esporas y cristales en el indculo de Btk.

ESPORAS Y AGREGADOS

CRISTAL PROTEICO

Figura 8.7. Purificacion de la muestra con hexano. Prueba con indculo de Btk llevado a esporulacion.
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Se cuantificaron las células viables y esporas aln presentes después de la purificacion con
hexano sembrando en placa los productos finales para comprobar la efectividad de la
separacion. Se observo que el material estaba méas purificado, células viables en 1y 2
6rdenes de magnitud y esporas hasta 2 y 3 6rdenes de magnitud, pero aun asi existian
gran numero de células viables y esporas como se detallan en la Tabla 8.1 para el Btk y
en la Tabla 8.2 para el Bti.

8.3.3.2. Efecto de liofilizacién

El objetivo de liofilizar las muestras consiste en deshidratar el material para poder
almacenarlo y transportarlo con mayor facilidad sin perder las propiedades de la muestra.
Para ello, se deshidratan los extractos del producto obtenido de FES para convertirlos en
un polvo seco y comprobar si se mantienen las caracteristicas de antes de la liofilizacion,

a partir del porcentaje de recuperacion de células viables y esporas.

El efecto de liofilizacion se determiné a partir del porcentaje de recuperacion de células

viables y esporas al resuspender el material liofilizado.

En la Tabla 8.3 se muestran los porcentajes de recuperacion de células viables y esporas
para la cepa de Btk. Los valores de células viables disminuyen en todas las diluciones
hasta valores del 40.4% en la dilucion 1:2, esto se debe a que existe una pérdida de
material unido a una desestabilizacion de las células al someter el producto a ciclos de

congelacién y descongelacion, produciendo lisis celular (EI-Bendary et al., 2019).

Tabla 8.3. Valores de células viables, esporas y porcentaje de recuperacidn después de la liofilizacién
para cada extracto de Btk.

Extraccion 1:2 Extraccion 1:5 Extraccion 1:10
Células viables (UFC g* MS)

Liofilizacion 9.31+0.15(10% 1.48+0.37 (107) 2.25+0.25 (107)
Purificacion con 8.41+0.97(10%) 1.91+0.28 (10°) 2.64+0.11 (10°)
hexano

Recuperacion (%) 40.4 62 53

Esporas (esporas g MS)

Liofilizacion 2.25+0.91 (10°) 1.48+0.64 (10°) 6.01+0.20 (10°)
Purificacion con 3.13+0.31(10°) 6.53+0.74 (10°) 1.10+0.15 (107)
hexano

Recuperacion (%) 64 66 89
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En las esporas, el efecto de liofilizacion es menor, pudiendo recuperarse hasta el 89% en
el caso de la extraccion 1:10. Segln la bibliografia el proceso de liofilizacion también
afecta a las esporas, disminuyendo en gran parte cuando se vuelve a recuperar el material
(El-Bendary et al., 2019).

Para la cepa de Bti, el efecto de liofilizacion actda de la misma forma que para la cepa de
Btk como se observa en la Tabla 8.4. Los valores de recuperacion de las células viables
Ilegan a ser de hasta el 56% para la extraccion 1:5, logrando mantener los valores de

células viables en un orden de 10’ UFC g* MS.

Tabla 8.4. Valores de células viables, esporas y porcentaje de recuperacion después de la liofilizacion
para cada extracto de Bti.

Extraccion 1:2 Extraccion 1:5 Extraccion 1:10
Células viables (UFC g™ MS)
Liofilizacion 3.57+0.20 (10") 4.69+0.24 (10") 5.89+0.67(10")
Esxr;:((:)acmn con 48 56 33
Recuperacion (%) 8.90+0.19 (10°) 2.00+0.37 (10°) 3.48+0.91 (10
Esporas (esporas g MS)
Liofilizacion 1.65+0.10 (10%) 1.57+0.48 (10%) 3.20+0.12 (10%)
Esxr;fr:((:)acmn con 68 85 86
Recuperacion (%) 8.00+0.24(10°) 7.30+0.48 (10°) 1.39+0.17 (107

Las esporas de Bti pueden recuperarse hasta un 86% con una extraccion de 1:10, como se
observa en la Tabla 8.4. El conteo de esporas después de la disrupcién y después de la
liofilizacion en todas las extracciones realizadas se comportan de forma similar. Se
observo que para la menor dilucion la recuperacion es sélo del 68%, pudiendo deberse a
que un mayor volumen de liquido extrayente permite mantener las esporas en mejores

condiciones que cuando éste se limita.

En otros estudios como El-Bendary et al. (2019) la liofilizacion fue un método eficiente
para la recuperaciéon del Bt, y en consecuencia, de la toxina, aunque este método es

costoso cuando se aplica a gran escala.
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Después de la liofilizacion se realiz6 también la purificacion con hexano teniendo en
cuenta que el material se encontraba méas limpio que sin realizar el tratamiento como se
puede observar en la siembra de placa Petri de la Figura 8.8. Sin embargo, los valores que
se obtuvieron de células viables y esporas después de la purificacion con hexano eran
inferiores en ambas cepas, pero del mismo orden de magnitud, como se observa en la
Tabla 8.3 para el Btk y la Tabla 8.4 para el Bti.

Figura 8.8. Sembrado del fermentado de Btk liofilizado y purificado con hexano. a) Placa Petri colonias

de células viables de Btk. b) Placa Petri de esporas de Btk.

Con los valores obtenidos tanto de la disrupcion como de la liofilizacion se puede afirmar
que ambas estrategias utilizadas han sido satisfactorias. En primer lugar, con la disrupcion
se aumenta el numero de esporas y disminuyen las células viables que liberan el cristal
proteico y asi podria aumentar el efecto biopesticida. Y, en segundo lugar, la liofilizacion
permite obtener un producto seco con caracteristicas similares al producto después de la
disrupcion. Ademas, en este caso, se observd que el producto liofilizado se encontraba
sin otros microorganismos que compitieran con Bt o pudieran afectar a éste de forma

negativa.

8.3.4. Purificacion del cristal proteico: determinacion de la concentracion de la
toxina

La purificacion del cristal para determinar la concentracién de la toxina que contiene el
producto de la fermentacion se realiz6 con la técnica seguida por Rahbani-Mounsef
(2015), utilizando NaOH, que induce la sintesis de las proteinas que se encuentran en el

cristal proteico debido a que se alcaliniza. Esta purificacion se realiz6 en el material
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disruptado y posteriormente liofilizado. La técnica no fue realizada después de la
purificacién con hexano debido a la formacion de agregados y eliminacion de material

procedente de Bt.

En la tabla 8.5 se recogen los valores de células, esporas y proteina total de todos los

liofilizados analizados.

Tabla 8.5. Valores de proteina total de los liofilizados de producto comercial Bactur®, in6culos de Btk y
Bti y los fermentados de digestato y FORM de Btk y Bti.

Células viables Esporas Proteina total
(UFC g* MS) (espora g* MS) (mg g MS™)
Comercial Bactur® 6.40+0.40 (10°) 9.53+0.50 (10")  1.92 (10°)+0.02
In6culo de Btk 4.00+0.41 (10°) 1.23+0.30 (10%)  2.84 (10%)+0.14
Fermentado con Btk 5.00+0.70 (10°) 1.41+0.30 (10%)  2.92 (10*)+0.09
In6culo de Bi 4.80+0.10 (10°) 1.13+0.30 (10%)  3.07 (10%)%0.12
Fermentado con Bti 4.60+0.64 (10°) 1.61+0.53(10°%) 4.31 (10%)%0.09

Las concentraciones de proteina total de los fermentados e indculos son valores mas
elevados que los de la muestra del producto comercial Bactur®. Esto se debe a que los
liofilizados a partir del fermentado de FES con digestato y FORM pueden contener otras
proteinas que proceden del propio sustrato y no del Bt. Todos los extractos liofilizados
analizados se encuentran en un rango de células viables de 10° UFC g MS y de esporas
de 108 espora g MS.

La cepa de Btk con diferentes tipos de residuos ha llegado a producir una proteina total
hasta 3.5 (10-%) mg mL* con residuos industriales (EI-Bendary et al., 2016) y 2.3 mg mL"

! cuando se trabaja con residuo de cocina (Zou et al., 2016).

8.3.5. Determinacion de proteina producida por Bt mediante electroforesis

Con la técnica de electroforesis en gel de poliacrilamida se pretende separar las proteinas
segun la movilidad en el campo eléctrico. Concretamente, se utiliza para analizar el perfil
proteico de las muestras que contienen la endotoxina producida por Bt, determinando el
peso molecular de la proteina tdxica de Bt por comparacion con marcadores de peso

molecular conocidos.
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La cuantificacion de la proteina por banda (ver informe completo de cuantificacion sobre
el de electroforesis obtenido con Image Lab 6.0.1 correspondiente a la Figura 8.9 en el
Anexo Il) se muestra en la Tabla 8.6, calculada a partir de la proteina absoluta que
determina el programa y la cantidad de proteina puesta en el gel.

Estos resultados demuestran que las cepas de Btk y Bti contienen las proteinas que se
referencian en la bibliografia, y que ademéas aparecen en los extractos realizados en la
fermentacion de FES. Esto es debido a que las proteinas que conforman el cristal proteico
que produce Bt estan en el rango de 27 a 140 kDa (Poopathi y Kumar, 2003). Segun la
Tabla 8.6 se observa la presencia de dos proteinas en los rangos de 90 a 110 kDa y de 55
a 70 kDa en todas las muestras analizadas, la concentracion de dichas proteinas es mucho
menor en el nutriente Broth en comparacion con el resto de las muestras. Se observa que
una proteina de aproximadamente 135 kDa también esta presente en el producto
comercial Bactur®, en el inoculo de Btk y el fermentado de Bti. En este dltimo, se
encuentra en mayor concentracion que en el resto y llama la atencion que no se aprecia
en el indculo de Bti, por lo tanto, se podria asociar a que la fermentacion promueva la
sintesis de la proteina. También se detectan proteinas de 110-90 kDa en mayor valor en
el fermentado de Btk que en el indculo, por lo que se puede decir que se ha sintetizado
esa proteina como producto de la fermentacion. Proteinas de tamafo similar han sido
descritas con efecto biopesticida en lepidopteros (Zou et al., 2016), aunque los valores
son mayores en el indculo de Bti y su fermentado. La proteina de 60 kDa se encuentra en
el producto comercial Bactur® en mayor cantidad que el inoculo y fermentado de Btk y

en menor valor que para el indculo de Bti y su fermentado de FES.

De estos valores de proteinas se observa que la cepa de Bti produce una cantidad de
proteina mayor que el Btk. De los fermentados que contienen Bt en ambos casos las
cantidades de proteinas son superiores, esto se debe a que el sustrato utilizado también
contiene proteinas de otro tipo que pueden no corresponderse al cristal proteico de Bt, lo
que implica que se obtienen solo valores aproximados de la concentracion de la toxina

que produce Bt.
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Figura 8.9. Gel de electroforesis. M1, M2, M3: marcadores. C: Producto comercial Bactur®. B: nutriente
Broth. Btk: indculo de Btk. FBtk: fermentado con inéculo de Btk. Bti: indculo de Bti. FBti: fermentado con

indculo de Bti. Todas las muestras proceden de un liofilizado con un tratamiento de purificacion con NaOH.

En el caso de la cepa de Btk, la toxina producida es especifica para lepidopteros por lo
que se espera que contenga proteinas con pesos moleculares entre 129 a 140 kDa, las
cuales se acumulan en inclusiones cristalinas bipiramidales (Naimov et al., 2001)., como
las que se han observado por SEM en el Capitulo 7. Estas proteinas, cuando son activadas
por el medio ambiente alcalino, producen un fragmento téxico de 60 a 70 kDa. La cepa
de Bti tiene efecto toxico en dipteros, conteniendo las proteinas de peso molecular de 65
kDa en cristales cuboides parecidos a los que se muestran en las imagenes de SEM del
Capitulo 7. También Bti sintetiza proteinas de 134 kDa, 125 kDa, 67 kDa y 27 kDa
(Federici et al., 1990), estas proteinas son toxicas para los mosquitos (Delecluse etal,
1991). Cuando el rango es de 130 kDa, 70 kDa y 38 kDa puede tener forma bipiramidal,
cuboidal y esférica (Gitahy et al., 2007), como seria el caso del Bti, ya que las imagenes
de SEM del Capitulo 7 demuestran que existe esta forma en la cepa utilizada.
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Tabla 8.6. Proteina caracteristica de cada muestra liofilizada analizada.

MUESTRAS Bactur® ) Nutriente Broth Inbculo Btk Fermentado Btk In6culo Bti Fermentado Bti
(Producto comercial)
Cantidad Cantidad Cantidad Cantidad Cantidad Cantidad
Marcad/o r Proteina . Proteina . Proteina . Proteina de/ Proteina de/ Proteina de/
de Proteina (kDa) proteina (kDa) proteina (kDa) proteina (kDa) proteina (kDa) proteina (kDa) proteina
(kDa) (mg mL" (mg mL" (mg mL" (mg mL" (mg mL" (mg mL"
'-(10%)) '-(10%)) '-(10%)) '-(109)) t-(10%)) '-(10%))
140-110 135 9.9 129.3 3.9 132.4 2.7 - - - - 113.4 12.4
110-90 102.3 0.02 93.4 0.4 95.8 4.6 97 9.1 108.8 15.6 97 13.6
70-55 61.1 8.03 61.5 1.7 60 5.3 61 4.6 57.9 6.2 57 13.6
55-40 - - - - 52.7 1.65 449 9.2 46.1 1.9 43.2 6.9
30-20 - - - - - - 29.8 4.2 26.8 0.7 29 0.7
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De acuerdo con los resultados, se observa que con digestato y FORM, después de los
tratamientos de disrupcion y liofilizacion, se pudo determinar las proteinas que contiene
el cristal proteico con efecto biopesticida para plagas de lepiddpteros y dipteros.

8.4. Conclusiones

Se determind que la obtencién del extracto de FES con mayor conteo de células viables
y esporas corresponde a una relacion de sustrato: solvente de 1:10 con Ringer® como
solvente. Al correlacionar el solvente utilizado con la relacion de extraccion se concluy6
que el solvente utilizado influye mas que la ratio para Btk, mientras que para Bti es, al
contrario. Cuando la dilucion es menor, la cantidad de células viables y esporas de Bt

extraidas para ambas cepas es menor.

Los objetivos buscados de disrupcion y liofilizacion fueron satisfactorios para disminuir
las células viables e incrementar la produccion de esporas y en consecuencia desprender
el cristal proteico. En el caso de la disrupcién se observé una disminucion de células
viables e incremento de esporas. Para la liofilizacion se observo que para el porcentaje de
recuperacion del fermentado después de liofilizarlo se obtenia un 86 y 89% de
recuperacion de las esporas para el Btk y Bti, respectivamente lo cual es satisfactorio
porque se mantienen las propiedades del fermentado. La purificacién con hexano no es
favorable para un residuo como el digestato, ya que no se consigue separar por completo

los cristales proteicos de las esporas y células viables.

En cuanto a la cantidad de proteina total que se produce, los valores son mas bajos que
en otros estudios con residuos, pero a partir de la electroforesis se puede determinar que
ambas cepas de Bt producen las proteinas equivalentes para las plagas de lepiddpteros y

dipteros.
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Las conclusiones generales extraidas de este trabajo son las siguientes:

e La fraccion sélida de digestato de FORM puede ser utilizada para realizar una
fermentacion en estado sélido para la produccién de un producto con propiedades
biopesticidas a partir de Bacillus thuringiensis. En cambio, la fraccién liquida del
digestato no es Optima para el mismo fin debido a que la cantidad de nutrientes
que contiene es limitada y los valores de pH son elevados para el crecimiento y
esporulacién de Bacillus thuringiensis a través de fermentacién sumergida.

e La optimizacion del proceso en reactores aislados térmicamente de 10-L se ha
realizado estudiando diferentes estrategias de operacion, siendo la mas adecuada
aquella en la que se inoculd Bacillus thuringiensis al comienzo del proceso de
FES para que este microorganismo pueda aclimatarse y sobrevivir. En estas
operaciones se observo que la temperatura es un factor clave para la produccién
en FES de un biopesticida a partir de Bacillus thuringiensis.

e Lacomparacion entre reactores aislados y no aislados térmicamente con agitacion
proporciond como resultados que el Bacillus thuringiensis puede colonizar y
esporular en ambos reactores, obteniendo un producto final a partir de digestato
con una cantidad de células viables superior a 10°UFC g ' MS, y porcentajes de
esporulacion superiores al 84% en los reactores de 10-L, alcanzando el 97% en el
reactor de 22-L.

e El escalado del proceso se ha llevado hasta un reactor de 100-L sin aislamiento
térmico y con agitacion, en el que se incremento el contenido del material inicial
en esporas hasta 3 veces y se observo una esporulacion del 89%, mostrando
producciones de biopesticida a partir de Bacillus thuringiensis comparables a las
reportadas por otros autores. Estos resultados estan siendo evaluados actualmente
en una planta piloto de 200-L.

e Se han comparado dos especies de Bacillus thuringiensis en el proceso de FES,
comprobando que las dos proporcionan buenos resultados. La variedad kurstaki
ha mostrado efecto contra plagas de lepidopteros, (aplicada principalmente como
producto liquido en tallos y hojas) mientras que la variedad israelensis suele
aplicarse contra plagas de dipteros, que pueden atacar al cultivo a nivel de raiz
permitiendo aplicar el producto solido, tal como se obtiene de la FES. Los

diferentes tratamientos de esterilizacion, higienizacién y congelado del digestato

223



Capitulo 9 Conclusiones generales

afectan de forma similar al crecimiento posterior de las dos cepas,
incrementandose los valores de células viables cuando se trabaja con digestato
descongelado. La diferencia entre las cepas de Bacillus thuringiensis estudiadas
es que Bti se desarrolla mas rapido que Btk.

Las técnicas de disrupcion y liofilizacion para la extraccion y conservacion del
cristal proteico con efecto biopesticida de Bacillus thuringiensis dio resultados
satisfactorios. La disrupcion disminuyé el valor de células viables e
incrementando la produccién de esporas con la consecuencia de desprender el
cristal proteico. Mientras, a través de la liofilizacion se pueden mantener las
propiedades biopesticidas del fermentado y ser una forma de conservacion del
material.

El estudio de conservacion del material final de la FES para su posterior uso como
biopesticida suministré6 como resultados la posibilidad de almacenarse hasta 30
dias tanto en forma solida como liquida, pero siempre a una temperatura alrededor
de los 4°C. Si se mantiene en liquido la extraccion optima fue de 1:10 con la
solucion salina de Ringer®, ya que las esporas se incrementan y estas ayudan a
incrementar el efecto biopesticida en las plagas, al contrario que en la muestra
solida donde las esporas tienden a disminuir.

Los bioensayos realizados en diferentes plagas, Plodia interpunctella y Pieris
brassicae, demuestran que el bioproducto obtenido con Bt a partir de digestato
tiene propiedades biopesticidas en Pieris brassicae, pero no, en Plodia
interpunctella. Por lo que se deduce que su efecto como biopesticida depende del
tipo de plaga a la que se aplique el Bacillus thuringiensis y de la dosis suministrada
del bioproducto. La efectividad del biopesticida producido se esta evaluando en
el marco del proyecto DECISIVE con resultados positivos.

La purificacion y cuantificacién de la toxina fue satisfactoria, ya que a partir de
una electroforesis se pudo determinar que ambas cepas de Bacillus thuringiensis
producen las proteinas que afectan las plagas de lepidopteros y dipteros que se

referencian en la bibliografia.
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I. Analisis microbiolégico

Este informe de andlisis microbioldgico detalla las muestras analizadas, determinando por una
parte los pardmetros de enterobacteriaceae totales, coliformes totales, Escherchia coli,
Staphilylococcus aureus, Salmonella spp., Clostridium perfringens, Listeria spp., bacterias
lacticas, bacterias anaerobias totales, bacterias aerobias totales, hongos miceliares y levaduras
expresando los resultados Unidades Formadoras de Colonias por gramos de materia seca (UFC
gl MS). Y, por otro lado, los principales géneros de bacterias como de hongos que puedan

encontrarse en las muestras analizadas.

“ Universitat Autonoma de Barcelona
v

ANALISIS SOLICITADOS: ESTUDIO DE PARAMETROS MICROBIOLOGICOS DE
SEIS MUESTRAS

INFORME: Recibidas en el laboratorio seis muestras de referencias:

Muestra 1:
Muestra 1:
Muestra 3:
Muestra 4:
Muestra 5:
Muestra 6:

RESIDUQ INICIAL
RESIDUQ HIGIENIZADO (70°C, 1 hora)
TRAS 48h FERMENTACION
MUESTRA INOCULADA
MUESTRA TRAS 14h INOCULADA
MUESTEA TRAS 6 DIAS INOCULADA

Se procedio a la preparacion de las mismas con el fin de llevar a cabo el analisis
microbiologico de los parametros signientes

a.- Enterobacteriaceae totales

b.- Coliformes totales

d.- Staphylococcus aureus  e.- Salmonella spp.
g~ Listeria spp.

¢- Escherichia coli

f.- Clostridium perfringens
h.- Bacterias licticas i.- Bacterias anaerobias totales
j-- Bacterias aerobias totales k.-Recuento hongos miceliares |- Recuento levaduras

Las metodologias utilizadas son las utilizadas tradicionalmente en Microbiologia.

Los resultados obtenidos se resumen en las Tabla ndm. 1

Tabla nim. 1.- Resultados

Formadoras de Colonia (UFC/g). A: Ausencia *enl0g **enl5g

obtenidos. Los recuentos se expresan em Unidades

247

. Bacterias
Musstra Enrod. | Coliform. | E. coi* |5.*aurens| Sabmoneila | Liswriasp. | o | anaerobicas
%
.
Muestra 1 a1t 710" | Auwsemcia | Ausencia | Ausencia | Assencia 2510° x10*
| Muestra 2 dx10’ 1x10° | Ausencia | Ausencia | Ausemcia | Ausemcia 2zl 1x10°
Muestra 3 3zl 2x10° | Amsencia | Ausencia | Auwsencia | Ausemcia 1zl 7x10¢
Muestra 4 sx10° 4x10° | Amsencia | Ausencis | Ausencia | Ausencis Txl0’ 3x10°
Muestra 5 ax10’ 3x10" | Ausencia | Ausencia | Amsencia Ausencia Il 8x10°
Muestra 6 axl0® 4x10° | Ausencia | Ausencia | Awsencia | Awencia [T $310°
Muesta Bacterias c*. Hongos Baciilus
aerbbicas | perfHingens | filamentos. | Levaduras | churimgensis |

Muestra 1 sx10” Ausencia 1x10* a1 5D

\uestra 2 1x10* Auiencia 3xlot 210 NC

\uestra 3 3x10° Ansancis 310" 110’ NC

\uestra 4 4xld” Auisncia 3xl0” 410 1210

\Muestra 5 Txl0® Auzencia dxlo’ s210° 510"

\uestra 6 9x10° Ansancis sxl0° xlo’ 6x10"

Muestra 6 9x10” Auisucia 10’ #x10” 710




Referencias

” Universitat Autonoma de Barcelona

Los principales géneros tanto de bacterias como de hongos aislados han sido:

Muestra 1: RESIDUO INICIAL
Hongos: Aspergillus spp., Rhizopus sp., Penicillium spp., Saccharomyces sp.
Bacterias: Bacillus spp., Kocuria spp., Pseudomonas spp., Streptomyces sp.,
Thermus sp., Staphylococcus spp., Lactobacillus spp., Lactococcus spp.,
Clostridium spp, Serratia sp.

Entre las cepas del género Bacillus se detectan Bacillus subtilis y Bacillus
stearothermophilus fundamentalmente

Muestra 2: RESIDUO HIGIENIZADO (70°C, 1 hora)

Hongos: Aspergillus spp., Rhizopus sp., Penicillium spp., Saccharomyces sp.
Bacterias: Bacillus spp., Kocuria spp., Streptomyces sp., Thermus sp.,., Lactobacillus
spp., Lactococcus spp., Clostridium spp.

Entre las cepas del género Bacillus se detectan Bacillus stearothermophilus
Muestra 3: TRAS 48h FERMENTACION

Hongos: Rhizopus sp., Aspergllus spp., Fusarium sp., Saccharomyces sp.
Bacterias: Bacillus spp., Thermus sp., Lactobacillus spp., Lactococcus spp.,
Clostridium spp.

Entre las cepas del género Bacillus se detectan Baallus stearothermophilus
fundamentalmente.

Muestra 4: MUESTRA INOCULADA
Hongos: Aspergillus spp., Rhizopus sp., Fusarium spp., Saccharomyces sp.
Bacterias: Bacillus spp., Kocuna spp., Streptomyces sp., Thermus sp., Lactobacillus
spp., Lactococcus spp., Clostridium spp.

Entre las cepas del género Bacillus se detectan Bacillus subtilis, Bacillus
stearothermophilus y Bacillus thuringensis

Muestra 5: MUESTRA TRAS 24h INOCULADA

Hongos:  Aspergillus  spp., Rhizopus sp., Penmicilium sp., Fusarium
spp.,Saccharomyces sp.

Bacterias: Bacillus spp., Kocuria spp., Streptomyces sp., Thermus sp., Lactobacillus
spp., Lactococcus spp., Clostridium spp.

L]
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Entre las cepas del gémero Bacillus se detectan Bacillus subtilis, Bacllus
stearothermophilus v Bacillus thuringensis.

Muestra 6: MUESTEA TRAS 6 DIAS INOCULADA

Hongos: Aspergillus spp., Rhizepus sp. Penicillium sp., Fusarium spp.,
Saccharomyees sp.

Bacterias: Bacillus spp., Kocuria spp., Streptomyces sp., Thermus sp., Lactobacillus
spp., Lactocoeccus spp., Clostridium spp.

Entre las cepas del gémero Bacillus se detectan Bacillus subtilis, Bacillus
stearothermophilus v Bacillus thuringensis

Bellaterra, ocho de Julio de dos mil dicisiete

"-.){' II’cr""-'- ’
&
Fdo.: Dra. M. ANGELS CALVO

Labaratorie do Microhickogls Aplicads | medicambiental. lnaecrite con o séen. | como bboatorio Reoonocido por b Cmeraliss de
Catakemyn. Dureccis Goseral 4" Alimsentacsd, Crailimt i lnalustries
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1. Analisis electroforesis

Este informe se ha realizado con el programa Image Lab de BioRad ® y detalla las proteinas y
pesos moleculares de cada una de las muestras de los carriles. El valor se determina a partir del
volumen y la intensidad de la banda, teniendo una descripcién completa para cada carril. EI peso
molecular de la proteina y la concentracién de ésta en las mismas unidades que el marcador, en
este caso nanogramos para cada uno de los carriles.

Image Report: laboratori 2019-06-18 14hr 45min

C:\Users\Pequena\Downloads\laboratori 2019-06-18 14hr 45min.scn

Acquisition Information

Imagar Gal Doc™ EZ
Exposure Time (sec) 0.642 (Auto - Intenss Bands)
Application Coomassie Blue

Dark Type Referenced

Raf. Bkgd, Time (sec) (10

Flal Field Appiled

Sedal Number TI50R01196

Software Viarsion 4.0

lluminason Mode White Transilumination
Image Information

Acquisition Date 18/06/2019 2:45:50
Usar Name |aboeston

Image Area (mm) X: 1600 Y. 1078
Pixel Swe (jm) X: 1078 Y 1074
Data Rarge (Int) 870 - 3951
Analysis Settings
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Minualy craatied lanis

Bane datestion:
Aalamatically dalecind bancds weh sanaitivity: Low
nualy adjussad bands

Lani Background Subirmation:
Background subliracied with dilamni dish sizan

Larm wiith: \irisbin

hal, Warlght Analysis Sirvdand; Bio-Ried Procsion Pl
Stnrdand lara: firmt Ll
Fogransicn mathad: Paint s Paing (samklog)

Qaanaty Analysin Cunnlily Sandird Dands:
Lani 1 Band 3 Quantity 150.0
Lan 1 Band § Quantity TH0.0
Lan 1 Band B Cuantity 150.0
Crumniity mgressian mathan: Linase
Rogransion oquation; y = DO0TES *x - 141
R-mquarac vl RY = 0672053

Lane Statistics
Lane ba [ Ad]. Total Band | Total Bard Vot [ Ad], Tot Lana] Total Lare Vol [ Bhpd, Val, ()] Noe, Feciar
Vel (Inf) (It} Wl (int} {Imij

' aponznal 22707 180 Apaiam|  TRAGAI0[ 71032 b0 NI

2 TRALGTZ|  O0OGAOZE[ 11150184  ooas0A92) 65 .200.080 Wi

i PYrTRT] EERET TA2920] 02 060.80R] A5 74740 NI

[ 1678 ml 12143640 BBIZTTA| 0000728 BI175.152 i,

] EXTrETE] L H.227044]  AOOGIANE] B0HI7 442 NI

[ ATTOAM|  2Tea2272) 1320012 100200004] 03007 792 NI

7 SA0BA| 2400847E[ V80782 10ANRIAIE] 07 444 NI

] 207472 M4 EOBAD| 11808320 10465.108] 08 440 a0 NI

[ 2411248 17 016, 8,010,538 53808336 T 508,00 M

0 EXTEXT] =Y PN 64040 BOODARIZ] 74261482 NI

Lane And Band Analysis

Lane 1 - Blo-Rad Procision Plus

i:ﬂu'.* A i A: aa

v L] L i nim

Bared Mo | Bard Labal|  Mal, Wi Relative | A). Valume “olume | Abs. Quant.| Rel Quam Band % Lara
(KDa) Fron {Int) {Irt)

1 24010 0,028 104 AG0| 1 480, 50 2174 M a1 432

2' 1500 0,067 A6G.620) 2180400 mﬂ MiA na T
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] 10040 4118 1813400 2249 580 150.0 MNiA 6.0 4.1
4 760 0,185 4604200 3.060.000 T2 Mih 16.5 108
] 0.0 0321 AT BAD) F 360100 ] MNiA 1449 1003
<] ara 0438 249.000) 2221 560 NAT A TA 54
ki 28.0 O35 5063200 3665120 T MiA 154 M0
&) 2000 aTn 120.800) 1480820 150.0 MiA 40 28
EI 160 0BG 1640, 360) 2.166.300 228.9) Mih a2 4.3
'IEII 100 08w 400 BOD) 2 OE2 540 5900 MNiA 125 BT
Bana Daiection Automatically tatecied bands wih sensitivity: Low
Lane Backgroung Lare backgroursd sublracied with disk size: 70.7
Lane Wirdih 547 mm
Ragression Equation |Awﬁaaqummunm avalable for this mathod
Lane 2
e 1 s ) 4 J | r L
il A 4 A b
£ A Y -
I ez
A
e
[ 03 [T L i
Bard Mo, | Band Label Mal. W, Relative [An). Valume| Wolurne | Abs. Quant.| Rel. Quant. Band % Laires %%
(KDa) Front {Ina)| (It
1 2208 0,038 aX.416) 3.011.312 155 MiA A3 58
2 1363 0082 1.1089.760) 4638 040 1.4807.9 Mih 146 100
] a6 8 015 A51.820) B085TTE HTTE MNiA T3 4.9
4 7148 0,203 1.089.304) 4835640 1.014.7 Mih 140 85
A A6 0331 1,211,052 6205 864 2095 8 MiA 1.0 108
<] ara 0440 852 BER) 3633 8RR 10645 A Aa 58
ki 254 O 806 86F) 4181400 14689 MiA n4 TA
-] 182 0.7 441 048 40006 552 H73.5 MNiA 548 4.4
El| 163 0. BER AT.048) 2TE2.7T2 LEEN Mih 449 a3
'IEII 102 0,868 GO3A64) 3081672 1133 MNiA a1 62
Band Datestion Automatically cetecied bands wih sensitivity: Low
Lane Backgroung Lare backgrourd sublracied with disk siza: 70.7
Lane Widih T.33 mmi
Regression Equation |4 single aquaton is nod svalable for this mathod
Lane 3
3
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rm nas L | i im
Band Mo, | Band Labal Mol Wt Relative [Ac). Walume Wolume| Abs. Quant.) Rel Quant Band % Lara %
(KD} Front (It} ]
1 1350 0,06 A1 24 3 AE3424 14871 i ELN 124
2 1023 0120 4E21E 235375 3.5 A 15.6 5.9
3 E1.1 0.264 366.602( 2RAB2452 517.3 BIA 14.0 5.0
4 a3 0.307 190.740| 24719440 Fn A 73 27
5 1003 0.867 GE0.064( 5.229.084. 1.135.0 i m2 87
Band Dabection Aubomatically dabected bands with senaitivity: Low
Lane Backgrouna Lane background subtracied with disk see; 707
Lani Wadth 7.33 mm
Ragression Equation A single aquaton is not svalable for this mathod
Lane 4
et 1 1 s
;= _AA—4 . o .
I e
[T ol
-
v
b [F) i R 1N i
Band Mo, | Band Labal Mol Wt Relative [Ac). Walume Wolume| Abs. Quant.) Rel Quant Band % Lara %
(KD} Front (It} ]
1 1263 0.084 410176 2.281.328 816.5 Ll 2149 6.0
2 434 0,144 SE2A44( 3416.524 H23.5 A 78 T8
5 1.5 0264 274448 2040636 657 B 146 4.0
4 104 0,567 GG 4 424 B0 1.095,3 i 357 4.4
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4
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I11. Articulos cientificos

Este anexo incluye los siguientes articulos cientificos:

Cerda, A., Mejias, L., Rodriguez, P., Rodriguez, A., Artola, A., Font, X., Gea, T., Sanchez,
A., 2019. Valorisation of digestate from biowaste through solid-state fermentation to obtain
value added bioproducts: A first approach. Bioresource Technology. 271, 409-416.

Rodriguez, P., Cerda, A., Font, X., Sanchez, A., Artola, A., 2019. Valorisation of biowaste
digestate through solid state fermentation to produce biopesticides from Bacillus
thuringiensis Waste Management. 93, 63-71.
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ARTICLE INFO ABSTRACT

Keywords: Digestate from biowaste was assessed as a potential source of bioproducts of commercial and industrial interest
Solid state fermentation through solid-state fermentation. The targeted bioproducts were hydrolytic enzymes (cellulases and proteases
Diges'tate. from autochthonous microbiome), biosurfactants (sophorolipids produced from Starmella bombicola) and bio-
Valorisation pesticides (produced from Bacillus thuringiensis). Low cellulase production was observed within the range of
gizg:ﬁ:i 0.5-1.5FPU g~ ! DM while protease production showed two discrete peaks of 66 + 8 and 65 + 3Ug~ ' DM aI

3.5 and 48 h, respectively. Low sophorolipids production was also obtained, with a maximum yield of 0.02g g
DM using hygienised digestate supplemented with external sugar and fat sources. Biopesticides produced by B.
thuringiensis were successfully at 72 h of operation, reaching a maximum spore production of 8.15 * 0.04 (10”)
CFU ¢! DM and 2.85 + 0.22 (107) CFU g~ ' DM using sterile and hygienised digestate, respectively. These
biopesticides could contribute to the substitution of chemically produced pesticides, moving towards a sus-
tainable digestate management in a circular economy scheme.

1. Introduction

In the last years, the EU has developed legislation that affected the
waste management of organic materials. The Landfill Directive 199/31/
EC aims to divert waste disposal from landfills and the Waste Directive
2008/98/EC aims to develop a new waste management hierarchy that
promotes the use of wastes as secondary raw materials. In this context,
anaerobic digestion (AD) is a widely used technology that can produce
biogas, which contributes to the substitution of fossil fuels, providing a
highly efficient method for resource recycling that allows to close the
production cycle. However, the sustainability of AD processes will de-
pend on the ability of the plant operator to properly manage the di-
gestate remaining after the AD process (Dahlin et al., 2015).

Digestate is a heterogeneous material produced in large amounts
during the anaerobic digestion process (Dahlin et al., 2017; Monlau
et al., 2015). Nearly 95% of the digestate produced in Europe can be
used as organic fertiliser reducing the needs of for chemically produced
fertilizers (Fuldauer et al., 2018; Saveyn & Eder, 2013). Digestate ob-
tained from source selected biowaste is conventionally sent to com-
posting or to direct soil application, however its use is currently limited
due to nutrient content, quality of the digestate (Paavola & Rintala,
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2008), possible land contamination and, in some countries, the lack of
fertile land (Fuldauer et al., 2018). In this sense, a more sustainable
approach is proposed by the DECISIVE project (www.decisive2020.eu)
in terms of digestate management, considering this waste as a feedstock
for further biotransformation through solid-state fermentation in a
circular economy context.

Solid-state fermentation (SSF) is defined as a process that takes
place in a solid matrix in absence or near absence of free water (Thomas
et al., 2013). SSF is an attractive technology that allows the use of solid
substrates for biotransformation into value-added bioproducts (El-
Bakry et al., 2015). Hydrolytic enzymes (El-Bakry et al., 2015), bio-
surfactants (Jiménez-Pefialver et al., 2016; Vishal and Aniruddha,
2012), aromas (Martinez et al., 2017), biopesticides (Ballardo et al.,
2017; Monlau et al., 2015) or bioplastics (Castilho et al., 2009) have
been successfully produced by SSF using different organic wastes.
Conventionally, these bioproducts are produced in established and
highly controlled conditions using specific microorganisms, defined
substrates and carried out under sterile conditions which imply high
operational costs. In order to reduce these costs, authors have devel-
oped a SSF process carried out using non sterile and heterogeneous
solid substrates for the production of hydrolytic enzymes (Abraham
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et al., 2013; Cerda et al, 2017a), biopesticides (Ballardo et al., 2017)
and biosurfactants (Jiménez-Penalver et al., 2016). These authors re-
ported robust and reproducible processes working at laboratory, bench
and pilot scale (Abraham et al., 2017; Ballardo et al., 2017; Cerda et al.,
2017b; Martinez et al., 2018). A first approach to biowaste digestate
valorisation via SSF has been recently proposed by Mejias et al. (2018)
for cellulase and xylanase production using Trichoderma reesei, which is
a well-known cellulase producer. However, these authors found low
productivities mainly due to the poor nutritional quality of digestate.
Thus, it seems interesting to further assess the potential of digestate as a
source for the production of different specific bioproducts. Developing
bio-based products represents economic and environmental benefits
such as the replacement of chemically produced or fossil fuels derived
materials, which is of great relevance in the circular economy concept.
In this context, the main goal of this work is to assess the potential
of digestate without any pretreatment as a source of value added bio-
products by means of solid-state fermentation. A screening of biopro-
ducts with industrial interest was carried out to achieve this goal. This
first screening will provide information for the potential selection of the
most suitable bioproduct to be obtained from digestate and to be fur-
ther optimised. The selected targeted bioproducts were hydrolytic en-
zymes (cellulases and proteases), biosurfactants (sophorolipids) and
biopesticides (derived from Bacillus thuringiensis). To the best of our
knowledge, this is the first work targeting biowaste digestate as a
source of value added bioproducts within a biorefinery concept.

2. Materials and methods
2.1. Raw material

Digestate was kindly provided by a biowaste treatment plant
(Granollers, Spain). This material was obtained from the anaerobic
digestion of source selected biowaste. The process consisted in a me-
chanical pretreatment to reduce impurities followed by a mesophilic
wet anaerobic digestion followed by a solid/liquid separation stage
carried out using a screw press. Initial characterization of the digestate
is presented in Table 1. Given the variability of biowaste digestate,
standard deviation in this table corresponds to the average of more than
10 samples analysed during a year and collected from the municipal
waste treatment plant. In this plant, digestate is further composted.

Once digestate was received in the facilities, the material was sub-
jected to an hygienisation process as required by the European
Regulation 142/2011. This process consisted in maintaining the residue
for 1 h into a previously heated oven at 70 °C. In order to avoid moisture
losses, digestate was covered during the hygienisation process. After
this process, the material remained stored in a cold room at 4 °C for a

Table 1
Average digestate characterisation. Standard deviation corresponds to the
average of more than 10 samples analysed during one year.

Parameter Units Digestate (n = 10)
Moisture % (wb) 75.60 = 5.11
Dry Matter % (wb) 24.40 = 5.11
Organic Matter % (db) 63.00 = 1.62
pH (1:5) - 8.31 = 0.07
Carbon % (db) 34.14 = 2.38
Nitrogen % (db) 4.32 = 0.33
Hydrogen % (db) 2.89 = 0.25
Sulphur % (db) 0.33 = 0.14
C/N ratio - 11.85 = 0.70
Dynamic respiration index mg0, g ' DM h~! 1.38 = 0.38
Protein % (db) 16.95 + 0.50
Hemicellulose % (db) 10.06 = 0.90
Cellulose % (db) 10.42 = 1.25
Lignin % (db) 17.54 = 1.96
Soluble sugars % (db) 0.18 = 0.16
Fats % (db) 5.05 = 0.04
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maximum of 15 days.
2.2. Experimental set-up

This setup consisted of 12 lines, each one able to carry out 3 in-
dependent fermentations using specific reactors (0.45 L). These reactors
were cylindrical polyvinylchloride packed-bed reactors (13 x 7 cm)
each one provided with one mass airflow-meter with the exhaust gases
outlet connected to carbon dioxide and oxygen sensors. The reactors
were submerged in thermostatic baths in order to keep the temperature
stable in a fixed value. The temperature depended on the process car-
ried out and the optimum temperature of the specific microorganisms.

Airflow, temperature and oxygen content were continuously mon-
itored in all fermentations. Using the on-line measurements of the
oxygen content and airflow, the specific oxygen uptake rate (SOUR) was
calculated according to Ponsa et al. (2010) for continuous monitoring
in order to provide accurate information on biological activity. Mon-
itoring was performed by a self-made acquisition and control system
based on Arduino® and self-made software.

2.3. Bioproducts

Digestate was assessed as a source for the production of selected
bioproducts through solid-state fermentation. In all experiments, raw
digestate was used without any pretreatment as the main objective of
this work is to evaluate the possibilities of digestate as obtained. Two of
the main concerns when working with digestate are the low porosity of
the material and the high moisture content (Paavola and Rintala, 2008).
For these reasons, sponge cloth (Spontex®) pieces were added as
bulking agent in all fermentations. Sponge cloth is an inert material that
provided adequate porosity and moisture levels to the solid mixture
hence promoting the oxygen transfer through the solid matrix
(Rodriguez-Couto, 2012; Ruggieri et al., 2009).

The targeted bioproducts were: hydrolytic enzymes (cellulases and
proteases), biosurfactants (sophorolipids) and biopesticides derived
from Bacillus thuringiensis (Bt). Hydrolytic enzymes are bioproducts
obtained from a wide spectrum of microorganisms (El-Bakry et al.,
2015) and often by the autochthonous microorganisms present in the
waste (Abraham et al., 2013; Cerda et al, 2017a). The latter studies
showed that it is possible to obtain hydrolytic enzymes using non sterile
substrates thus reducing sterilisation related operational costs. There-
fore, in the present study the potential of hydrolytic enzymes produc-
tion from autochthonous microorganisms was assessed using hygie-
nised digestate as the substrate. Different cases are those related to
biopesticides and biosurfactants: these are specific bioproducts that
require the inoculation of specific microorganisms (Ballardo et al.,
2017; Jiménez-Penalver et al., 2016). Therefore, the effect of the sterile
and hygienised digestate was assessed. The main objective of these
activities was to study the potential synergetic/antagonist effect that
the autochthonous microorganisms may have on the externally added
strain. Experimental conditions were selected on the basis of previous
studies where we observed that some combinations did not produce a
significant amount of bioproducts. This is the case, for instance, of so-
phorolipids production with no sterilisation.

A complete experimental methodology is detailed in the following
section for each bioproduct.

2.3.1. Hydrolytic enzymes production using autochthonous microbiome
2.3.1.1. Procedure. Fermentations were performed using hygienised
digestate as the substrate and sponge cloth (Spontex®) as the bulking
agent in a ratio of 95:5 (w/w). The fermentations were carried out in
triplicates in 0.45 L reactors with a total weight of 120 g of material in
each reactor. The processes were performed at 37 °C using a fixed
airflow of 20 mL min ™! during 96 h as previously reported by Abraham
et al. (2013).

Sampling was performed at 0, 24 and 48h of fermentation by
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removing 3 g of the content of each reactor. During the process, pro-
tease and cellulase activity and biological activity measured as SOUR
were continuously monitored in addition to routine analysis, among
them dry matter, moisture content and pH.

2.3.1.2. Specific  analytical —methods. Extraction for cellulase
determination was done by mixing fermented solids with 0.05M
citrate buffer (pH 4.8) in a ratio 1:15 (w/v), shaking for 30 min.
Extract was then centrifuged at 10,000 rpm during 10 min and filtered
to 0.45 pm. Supernatant was used for cellulase assay. Total cellulase
activity was measured using filter paper assay (FPase), recommended
by IUPAC (Ghose, 1987). Results were expressed as FPU g~ ! DM, where
one unit of FPase (FPU) was defined as the amount of enzyme that
releases 1 umol of reducing sugars from Whatman filter paper per
minute.

Extraction for protease determination was carried out by mixing the
fermented solid with 50 mM HCI-Tris (tris(hydroxymethyl)amino-
methane) buffer, pH 8.10, in a ratio 1:5 (w:v) for 45 min and the extract
was separated by centrifugation at 10,000 rpm for 10 min at 4 °C and
further filtration through 0.45 um (Abraham et al., 2013). Supernatant
was used as crude enzyme extract. Alkaline protease activity was de-
termined using a method previously described by Alef and Nannipieri
(1995). One unit of protease activity was defined as 1 ug of tyrosine
released under the assay conditions.

2.3.2. Biosurfactants production using Starmella bombicola as inoculum
2.3.2.1. Inoculum preparation. Starmerella bombicola ATCC 22214 was
obtained from the American Type Culture Collection (Manassas, USA).
The microorganism was preserved at —80°C according to the
provider’s recommendations, and a new agar slant was cultivated
when needed. S. bombicola growth conditions for inoculum
preparation were performed according to the methodology presented
by Jiménez-Penalver et al. (2016).

2.3.2.2. Procedure. Digestate is a material with low sugar (0.18%) and
fat content (5%) (Table 1), which are the two main mandatory
substrates for an efficient sophorolipids production as reported by
Jiménez-Penalver et al. (2016) and Vishal and Aniruddha, (2012). In
order to tackle the nutritional requirements, external sugar and/or fat
sources were considered using glucose and oleic acid as model
substrates. Additionally, considering the high operational costs
associated to a sterilization process, the use of sterile (121 °C, 20 min)
and hygienised digestate (70 °C, 1 h) was also assessed. Specifically, in a
first stage four combinations were assessed using sterile digestate: i)
digestate (D), ii) digestate supplemented with glucose 1% (DG), iii)
digestate supplemented with oleic acid 10% (w/w) (DA) and iv)
digestate supplemented with glucose 1% and oleic acid 10% (w/w)
(DGA). Digestate sterilisation process was performed in an autoclave at
121 °C for a period of 20 min.

In a second stage, the most successful combinations from the first
stage were tested using hygienised digestate: i) digestate supplemented
with glucose 1%(w/w) (DG_s) and ii) digestate supplemented with
glucose 1% (w/w) and oleic acid 10% (w/w) (DGA_s). Digestate hy-
gienisation was performed by maintaining the material at 70 °C in an
oven for a period of 1 h.

All experiments were carried out in triplicates in 0.45L reactors
according to the methodology described by Jiménez-Pefialver et al.
(2016) and are summarised in Table 2. A total of 100 g of mixture were
assessed under controlled conditions of airflow (20mLmin~') and
temperature (30 °C) for a period of 5days. In all experiments, sponge
cloth (Spontex®) was added in a 5% (w/w) ratio as the bulking agent.
Sampling was performed at the end of the fermentation by removing 3 g
of the content of each reactor. Specific and routine measurements were
performed with the collected samples.

Regarding mixing, some authors (Jiménez-Pefialver et al., 2016)
showed that intermittent mixing at 3, 5 and 7days increased
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Table 2
Experimental description of solid-state fermentation trials for sophorolipids
production.

Operational Conditions Solid mixture for SSF

Experiment 1: Sterile digestate
Airflow: 20 mLmin ! Substrate: Digestate
Temperature: 30 °C Digestate + Glucose 1% (DG)

Time: 5 days Digestate + OleicAcic 10% (DA)
Sterile digestate: Digestate + Glucosel% + OleicAcid 10% (DGA)
121°C, 20 min

Inoculum: S. bombicola

Experiment 2: Hygienised digestate
Airflow: 20 mL min ~* Substrate: Digestate + Glucose 1% (DG_s)
Temperature: 30 °C Digestate + Glucose 1% + Oleic Acid 10%
(DGA_s)
Time: 5 days Inoculum: S. bombicola.
Hygienised digestate:
70°C, 1h

sophorolipids production in 25% compared to static conditions, when
using different wastes. Hence, this strategy was implemented in the
present work, selecting 96 h instead of 72h due to the lag phase ob-
served in our system.

2.3.2.3. Specific analytical methods. Sophorolipids were extracted from
the fermentation mixture according to Jiménez-Penalver et al. (2016).
Sophorolipids yield is defined as grams of sophorolipids per g of total
dry mass of fermentation. In the text, the yield is also reported as grams
of sophorolipid per 100 g of substrate mixture for comparison with
yields reported in the literature.

Water-soluble sugar content was measured in the supernatant using
the anthrone method (Scott and Melvin, 1953).

2.3.3. Biopesticides production using Bacillus thuringiensis as inoculum
2.3.3.1. Inoculum preparation. B. thuringiensis var. Kurstaky NRRL HD-
73 (CECT 4497) (Bt) used in this study was acquired from the
“Coleccién Espaiiola de cultivos tipo” (Valencia, Spain). The strain
was rehydrated and stored at —80°C in cryovials with 10% (v/v)
glycerol according to provider's recommendation. Bt growth conditions
for inoculum preparation were carried out according to the
methodology presented by Ballardo et al. (2017).

2.3.3.2. Procedure. Ballardo et al. (2017) have already proven that B.
thuringiensis is able to grow in a complex matrix of different substrates
(soy fibre, OFMSW, among others) without any nutrient
supplementation, and then no supplementation was planned for
biopesticide production experiments.

Fermentations were carried out in 0.45 L reactors using a mixture of
digestate as substrate and sponge cloth (Spontex®) as the bulking agent
(BA) in a 5% (w/w) ratio. The total weight of the inoculated solid
matrix was 120 g of mixture per fermentation. Due to the nature of the
substrate two sets of experiments were performed: one using sterile
digestate and another without sterilization. Bt-containing inoculum
with a concentration of 10 CFUmL ™! was added in a 10% (w/w) ratio
to the solid matrix. These fermentations were carried out in triplicates
at 30 °C using a constant airflow of 20 mL min~' during 96 h. Samples
of 3 g of each reactor were collected at 0, 12, 24, 48 and 96 h of the
fermentation time to ascertain the evolution of viable Bt cells and
spores.

2.3.3.3. Specific analytical methods. Viable cell count and spore count
were performed according to Ballardo et al. (2016). Briefly, viable cells
were extracted from the solid phase using Ringer solution in a 1:9 (w/v)
ratio stirred at 130 rpm for 20 min. Serial dilutions were prepared,
plated in Petri dishes and incubated at 30 °C for 20 h. After that, manual
counting of viable cells was performed. For spore count, the diluted
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sample was maintained at 80°C at 10 min and then placed in a cold
bath for 5min. After that, the same procedure for viable cells was
followed. All the counts were done in triplicate and were expressed as
colony forming units per gram of dry matter (CFU g DM~ 1). Images of
sporulated and vegetative forms of Bt were observed by using an
OLYMPUS optical microscope BH-2 with an objective of x100. Bt cells
and spores were visually identified. In previous experiments, Ballardo
et al. (2016) gram stain was used to differentiate and identify Bt in the
mixture, and malachite green was used as a differential stain for
bacterial endospores. After a large number of experiments, it was
noted that these last staining procedure was not necessary to identify Bt
cells and spores.

2.4. Dynamic respiration index

Dynamic respiration index (DRI) is an index that reflects the stabi-
lisation of organic wastes. This parameter was determined according to
the methodology described by Ponsa et al. (2010). Briefly, DRI can be
calculated from oxygen and air flow data from a given time through
Equation (1) derived from a steady state mass balance:

(0,,—0,,) x F x 31.98 x 60 X 1000°
1000° x 22.4 x DM

DRI = )
where DRI is the dynamic respiration index expressed in mg O, g~ ! DM
h™% (0,,;—0,,), the difference in oxygen content between airflow in
and out the reactor at a given time; F is the volumetric airflow under
normal conditions, mLmin~!; 60, the conversion factor, minh™%;
1000%, the conversion factor, mg gfl; 1000°, the conversion factor
mLL™%; 22.4, the volume occupied by one mol of ideal gas under
normal conditions, L; DM, the dry matter of sample loaded in the re-
actor, g.

DRI when is measuring the biological activity of a sample in a
specific moment of fermentations is named as specific oxygen uptake
rate (SOUR) with the same units.

2.5. Routine methods

Moisture content, total and volatile solids, pH and electrical con-
ductivity were determined according to standard procedures
(Composting Council, 2001). Cellulose, hemicellulose and lignin con-
tent were determined by the method of Van Soest et al. (1991) using the
Ankom 200 Fiber Analyzer incubator (Ankom Technology, Macedon,
NY).

2.6. Statistical analysis

All experimental data has been analysed using pairwise comparisons
were based on the Tukey test (p < 0.05). Statistics were performed
with MINITAB™ V17. If some experimental value exceeded a 95% of
confidence, it was marked with an asterisk in Figures.

3. Results and discussion
3.1. Hydrolytic enzymes production

Results of digestate characterisation (Table 1) showed in that it
contains significant amounts of protein and lignocellulosic material,
hence it was hypothesized that digestate could have potential as a
source for proteases and cellulases production.

The average sOUR profile obtained in the SSF for hydrolytic en-
zymes production is presented in Fig. 1. The initial biological activity
observed in the fermentations reflected that digestate presented a
considerable content of aerobically biodegradable organic matter
(Barrena et al., 2006). Maximum sOUR was found at 10h of fermen-
tation with a value of 2.6 + 0.2mg O, g~ ! DM h™'. After that peak,
biological activity decreased to a value of near 2.2mg O, g"! DM h™!
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which remained stable until the end of the fermentation. This is a ty-
pical behaviour of organic wastes under aerobic biodegradation that
never reach a SOUR near to zero.

Cellulase production ranged between 0.5 and 1.5 FPU g~' DM,
which is in the lower range reported at laboratory scale at similar
conditions (Cerda et al., 2017a) and even lower when compared with
SSF using sterile substrates or adding a single strain (Dhillon et al.,
2012; El-Bakry et al., 2015).

Fig. 1 also shows that there is no clear correlation between max-
imum biological activity measured as sOUR and maximum cellulase
activity. This is not in agreement with the reported by Cerda et al.
(2017a), who found that the moment of maximum cellulase and sOUR
activities consistently matched. Despite these findings, these authors
also observed that there was not a direct correlation between cellulase
production and any other relevant parameter, indicating a highly
complex process with different microorganisms and/or metabolites
working together in a synergetic or antagonistic manner (Cerda et al.,
2017a; Eichorst et al., 2013).

Digestate presented a significant initial cellulase activity when
compared with the rest of the fermentation (1.57 + 0.52FPUg™ !
DM). This is probably associated with the previous anaerobic digestion
process. The produced enzymes could remain immobilized in the solid
substrate and hence, obtaining a high initial enzymatic content in the
digestate.

In general, there is a consistent decline in cellulase production,
followed by a slight recovery at the end of the fermentation, which
could indicate shifts in the microbial population or even in the substrate
structure (Cerda et al., 2017b; Lépez-Gonzalez et al., 2014). This can be
explained by a change between anaerobic conditions (in which is ob-
tained the digestate) and aerobic conditions (in SSF). However, this
should be confirmed by specific microbial analysis and characterisa-
tion.

During the performance of the SSF the substrate structure is altered,
i.e, the generation of more accessible and simple hydrolysates. These
hydrolysates can be of any origin such as proteins, lipids or carbohy-
drates and therefore do not imply an improvement of the cellulase
production. The low cellulase production can be attributed to the fact
that during the fermentation the pH achieved values between 8 and 9
and cellulase production conventionally occurs at acid pH (4-6)
(Dhillon et al., 2012; El-Bakry et al., 2015; Li et al., 2013). Another
aspect to take into consideration is the extraction ratio of cellulases.
Several options for a further study on cellulase production can be as-
sessed such as the optimisation of the extraction ratio or even the ex-
tracting agent (Pirota et al., 2013), the adaptation of the native mi-
croorganisms using a sequential batch operation strategy (Cerda et al.,
2017a) or the inoculation with specific strains. Another unexplored
alternative could be direct enzyme extraction followed by stabilization
of the exhausted solid by means of composting as proposed by Marin
et al. (2018).

Fig. 1 also shows the protease production profiles. Two discrete
enzymatic peaks were observed, one at the beginning and another at
the end of the fermentation. Both peaks reported a protease production
of nearly 65U g~ ' DM. Again, as proteases are produced by anaerobic
and aerobic microorganisms it is possible that going from one condition
to another one can be reflected as two peaks of proteases production. A
similar production profile was reported by Novelli et al. (2016), ob-
serving many protease activity peaks when using several fungi strains
as mixed inoculum. These authors attributed this profile to underlying
adaptations in the molecular and physiological machinery of the mi-
crobiome present in the substrate mixture.

The obtained values of proteases production are in the lower range
of those reported in literature using different substrates. Abraham et al.
(2013) used the same SSF configuration for protease production using
soy fibre, coffee husk and hair waste with values of 310.33 * 9.17,
89.01 + 0.59, and 141.75 = 17.6 Ug~! DM, respectively.

It is likely that the pH observed during the fermentation (8.7-9)
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Fig. 1. Operational profiles of SSF carried out in triplicates using digestate as substrate in a 0.45 L reactor for hydrolytic enzymes production. Cellulase (circles) and
protease (squares) production and sOUR profiles (s.d < 10%) are presented. Experimental points with an asterisk indicates high deviation (p > 0.05).

promoted protease production as stated by several authors (Abraham
et al., 2013; El-Bakry et al., 2015; Soares et al., 2005). Moreover,
proteases hydrolytic capacity is also boosted by alkaline conditions. The
release of protease to the solid media at suitable hydrolytic conditions
could have induced the hydrolysis of other enzymatic components, such
as the produced cellulases, hence affecting cellulase production yield.

Summarizing, in this first screening digestate was not found suitable
as a substrate for cellulase and protease production using only auto-
chthonous microbiome. Further optimisation must be performed in
order to increase the production yields. One of the difficulties of using
digestate as a substrate is the low biodegradable matter content,
therefore, one alternative to boost microbial activity can be the use of a
biodegradable co-substrate such as the organic fraction of municipal
solid wastes.

Another interesting alternative to be assessed is the development of
different operational strategies such as working in a sequential batch
configuration thus allowing the adaptation of the autochthonous mi-
crobiome as reported by Cerda et al. (2017a). Another approach would
be to work with specific strains to overproduce, by instance, proteases,
as successfully reported by El-Bakry et al. (2016).

3.2. Biosurfactant production

In a first set of experiments the incorporation of external fat and
sugar sources were considered. The addition of glucose (G) and oleic
acid (A) to sterile digestate was carried out under specific conditions
summarized in Table 2. S. bombicola was inoculated in all cases since
the beginning of the experiment. In all fermentations, pH slightly in-
creased from 8.8 to an average value of 9.2 *+ 0.2. It is known that pH
drops to acidic values when S. bombicola metabolises the nutrients and
synthesizes the sophorolipid. Due to the high buffering capacity of di-
gestate, lowering the pH prior to fermentation was discarded since high
amounts acidic solutions would be required.

Fig. 2a shows the sOUR profiles of the first set of fermentations,
using respectively D, DG, DA and DGA. A lag phase was present in all
fermentations, however, this was of particular relevance in those fer-
mentations using an external fat source (DA and DGA). After 96 h,
mixing was performed, generating an increase of SOUR in the DA from
1 to 1.5mg O, g~' DM h™ . Mixing increased the bioavailability of
substrates to the yeast and, therefore, more oxygen and fats were
consumed (Jiménez-Pefalver et al., 2016).
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Fig. 2. Average sOUR profiles during SSF carried out in triplicates using 0.45 L
reactors for sophorolipids production. Fig. 3a shows the effect of the addition of
external sugar and/or fat sources to sterile digestate using: digestate (D), di-
gestate and glucose (DG), digestate and oleic acid (DA) and digestate with
glucose and oleic acid (s.d < 5%). Fig. 3b shows the effect of the use of hy-
gienised digestate (non-sterile) supplemented with: glucose (DG_s) and using
glucose and oleic acid (DGA_s) (s.d < 5%).
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Fig. 2a shows positive results in terms of biological activity when
external sources of fats and sugars were added. SOUR of DGA fermen-
tation presented a substantial increase, where the three substrates were
used, achieving a maximum value of 3.8 mg O, g~* DM h™! at 76 h of
operation. After that peak, SOUR showed a slow decrease, reaching at
the end of the fermentation a value of 3mg O, g~ DM h™ . In spite of
the good results, obtained in terms of biological activity, no sophor-
olipids production was observed. This fact can be attributed to different
aspects of the fermentation such as the pH observed during the process
(Thomas et al., 2013). S. bombicola cultivation is associated with a
strong pH drop for optimal sophorolipid production, where the pH
should be kept at 3.5 after a spontaneous decrease (Gobbert et al.,
1984). Additionally, in order to attain the proper growth and sophor-
olipids production, this yeast requires a high initial sugar concentration
(100 gL~ or more) which was not provided in the presented fermen-
tations (Rosa and Lachance, 1998; Vishal and Aniruddha, 2012).
Therefore, the addition of an external sugar source was considered. In
this sense, there is no consensus among reported research on the sub-
ject, observing that while Vishal and Aniruddha (2012) reported posi-
tive effects, Jiménez-Penalver et al. (2016) obtained no improvements
on sophorolipids production. It is also possible that the sterilization
process may have some impact in the substrate structure that made the
substrate more accessible for the microorganisms present during the
fermentation. It also has to be considered that sterilization of large
amounts of solids is a complex process that may only reduce biodi-
versity but not completely eliminate microorganisms initially present.
For that reason, it is possible that the surviving microorganisms would
be able to thrive in the substrate, competing S. Bombicola thus hin-
dering the production process. However, in our experience, the use of
short times (2-5 days) of fermentation makes very difficult to observe
the growth of opportunistic microorganisms, especially when the in-
oculation of a specific strain is performed.

Additional fermentations were carried out using hygienised diges-
tate at the conditions described in Table 2. These results are presented
in Fig. 2b.

The highest sOUR in both fermentations was found at 20h of op-
eration with values of nearly 3.4mg O, g~ DM h™! for DGA_s and
DG_s. After that time, both fermentations decreased their biological
activity. Although sOUR peak was similar for both conditions, showing
similar easiness of biodegradability, DGA_s kept higher sOUR values
showing a higher microbial activity due to a higher biodegradable OM
content (Ponsa et al., 2010). The only positive result obtained from
these series of experiment was in DGA fermentation, where the so-
phorolipid production yield was 0.020 g g~ DM, which is a low value
when compared with that reported by Jiménez-Pefnalver et al. (2016).
These authors reported a yield of 19.1gg~ ' DM using winterization
residue and molasses as the substrate and S. Bombicola as the inoculum.
Moreover, the obtained yield using digestate supplemented with sugar
and fat sources was lower than that obtained by Vishal and Aniruddha
(2012) which observed 38 gg~' DM using wheat bran supplemented
with oleic acid and glucose.

The overall results of this part of the work indicate that sophor-
olipids production using digestate as the main substrate is not a suitable
option without exhaustive optimisation. These optimisations must meet
the nutritional requirements for the proper S. Bombicola growth (acid
pH) and sugar and fat content for sophorolipids production. A potential
alternative to achieve these goals could be the use of residual streams
derived from a productive process, thus promoting waste valorisation
and circular economy.

3.3. Biopesticide production

Fig. 3 shows the results of the SSF carried out using digestate as sole
substrate under sterile (Fig. 3a) and non-sterile conditions (Fig. 3b) for
biopesticide production using Bt.

In fermentations using sterile digestate (Fig. 3a), the maximum

414

Bioresource Technology 271 (2019) 409-416

sOUR was obtained at nearly 9h of operation reaching a value of
0.80 = 0.08mg O, g~ DM h™! and decreased afterwards until the
end of the process. Bt inoculation generated a rapid start-up of the
process, generating 2-fold increase on the biological activity reflected as
sOUR when compared with sterile digestate non inoculated with Bt
(data not shown). Also, the differences among the triplicates were
minimal (s.d < 5%), which indicates that the process is reliable and
reproducible as reported by other authors in similar processes
(Abraham et al., 2017; Cerda et al., 2017b).

Fig. 3a also shows the viable cell and spore counts during the fer-
mentations. Viable cell count in all replicates showed an initial increase
in the first 48 h until values of 8.49 + 2.12 (10%) CFU g~ ' DM. After
that period, viable cell count decreased until values of
9.09 * 0.81(107) CFU g~ ' DM. These results are very positive, be-
cause they reflect the ability of Bt of not only surviving in a complex
solid matrix based on digestate, but to thrive and achieve an almost 3-
fold increase the initial viable cell count. It is likely that the decrease in
viable cell count is related to changes in the solid environment, highly
attributed to a depletion of substrate, hence leading to the bacteria to
create their resistant form, i.e spores. Digestate has a low content of
readily metabolizable compounds, then it seems plausible to assume
that in a non-sterile fermentation this material would be quickly de-
pleted. Martinez et al. (2017) showed that when using a high soluble
sugar content substrate (30% d.b) such as sugar beet molasses in a non-
sterile SSF, the sugar content was reduced in nearly 80% in 24 h.

In this sense, the fermentations started with no spore presence in the
solid matrix, being only detected from the first sampling at 24h of
fermentation, reaching a maximum at 72 h with a value of 8.15 = 0.04
(107) CFU g~ ! DM. After that period, spore count remained almost
stable until the end of the fermentation. One hypothesis to explain why
spore count remains stable at 72 h could be that a steady-state may be
reached, where part of the spores produced can germinate if a favour-
able microenvironment is created in the reactor, while other viable cells
start the sporulation process due to stressful situations in other non-
favourable microenvironment.

Other studies using different substrates working at similar condi-
tions observed a final cell count of 6.6:10'° CFU g~ DM (Devi et al.,
2005), 1.0-10'° CFU ¢! DM (Zhuang et al., 2011) and 6.2:10*' CFU
g’1 DM (Ballardo et al., 2016), which are higher than those obtained in
the present study using digestate as the substrate. On the other hand,
spore counts reported by the same authors ranged between 107 and 10°
CFU g~ ' DM, which indicates that the results obtained in this work are
in the middle range of those reported in other publications. It has to be
considered that the substrates used by Devi et al. (2005) and Ballardo
et al. (2016) were wheat bran and soy fibre, respectively. These ma-
terials present low variability in their composition and were (in the case
of Devi et al. (2005)) supplemented with external carbon and nitrogen
sources.

This is of great importance considering that it is during the spor-
ulation stage that Bt is able to produce the insecticidal crystal (Cry or
Cyttoxins) (Bravo et al., 2011). In this context, it can be stated that
digestate presents a limited amount of nutrients that provokes Bt
sporulation in a short time.

Fig. 3b presents the results obtained using non-sterile digestate.
Biological activity observed in this case increased faster and was overall
higher than under sterile conditions, which is likely related to the
higher presence of microbial populations in the reactors. Maximum
sOUR was found at 4h with an average value of 2.53 + 0.83mg O,
g~ ! DM h™'. The non-sterility of the fermentation implied a higher
number of microorganisms able to colonize the solid matrix, which
generated an overall increase on biological activity and higher devia-
tion among replicates.

In contrast with that observed in the experiments using sterile di-
gestate, Bt was not able to thrive onto the hygienised digestate in the
same magnitude than when using sterile digestate. In this sense, a
maximum of cell growth was observed at 24 h with a viable cell count
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Fig. 3. sOUR and viable cell (circles) and spore (triangles) count profiles obtained in 0.45 L SSF reactors using a) sterile and b) non-sterile digestate as substrate for
biopesticide production. Experimental points with an asterisk indicates high deviation (p > 0.05).

of1.11 + 0.10 (10%) CFU g_1 DM, representing a 1.34-fold increase of
the initial cell count. After that moment, viable cells decreased until the
end of the fermentation until values of 6.02 + 0.56 (10”) CFU g 1 DM.
As for the spore production, the fermentation started with no spore
content detected in the digestate and only became accountable after the
first 24 h of operation, when the viable cell started to decrease. Spore
counts reached its maximum at 72h of fermentation, with a value of
2.85 + 0.22 (10”) CFU g~ ' DM.

Previous research performed at the same conditions using soy fibre
and biowaste as substrates, presented a higher viable cell count of
3.810' CFU g~ ! DM (Ballardo et al., 2016) but a spore count of
2.1-107 CFU g~ ! DM (Ballardo et al., 2017), which is in the range of
that obtained in the present work. In is possible that the substrates used
by these authors had more available nutrients and hence providing a
more suitable environment for the growth of Bt. The same authors
confirmed that the final cell and spore counts depended on the initial
inoculum added to the solid matrix. In this sense, they stated that when
Bt was added in a 7%, 9% and 12% to the substrate (biowaste) the final
viable cell counts obtained were 9.9-10° CFU g~ ! DM, 1.1-10” CFU g !
DM and 2.5-10”7 CFU g~ ' DM, respectively (Ballardo et al., 2017). All
these values are lower than the observed in the present work, showing
that unfavourable conditions for Bt growth promote its sporulation.

More interestingly, from the present study it can be stated that it is
possible the use of digestate as a sole substrate for biopesticide pro-
duction. Bt was able to grow and to sporulate onto the solid matrix
using hygienised digestate at a controlled temperature. This will be of

great importance looking towards the development of the productive
process and the assessment of its associated costs.

The use of digestate as a substrate for bioconversion into a value-
added product will contribute to close the organic matter cycle, hence
optimising its management into a circular approach. The positive out-
comes obtained in this work open new alternatives for the valorisation
of digestate as a substrate for biopesticide production. Further studies
have to be performed in order to validate these results at a larger scale
(bench or pilot) to assess the process technical, economic and en-
vironmental feasibility. Moreover, different biopesticide production
could be assessed by using other microorganisms such as other bacteria
or even fungi.

4. Conclusions

Digestate was assessed as a substrate for bioproducts via SSF, ap-
proaching a new waste management strategy. In spite several produc-
tion strategies have been tested, hydrolytic enzymes and biosurfactant
production reported low production yields. Further studies are required
to enhance productivities.

The best results were obtained for Bt-produced biopesticide. This
microorganism was able to grow and to sporulate using hygienised
digestate (non-sterile) as a sole substrate. Spore production obtained
was in the middle range of the values reported in other references.
Further studies will be performed for optimisation, scale -up and field
tests on biopesticide action.
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The main goal of this work is the production of a biopesticide through solid-state fermentation of bio-
waste digestate inoculated with Bacillus thuringiensis (Bt) at pilot scale using different configurations of
reactors. Fermentations were carried out using insulated and non-insulated, stirred and non-stirred reac-
tors at different scales (10, 22 and 100 L) in order to assess the influence of the reactor configuration on
the biopesticide production process. A maximum temperature of 60 °C was reached in 10-L insulated
non-stirred reactors where increments of Bt viable cells and spores with respect to initial values of 1.9
and 171.6 respectively, were attained. In contrast, when temperature was regulated by using 22-L
non-insulated stirred reactors the increment of viable cells and spores were 0.8 and 1.9, respectively,
at a stable temperature of 27 °C. When the non-insulated stirred reactor was scaled up to 100-L, the
increase of viable cells and spore counts were 1.2 and 3.8 respectively, with an average temperature of
28 °C. These results demonstrated that the election of a proper reactor configuration is important when
considering the development of a new SSF process, especially when dealing with non-conventional sub-

strates as digestate.

© 2019 Elsevier Ltd. All rights reserved.

1. Introduction

Biowaste is one of the most challenging waste to manage for its
increasing volume of production and the significant environmental
impact associated with its disposal.

As a consequence, the European Union (EU) has published
directives that aim to reduce biowaste diversion to landfills
(1999/31/EC), thus encouraging waste valorisation.

Conventionally, biowaste is treated by anaerobic digestion (AD)
and/or composting, allowing energy production and organic matter
stabilisation. The obtained solid fraction, i.e. digestate, contains a
combination of remaining undigested organic and inorganic mate-
rials biomass and micronutrients that makes it a suitable material
to be used as fertiliser (Lin et al., 2014). However, it is necessary to
develop a new value chain for this material by considering it as a
raw material as promoted by the EU in the Waste Hierarchy
2008/98/EC.

In this context, Solid State Fermentation (SSF) is an interesting
alternative for digestate valorisation as it is a technology that
allows the use of solid substrates for microorganisms’ growth.
SSF is by definition a process that occurs in the absence or near

* Corresponding author.
E-mail address: antoni.sanchez@uab.cat (A. Sanchez).

https://doi.org/10.1016/j.wasman.2019.05.026
0956-053X/© 2019 Elsevier Ltd. All rights reserved.

absence of free water in the solid substrate but containing suffi-
cient moisture for the growth of microorganisms (Pandey, 2003).
Different authors have proven the effectiveness of SSF as a technol-
ogy for the bioconversion of wastes into valuable bioproducts such
as hydrolytic enzymes (Cerda et al., 2017), biofuels (Botton et al.,
2018), biosurfactants (Jiménez-Pefialver et al.,, 2016), aromas
(Martinez et al., 2017) and biopesticides (Ballardo et al., 2017).
All of these authors agreed on the fact that the main challenges
to overcome when developing SSF based production process are
upscaling and reactor design. In this sense, some authors have
consistently reported issues related to the potential loss of
productivity due to the heat and mass transfer phenomena in the
solid-liquid gas interfaces gaining importance as the fermentation
volume increases (Zhang et al., 2013; Cerda et al., 2017; Cerda
et al,, 2017).

In addition to those constraints, likely all the previously men-
tioned works have been developed using rich materials as agroin-
dustrial wastes or fresh biowaste. To the best of the authors
knowledge, only one work tackles de issue of handling digestate
as substrate for bioproducts generation (Cerda et al., 2019). These
authors reported a productive process developed at lab scale for
biopesticide production using Bacillus thuringiensis (Bt) as the
inoculum. Biopesticides derived from Bt (BDB) are widely
produced (Parnell et al.,2016; Kumar et al.,2018) and reported as
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commonly biodegradable since they can decompose quickly and do
not negatively impact surface water and groundwater (Abubaker
et al., 2015). More importantly, BDB are highly specific towards
pests such Lepidoptera, Coleoptera and Diptera (Mnif and Ghribi,
2015), but they are innocuous for plants, animals and human beings
(Betz et al., 2000; Rubio-Infante and Moreno-Fierros, 2015).

Traditionally, BDB production has been carried out by means of
submerged fermentation (Smitha et al., 2013). These processes are
reported to be very expensive to implement, especially considering
the downstream (concentration and purification processes
(Zhuang et al., 2011) and the costs associated with the culture
medium (Tirado et al., 2001; Yezza et al., 2006). As a result, some
authors have observed a reduction in the overall production costs
by replacing medium ingredients such as peptone, corn extract,
yeast extract, potato and carrot by soy flour, or even agroindustrial
wastes (Khuzhamshukurov et al., 2001; Yezza et al., 2006).

BDB production through SSF has been consistently reported
using different solid substrates such as soy residues (Ballardo
et al., 2016), wastewater treatment sludge (Zhuang et al., 2011),
kitchen waste (Zhang et al., 2013) and wheat bran (Odeniyi and
Adeola, 2017). Most of these studies have been performed under
sterile conditions and using few grams of substrate, thus hindering
the validation of the processes at a large scale. Nevertheless,
authors such as Ballardo et al. (2016) and Cerda et al. (2017) have
reported the ability of Bt to survive in SSF processes without tem-
perature control using non-sterilised solid substrates at lab scale.

In this work the main objectives are to assess the scale-up of the
production of biopesticides from Bt through SSF. One of the main
challenges to develop SSF in current research is precisely to over-
come the problems associated to scale-up, especially in terms of
oxygen transfer and heat removal. We have proposed several con-
figurations of pilot scale reactors to solve these problems and end
up with a ready-to-scale-up process. Simultaneously, a problem-
atic waste such as digestate with several unfavourable characteris-
tics (water excess and lack of nutrients and porosity) has been used
as a model to develop successful SSF process at pilot scale. To our
knowledge, there is no literature on the production of Bt biopesti-
cides at such scale using digestate as substrate.

2. Materials and methods
2.1. Substrate conditioning

Digestate was kindly provided by an Organic Fraction of Munic-
ipal Solid Waste (OFMSW) Treatment Plant (Consorci per a la
Gestio de Residus del Vallés Oriental, Granollers, Spain). This mate-
rial comes from a wet anaerobic digestion process followed by a
dewatering stage, where the solid fraction is separated. This solid
fraction is the raw material (digestate) used in the SSF processes.
Once collected at the waste treatment plant, digestate is stored
in a cold chamber at 4 °C for a maximum period of one week until
use.

According to EU Regulation 142/2011, digestate must be
hygienised for its valorization. In this case, previously to its use
in the SSF process, hygienisation consisted of maintaining the
material for 1 h at 70 °C, as required in the above mentioned EU
regulation. Being a digested material coming from source selected
biowaste, the presence of pathogens is supposed to be insignifi-
cant. Then, the digestate is let to cool down at room temperature.
Shredded pallets wood chips were used as bulking agent. The ratio
of digestate and bulking agent used was 1:1 (v:v). The main role of
wood chips was to adjust moisture and air filled porosity, hence
promoting the correct oxygen transfer through the solid matrix
(Ruggieri et al., 2009). However, under SSF conditions biodegrada-
tion of wood chips hardly occurs due to the presence of mainly

slowly biodegradable carbon in this material. The main properties
of digestate and wood chips are listed in Table 1.

2.2. Inoculum requirements

2.2.1. Bacillus thuringiensis strain

B. thuringiensis var. kurstaky NRRL HD-73 (CECT 4497) was pur-
chased from Coleccién Espafiola de Cultivos Tipo (CECT, Valencia,
Spain). Bt was maintained in cryovials containing impregnated
pearls with the strain at —80 °C.

2.2.2. Inoculum preparation

In order to obtain the necessary amount of inoculum for bench
and pilot scale fermentations, several propagation steps had to be
followed according to provider’s protocol. The first step consisted
of the incubation of Bt pearls in 100 mL of nutrient broth (Oxoid,
Powder 1%, Peptone 1%, NaCl 0.5%) sterilised at 121°C for
30 min. The flask was incubated in a rotating shaker (180 rpm) at
30°C for 20 h. Then, 10 mL of the fermented culture were used
as inoculum for 1.1 L of nutrient broth. This step is performed in
a 2-L reactor for 20 h at 30°C with an airflow of 20 mL min~".
Finally, the culture broth was centrifuged at 3500 rpm for 10 min
and the solid fraction was used to inoculate the digestate. Approx-
imately 2 g of Bt inoculum (dry weight) were obtained from a 2-L
reactor. Optical density, dry matter and cell count values were
3.5403,1.6+0.2 gL "and 2.35 + 0.04-10” CFU mL~', respectively.

2.3. SSF set up

All fermentation systems were provided with a continuous sup-
ply of humidified air by means of an airflow meter (Bronkhorst,
Spain) from the bottom of each reactor. The air circulated through
the solid matrix from the bottom to the top, where the exhausted
gases outlet was located. The gases passed through a water trap to
remove the excess of moisture and then to an oxygen sensor
(02A2, Alphasense, UK). Additionally, bench and pilot systems
were provided with a temperature probe to measure temperature
in the solid matrix. In the case of bench scale insulated reactors, the
temperature probe was located in the centre of the reactor at 1/3 of
the reactor height (Supplementary information, Fig. 1S). In non-
insulated reactor the temperature probe was located next to the
stirrer (Supplementary information, Fig. 2S). Finally, in the pilot
scale reactor the temperature probe was located at 1/3 of the reac-
tor height in a specific compartment (Supplementary information,
Fig. 2S). Temperature and oxygen content data were collected and

Table 1
Characteristics of the digestate and wood chips used in the fermentation processes.
Parameter Digestate Wood
(Average * standard chips
deviation = 10%)
Moisture Content (%, wb) 76 £5 11.8
Organic Matter (%, db) 63+2 95.3
pH (1:5) 83+0.1 -
Particle size (mm) - 1-5
Carbon (%, db) 34+2 -
Nitrogen (%, db) 43+03 0.1
Hydrogen (%, db) 2.8+0.2 -
Sulphur (%, db) 03%0.1 -
C/N ratio 11.8+0.7 500
Hemicellulose (%, db) 10.0+£0.9 -
Cellulose (%, db) 104+1.2 -
Lignin (%, db) 175+19 -
Dynamic respirometry index at 1.5+03 -

24h (g0, kg ' DM h™1)

wb: wet basis, db: dry basis, DM: dry matter.
2 n: number of samples analysed.
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stored by a self-made software that allowed the on-line monitoring
through a data acquisition system based on an Arduino® system.
These data were used for the calculation of the oxygen uptake rate
(OUR) and cumulative oxygen consumption (COC), as explained
below.

2.3.1. Bench scale insulated reactors

A complete description of the reactors can be found elsewhere
(Abraham et al., 2013). Briefly, thermally insulated air-tight
packed-bed reactors (adapted Dewar® vessels) with a volume of
10-L were used. This system provides near-to-adiabatic conditions,
i.e., there is negligible heat exchange with the surroundings, hence
allowing to work at non-isothermal conditions (Supplementary
information Fig. 1S).

2.3.2. Bench scale non-insulated reactor

A complete description of the reactor can be found in Martinez
et al. (2018). Briefly, the reactor consisted on a cylindrical vessel of
22-L provided with a helical stirrer connected to a rotor located on
top of the reactor. The reactor also had an inner removable basket
to facilitate solids handling during sampling (Supplementary
information Fig. 2S).

2.3.3. Pilot scale non-insulated reactor

Experiments at pilot scale were performed in a 100-L non-
insulated reactor. The reactor had the same configuration that
the 22-L reactor (see point 2.3.3). The main difference consisted
in the fact that the 100-L reactor had a removable bottom cover
through which the material can be discharged instead of a remov-
able basket (Supplementary information Fig. 3S).

2.3.4. Monitoring parameters

Temperature and oxygen content were monitored during the
process. Specific oxygen uptake rate (SOUR) was used to determine
the biological activity during the SSF process. sOUR calculations
were made according to Ponsa et al. (2010) using Eq. (1):

(02 — 020) - -F-31.98 - 60
1000° . 22.4 . DM

SOUR = (1)
where sOUR is the specific oxygen uptake rate (mg O, g~ DM h™1);
(02-02,), the difference in oxygen content between airflow in and
out of the reactor at a given time in molar fraction; F, the volumetric
airflow measured under normal conditions (1atm and 273 K);
31.98, the oxygen molecular weight (g mol~'); 22.4, the volume
occupied by one mol of ideal gas under normal conditions (L);
DM, the dry mass of the substrate under study that is loaded in
the reactor (g).

Cumulative oxygen consumption (COC) corresponds to the area
below the sOUR curve. COC was calculated according to Eq. (2)
(Ponsa et al., 2010):

t
coc = / SOUR - dt )
0

2.4. Experimental methodology

All fermentations were carried out under non-sterile conditions
for 4 days using an initial solid mixture consisting on digestate and
bulking agent. Each set of experiments consisted in a control reac-
tor (digestate without Bt inoculation) and a duplicate of digestate
inoculated with Bt. In all experiments hygienised digestate was
used.

In the experiments at 10-L insulated reactors a ratio of
0.0030 g Bt g~! digestate and a total amount of 3.5 kg of solid

mixture were used. The airflow was manually controlled and ran-
ged between 400 and 800 mL min~'.

In the 22-L non-insulated stirred reactors a total amount
of 4 kg of solid mixture was used and inoculated at a ratio of
0.0030 g Bt g~! digestate. The airflow was fixed on a value of
1000 mL min~! with a stirring regime of 12 rpm for 15 min each
24 h. The stirring aimed specifically to reduce compaction of the
mixture thus promoting a proper oxygen transfer and to provide
an adequate homogenisation of the solid material.

Experiments with 100-L reactors used 20 kg of solid mixture
and an inoculum of 0.001 g Bt g~! digestate. The airflow was set
at 3000 mL min~".

Airflow values for each reactor scale were based on previous
experience operating the same or similar reactors with different
wastes (Mejias et al., 2017).

In all the experiments, sampling of the reactor was performed
at 0, 24, 48, 72 and 96 h. Viable cells and spore count, sOUR,
respirometric indices and other routine parameters such as mois-
ture, organic matter, pH and electrical conductivity (EC) were
measured.

2.5. Analytical methods

2.5.1. Respirometric indices

Dynamic respiration index (DRI»4) and the cumulative respira-
tion activity after four days (AT,4), were measured (Barrena et al.,
2011) in order to evaluate the stability of the final materials
(Ponsa et al., 2010). Briefly, a dynamic respirometer was used to
determine the oxygen consumption in 100 g of the waste in
0.45-L cylindrical polyvinylchloride packed-bed bioreactors placed

in a water bath at 37 °C and fixed airflow of 20 mL min~'.

2.5.2. Sampling method

The amount of sample needed for the analytical monitoring
(cells, spores and routine parameters) was 10 g. In insulated and
non-insulated reactors, the collected sample was composed of
three equal parts taken from the bottom, the middle and the top
parts of the reactor. The same procedure was used in the pilot scale
reactor, but two additional sampling points were included to
obtain the material close to the reactor walls.

2.5.3. Cell and spore count

To determine total cell count (CC), 10 g of solid sample were
mixed with 90 mL of Ringer solution (NaCl 0.225%, KCI 0.001%,
CaCl, 0.012%, NaHCO3 0.005%) in a shaker at 130 rpm for 30 min.
1 mL of the solution was serially diluted with saline solution of
NaCl 0.85% (w:v) under sterile conditions. 0.1 mL of the appropri-
ate dilution were plated on nutrient agar plates and incubated at
30 °C for 24 h to allow the development of the colonies. For spore
count (SC), a diluted sample was heated at 80 °C for 10 min and
then chilled on ice for 5 min. This method allows distinguishing
between viable cells and spores of Bt. Then, this solution was also
plated in nutrient agar for cell count. All the counts were done in
triplicate and results were expressed as colony forming units per
mL (CFU mL™"). For enumeration, 30-300 colonies were enumer-
ated per plate (Ballardo et al., 2016). Realpe et al. (2002) described
the morphology of different bacilli. In the case of Bt the colonies
were reported as 3-8 mm in diameter with an appearance of
frosted glass and regular edges (Fig. 4S), which form group is in
chains that can be observed macroscopically (Realpe et al., 2002).
The sporulation percentage was calculated as the ratio of the final
spores to the final colonies in each batch.

2.5.4. Scanning electron microscopy (SEM)
SEM was used (Evo® MA10, Carl Zeiss) to identify the Bt toxin
morphologically and to differentiate between cells, spores and



66 P. Rodriguez et al./ Waste Management 93 (2019) 63-71

parasporal crystals, as explained later. The spores were not fixed,
dehydrated, or dried as described in Smirnova et al. (2013). They
were sputter coated with gold (5 nm). Spore samples were placed
on a silicon stub, which was mounted on an aluminium stage with
conductive adhesive tape. The samples were examined under low
and high vacuum at 7-15 kV.

2.5.5. Routine analysis

Routine analysis of pH, water (WC) and organic matter (OM)
content were performed according to standard methods (The US
Composting Council, 2001). Cellulose, hemicellulose and lignin
content were determined according to Van Soest et al. (1991) using
the Ankom200 Fiber Analyzer incubator (Ankom Technology,
Macedon, NY).

2.5.6. Statistical analysis

A statistical analysis was performed using the Student’s t test
with basic ANOVA techniques with Minitab Software version
15.1. A probability level of p <0.05 was based on the Tukey test
was selected to determine statistically significant differences in
increments of viable cells and increments of spores, when compar-
ing SSF experiments in all reactors.

3. Results and discussion

To evaluate the feasibility of digestate as substrate to produce
BDB, different experiments were proposed at bench scale (10L
and 22 L) and pilot scale (100 L). Insulated and non-insulated agi-
tation reactors were used. The most relevant parameters of SSF
are collected in Table 2.

3.1. Bench scale

Fig. 1 shows the overall performance of the fermentation pro-
cess of digestate inoculated with Bt in a 10 L- insulated non-
stirred reactor. Table 2 summarizes the initial and final values for
the main parameters in the SSF process. At 24 h of fermentation
the system presents the highest biological activity measured
as the highest sOUR and temperature. These parameters reached
values of 7.88 £0.15mg O, g~ 'DM h~! and 68.2 °C, respectively.
The system kept this behaviour for nearly 24 h and decreased until
stable conditions.

The cumulative oxygen consumption for four days (COC) was
33222883 mg O, g 'DM h!. These results are higher than
those observed in the control fermentation where sOUR,
COC and temperature reached were 449mg O, g 'DM h !,
190.02 mg O, g 'DM h™' and 55.82 °C, respectively. Comparing

SOUR, temperature and COC values in the reactor with Bt and the
control reactor, increments of 1.7, 1.2 and 1.7-fold are observed,
respectively. These values confirm a higher biological activity in
Bt inoculated reactors that can be due to the combine action of
the microorganisms existing in the digestate and the inoculated
Bt. Thus, in the inoculated reactor, Bt is able to growth and colonize
the solid matrix, increasing the temperature and biological activity.

Fig. 1 also shows the evolution of the total cell and spore count
during fermentation course. The initial values of viable cells and
spores were 2.14+0.27-(10%) CFU g~! DM and 1.98 £ 0.15-(107)
spores g~! DM, respectively. Viable cells increase throughout the
process, reaching a maximum of 4.69 + 0.46 (10°) CFU g~! DM at
72 h of operation. At the end of the fermentation the value was
4.06 +0.46 (10%) CFU g~! DM, a 1.9 fold increase with respect to
the beginning of the process. In contrast, the production of spores
began at 24 h showing a faster behaviour, reaching a maximum of
3.41 £0.15 (10°) spores g~! DM at 48 h with a 171.6-fold incre-
ment at the end of the fermentation. The fast spore generation
can be a consequence of the stressful conditions on the solid
matrix, likely associated to parameters such as the lack of nutrients
or the thermophilic conditions achieved (Nicholson et al., 2000). In
this context, Yezza et al. (2006) observed high sporulation and low
growth of viable cells when low carbohydrate content substrates
are used and nitrogen is consumed. These results show that Bt
was able to thrive and sporulate under the provided conditions.
However, other authors have reported a decrease in Bt viable cells
related to a temperature increment in the reactor. This is the case
of Ballardo et al. (2016) using soy fibre residue as substrate. In that
study, temperatures over 60 °C were attained while initial viable
cells value was 9.5 (107) CFU g~ ! DM dropping after 20 days of fer-
mentation to 1.1 (107) CFU g~' DM, representing a nearly 80%
decrease. Ballardo et al. (2017) and Zhuang et al. (2011) also
observed temperature rises using a highly biodegradable substrate
such as the Organic Fraction of Municipal Solid Waste (OFMSW) or
sewage sludge, thus losing cell viability.

To overcome the possible effect of temperature increase and to
improve matrix homogenisation, a 22-L stirred, non-insulated
reactor was used. Agitation was used to improve the organic
matrix homogenization and the oxygen transfer rate, as pointed
by Luna-Finkler and Finkler (2012). These authors also point out
that agitation is useful to remove CO, and the metabolic heat pro-
duced during the fermentation. The results obtained are presented
in Fig. 2 and Table 2. The system showed a rapid start, with a SOUR
of 1.72+0.12mg O, g 'DM h™! after 15h of fermentation. The
overall trend of sOUR was stable in values in the range of 1.3 and
1.8 mg 0, g~ 'DM h~! during the 4 days of operation. SOUR peaks
observed in Fig. 2 are related to agitation, associated with an

84

97

89

Table 2
Main parameters in solid-state fermentation process in the different SSF-reactors.
10-L 22-L 100-L
Initial Moisture (%, wb) 67.0+0.2 57.2+23 60.0 + 0.6
Final Moisture (%, wb) 69.9+0.8 60.4+1.1 60.4+1.1
Initial Organic Matter (%, wb) 75.0£0.5 79.7 £0.7 77.8 £0.6
Final Organic Matter (%, wb) 61.0+0.7 67.9+0.5 723104
Initial pH (1:5) 8.85+0.01 8.78 £0.01 8.67 +0.01
Final pH (1:5) 8.76 £ 0.01 8.92 £ 0.01 8.76 £+ 0.01
Initial Ec (mS cm™1) 1.92 £0.01 2.68 +0.01 1.68 £0.01
Final Ec (mS cm™1) 2.15+0.01 3.13+£0.01 2.10+0.01
SOUR (mg 0, g" DM h™! 7.88 1.72 0.90
coc (mgO,g ' DM h! 332.17 150.24 63.92
Tmax (°C) 68.17 27.43 28.23
Initial Viable Cell (CFU g’l DM) 2.14+0.27-(10°) 7.40 +0.76-(10°) 1.60 +0.34-(10%)
Final Viable Cell (CFU g DM) 4.06 +0.70-(10%) 5.93 +0.26-(10%) 1.87 £+0.21.(10°)
Initial Spore (spore g~! DM) 1.98 £+0.15.(107) 2.96 +0.59-(10%) 4.44+0.12-(10%)
Final Spore (spore g~! DM) 3.40+£0.61-(10°) 5.72 +0.95-(10°) 1.67 +0.45-(10°)
(%

Sporulation

8)
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Fig. 1. Average sOUR, temperature, viable cells and spores evolution in SSF of digestate inoculated at 0 h with Bacillus thuringiensis under non-sterile conditions in an

insulated 10-L reactor.
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Fig. 2. Average sOUR, temperature, viable cells and spores evolution in SSF of digestate inoculated at 0 h with Bacillus thuringiensis under non-sterile conditions in a non-

insulated stirred 22-L reactor.

improvement in oxygen transfer in the reactors and mixing
the nutrients for microorganisms. Additionally, temperature
remained also stable in a value around 27 + 2 °C. The cumulative
oxygen consumption for four days (COC) was 150.24 + 10.45 mg
0, g 'DM h~'. These values are higher than those observed in
the control fermentation where sOUR, COC and temperature
reached were 1.04mg O, g 'DMh™!, 126.21 mg O, g 'DM h !,
21.05 +1°C. Comparing sOUR, temperature and COC values in
the Bt inoculated reactor with the control reactor, 1.6, 1.3 and
1.2-fold increments were observed, respectively.

sOUR, temperature and COC increments (with respect to control
reactors) were similar in insulated and non-insulated reactors,
although the absolute temperature values and temperature profile
were clearly different thus providing diverse environmental
conditions in the solid matrix. As there is no heat exchange with
the surroundings, fermentation using 10-L insulated reactors pro-
vided a temperature gradient throughout the process, generating

mesophilic and thermophilic phases. These conditions can directly
affect the moisture content, thus affecting microbial development
of both autochthonous microbiome and Bt (Zou et al., 2016;
Pandey et al., 2007).

In contrast, non-insulated reactors showed a stable tempera-
ture, around 25-30 °C, which is the optimum growth temperature
for Bt (El-Bendary, 2006). This can be attributed to the head space
of the reactor, specifically to the stirring regime provided and the
lack of isolation. As pointed above, it is reported that periodical
stirring during a certain time is positive to decrease the metabolic
overheating in solid matter (Cerda et al., 2019).

The initial viable cells and spore values were 7.40 + 0.76(10°)
CFU g~! DM and 2.96 + 0.59(10°) spores g~! DM, respectively, as
shown in Fig. 2. Viable cells presented a constant decrease during
the first 48 h of fermentation. After that moment the content
increased reaching stable values until the end of the fermentation.
In contrast, spore content remained stable around the initial value
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for the first 48 h, after which spore content started increasing.
Probably, this is due to the fact that digestate presents a limited
amount of nutrients that provokes Bt sporulation in a short time.
This is of great importance since sporulation is related to the
release of the crystal that has the biopesticidal effect (Bravo
et al, 2011). Final values of viable cells and spores were
5.93 £0.26 (10°) CFU g~! DM and 5.72 +0.95 (10°) spores g~' DM,
respectively, 0.8 and 1.93-fold increase respect to initial counts.
If these values are compared to those obtained in 10 L insulated
reactors, it can be hypothesized that the higher temperatures
attained contribute to a greater increase in spore counts (169.7
times higher than in non-insulated).

Spore count has been used as an indicator of BDB production, as
the Bt toxin has been associated to the sporulation process (Tirado
et al., 2001). Several authors have developed processes for BDB
production, with spore counts ranging from 107 to 10'° at lab con-
ditions using highly biodegradable substrates such as wheat bran
or OFMSW, among others (Patil et al., 2013; Zou et al., 2016;
Ballardo et al., 2017). In this sense, the results obtained in the pre-
sent work are in the middle range of the values reported in scien-
tific literature. However, it must be considered that the conditions
were not sterile, so competition with other microorganisms has
been a challenge. In addition, a poorer biodegradable substrate,
digestate, was used and processed in higher scale reactors.

In the insulated reactor the temperature remained in the meso-
philic range for 2.5 days, exceeding 60 °C between 20 and 42 h
from the beginning of the fermentation process, which can help
creating adequate conditions for sporulation. Some authors have
studied the effect of temperature on Bt growth observing that tem-
peratures higher than 60 °C benefit the sporulation process, thus
the BDB production. In contrast, the BDB produced, showed less
toxic effect on plagues when compared with BDB produced under
more favourable conditions (Zhuang et al., 2011).

To the best of the authors’ knowledge, this is the first attempt of
producing BDB using this reactor configuration, therefore a com-
parison with other studies can only be given as referential. The
most relevant parameters in large scale SSF are the temperature
gradient through the solid matrix, evaporation, aeration control,
and local pH changes (Singhania et al., 2009).

In general, insulated reactors showed appropriate conditions for
Bt colonization, sporulation and, more importantly, for BDB pro-
duction, leading to a sporulation of 84% (related to final viable

cells). On the other hand, working with non-insulated reactors
allowed to provide favourable conditions for BDB production,
achieving a sporulation of 97%. However, by increasing reactor
scale in adiabatic conditions, maximum temperature reached can
be higher as well as the time during which it is maintained. This
fact can have undesirable effects on the growth of Bt. Thus, a
non-insulated reactor was chosen for further scale up.

3.2. Scale up

In order to assess the upscaling of the process developed in the
22-L reactor, an experiment was performed in a 100-L reactor. The
results obtained are shown in Fig. 3 and the main SSF process
parameters’ values summarized in Table 2.

sOUR trend was different to that observed in 22-L reactors, as
the system only achieved a maximum sOUR of 0.90 + 0.23 mg O,
¢ 'DM h™! at 24 h of operation. After that period, SOUR decreased
to values between 0.60 and 0.8 mg O, g 'DM h~!. Average temper-
ature achieved in the system was 28 * 2 °C, similar to the values
observed in the 22 L reactor. The cumulative oxygen consumption
for four days (COC) was 63.92 + 6.34 mg O, g 'DM h~ . In this case,
the inoculated fermentation showed no significant differences to
the control, as maximum temperature and sOUR values were
26+1°C and 0.86 mg O, g 'DM h~, respectively. The increase of
values of sOUR, temperature and COC in relation to the control
were 1.05, 1.08 and 0.71 respectively. As in the 22-L reactor, there
was a sOUR increase after the stirring period, accompanied by the
corresponding slight temperature increase. Additionally, it was
observed that sOUR in control fermentations (22-L and 100-L)
were lower than the obtained in the inoculated fermentations.
The maximum temperatures in the 100-L reactor, both in those
inoculated with Bt and in the control, were slightly higher than
those obtained in the 22-L reactor.

The initial viable cells and spore values were 1.60 = 0.34(10°)
CFU g ' DM and 4.44 +0.12(10%) spores g ! DM, respectively.
Viable cells decreased slightly during the first 24 h, subsequently
increasing to the initial value by the end of the fermentation
(1.87 £0.21(10°) CFU g ' DM). Meanwhile, spore counts consis-
tently increased until the end of the fermentation, achieving aver-
age values of 1.67 £0.45(10°) spores g~! DM. Increments of
colonies and spores at the end of the fermentation of 1.2 and
3.8-fold, respectively were obtained compared with the initial
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Fig. 3. Average sOUR, temperature, viable cells and spores evolution in SSF of digestate inoculated at 0 h with Bacillus thuringiensis under non-sterile conditions in a non-

insulated stirred 100-L reactor.
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values. Spore production values are similar to those reported by
El-Bendary (2006) when working in trays reactors with sugar beet
wastes and Zhang et al. (2013) working with kitchen waste and
obtaining values in the range of 10° spore g~' DM.

A comparative between Bt production in different reactors
(10-L, 22-L and 100-L) is shown in Fig. 4. Increments of viable cells
were similar in the 10-L insulated reactor and the 100-L
non-insulated reactor whereas the increases of spores at the end
of the fermentation were higher in the insulated reactor.

Summarizing, increasing the amount of mass in the reactor
(100-L) did produce a substantial increase in spore content, when
compared with the 22-L reactor. The results obtained at 100-L
scale showed that the proposed bioprocess for BDB production is
technically feasible using non-sterile digestate as a sole substrate.
Moreover, the production values are in the range of the reported in
literature, showing a slight decrease in the sporulation ratio when
performing the scaling up (97% in 22-L reactor and 89% in 100-L
reactor) (Table 2). Other authors have reported a significant scale
effect, when increasing the amount of substrate from 35 to 40 kg
observing an almost negligible BDB production (reduction of
99%) (Zhang et al., 2013). The difference with this research was
the addition of daily agitation in the reactor to improve the transfer
of oxygen and nutrients to produce BDB, one of the problems
associated with process scaling.

Fig. 5 presents SEM (Scanning Electron Microscopy) images of
Bt cell, spores and toxin crystals. Images in Fig. 5 show the material
at the end of the SSF process. Fig. 5a shows viable cells and spores.
Size was used to differentiate them. As reported in the literature by
[riarte and Caballero (2001) Bt cells were 3 to 5 um long and 1 to
1.2 pm wide, In this work, size of Bt cells produced in the SSF with
digestate was 3.26 um length and 1.19 pm width. In Fig. 5b some
spores are circled presenting similar sizes (1.64 um length and
0.54 um width) than those measured by Smitha et al. (2013) also
in a SSF process, with values ranging from 0.7 to 2.0 um length
and from 0.6 to 1 um width. However, the toxicity of Bt lies in
the formation of the parasporal crystal. As explained by Nair
et al. (2018) Bt produces bipyramidal and cuboidal crystals as
can be observed in Fig. 5¢ where these crystals have been also
circled.

Generally, the presence of bipyramidal crystals is associated
with active strains against lepidoptera (Enger et al., 2018). The size
of the crystal was 1.8 um length and 0.8 pm width, in the range

200
] I Viable Cells increment
180 c T, [ Spores increment
160
140 A
<= 1201
£
o 100 —
5 —
£
D
A D
'all N
0 T : ,
10-L 22-L 100-L
Reactors

Fig. 4. Increment of viable cells and spores at the end of SSF process in the different
reactors. Different capital letters indicate significant differences between values
obtained (p < 0.05).
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Fig. 5. SEM images of viable cells, spores and parasporal Bt crystal in digestate at
the end of the SSF process. (a) Viable cells and spores (b) Spores (c) Parasporal Bt
crystal.

described by Caballero et al. (2001), from 350 nm to 2 pum length.
Zhuang et al. (2011) associated the size of paraesporal crystal with
its entomotoxicity. In this sense, the crystals obtained are in the
upper size range.
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4. Conclusions

Digestate was used as raw material to produce an organic
amendment with biopesticide potential through SSF using Btk
under non-sterile conditions. Two types of reactors were tested:
insulated reactor and non-insulated with agitation. In both cases,
Bt was able to colonize and sporulate, obtaining a final product
from digestate with biopesticide content. The final percentages of
Bt sporulation were over 84% in the 10-L, reaching 97% in the
22-L reactor. In all cases, the final count of viable cells was over
10° CFU g~ 'DM.

The process was scaled up to 100-L packed bed non-insulated
and stirred reactor observing a sporulation of (89%) with a spore
growth 3 times higher than the initial, showing BDB productions
comparable to those reported by other authors.

These results showed that Bacillus thuringiensis biopesticides
production from biowaste digestate is feasible and that high
production levels can be obtained at different scales and under
different operational conditions. These findings also highlight the
importance of the proper reactor selection when scaling up a SSF
process.
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