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RESUMEN

Ante la creciente produccion de residuos a todos los niveles se ha considerado la
posible utilizacion de estos como materia prima. Esta investigacion persigue la
valorizacion de residuos sélidos organicos como sustrato para el crecimiento de
Bacillus thuringiensis (Bt) utilizando la Fermentacion en Estado Sélido (FES). El Bt es
una bacteria empleada como agente de control biolégico para el control selectivo de

insectos plaga.

El objetivo principal del trabajo ha sido determinar la factibilidad de utilizar residuos
orgéanicos sin pre-tratamiento a una escala piloto. Se trabaj6 en 4 fases principales: en
la primera fase se utiliz6 residuo de procesado de soja a escala laboratorio y en
reactores de 10 L mediante FES; en la segunda fase se utilizé la Fraccién Organica de
Residuos Municipales de recogida selectiva (FORM) esterilizada y sin esterilizar,
mediante fermentacién sumergida (FmS); en la tercera fase también se utiliz6 FORM
esterilizada y sin esterilizar mediante diferentes estrategias en fermentacion en estado
sélido (FES); y en la ultima fase se utilizaron residuos de fruta y verduras (asimilable a
residuos de cocina) a escala real (400 L), en compostador doméstico. Ademas, en la
tltima fase se evalud la toxicidad del compost para su utilizacion como enmienda
organica en el suelo. Se ha determinado la viabilidad del crecimiento en condiciones
estériles a temperatura constante de 30C y en FES de Bt, tanto en residuo de soja
como en FORM. Se ha demostrado la supervivencia de Bt en residuo de soja en FES
a temperatura no controlada a escala de 10 L, manteniéndose constante la poblacion
aun a temperaturas por encima de los 60C. Por lo que a la FORM se refiere, se han
optimizado las condiciones de proceso hasta conseguir escalar a reactores de 10 L
mediante una estrategia de operacion (inoculacién de Bt después de etapa termdfila)
gue permite desarrollar el proceso en semicontinuo (el contenido de un reactor sirve
de in6culo para los siguientes). Aplicado a compostador doméstico, se consigue un
producto final conteniendo Bt sin efectos téxicos para el suelo. Ademas, esta
investigacion da apertura al estudio y desarrollo de un compost con propiedades

biopesticidas.

Este es el primer trabajo en este campo que se realiza en el grupo de compostaje de
la UAB y va a tener continuidad dentro del proyecto europeo DECISIVE (H2020), que

propone una gestion y valorizacion descentralizada de bioresiduos.






ABSTRACT

Given the growing generation of solid residues, several attempts have been made to
exploit these residues as raw material for diverse applications. This study focuses on
the valorization of solid organic residues of different characteristics as substrate for the
growing of the strain Bacillus thuringiensis (Bt) growth through Solid State
Fermentation (SSF). Bt is a bacteria employed as biological pest control for the
selective control of some insects. The aim of the study is the assessment of different
process strategies in order to identify the feasibility of Bt growth at 0.5L, 4.5L, 10L and
400L scale with and without previous sterilization of the residues. The research has
undergone four main stages: First, using soy fiber residues at 0.5 and 10L scale.
Second, using the organic fraction of municipal solid waste (OFMSW) through
submerged fermentation (SmF). Third, testing different operational strategies with
OFMSW through SSF, and finally, using the organic fraction of kitchen residues (KR) in
a home composting system (400L). In Home compost, toxicity has been also
determined. It was found that Bt is able to grow properly when soy fiber residues and
OFMSW were sterilized, in SSF at constant temperature (30<C). Similarly, at non
controlled temperature conditions (4.5L and 10L), Bt survived even when temperatures
reached values beyond 60C, remaining the Bt concen tration in a similar level than the
initial one.

Regarding OFMSW, SSF process has been optimized in a 10L scale. In this scenario a
semi-continuous strategy allowing Bt to grow in the solid medium, has been settled
reaching a final sanitized material containg Bt.

In the case of the home composting system, the final product also contains a significant
Bt population remaining a non-toxic material for the soil. It is remarkable that Bt has
grown in solid medium, and there is no need for sterilization of the residues for
achieving good results. Considering this, presented strategies are a first approach to
obtain compost with biopesticides properties. This is the first project in this area,
developed by the UAB composting research group. It will be further and deeply
investigated in the framework of the European project DECISIVE (H2020).






ESTRUCTURA DE LA MEMORIA
Esta memoria se ha estructurado en los siguientes capitulos:

Capitulo I. En este capitulo introductorio se describen aspectos de importancia que
dan sentido a la tesis con la finalidad de articular el tema de investigacion relacionando

la FES y Bacillus thuringiensis en un acercamiento a la obtencion de un Biopesticida.
Capitulo Il. Plasma los objetivos relevantes del desarrollo de esta tesis.

Capitulo 1ll. Detalla los Materiales y Métodos, donde se describen los procedimientos
y técnicas de laboratorio utilizadas en esta investigacion, iniciando desde la
preparacion del indculo de Bt, detallando los protocolos seguidos y finalizando con los

métodos empleados para su evaluacion.

Capitulo IV. Es el punto de partida de la valorizaciébn de los residuos orgénicos
incorporando a Bt en la fermentacion en estado sélido. En este capitulo se trabajoé con
el residuo de fibra de soja estéril y no estéril comprobando la viabilidad del proceso
con la opcién de utlizarlo como medio para producir Bt y/o la posibilidad de utilizar el

producto final (compost).

Capitulo V. Se presentan los resultados alcanzados del estudio de las cinéticas de
crecimiento de Bt empleando la Fraccidbn Organica de Residuos Municipales
procedente de recogida selectiva (FORM). La finalidad es evaluar el crecimiento de Bt
en FORM estéril y no estéril comparando este crecimiento con el obtenido en un medio

comercial en fermentacion sumergida.

Capitulo VI. Se muestran los resultados de la viabilidad del crecimiento de Bt en
FORM mediante la Fermentacion en Estado Sélido utilizando diferentes estrategias de

operacion para optimizar el crecimiento en FORM no esterilizada.

Capitulo VII. Se estudia el efecto de la adicion de Bt a un compostador doméstico en
el camino para la obtencion de un compost con propiedades biopesticidas, empleando

como sustrato residuos de frutas y hortalizas.
Capitulo VIII. Se enlistan las conclusiones de esta tesis.

Capitulo IX. Se recogen las referencias bibliogréaficas empleadas para la elaboracion

de esta memoria.
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Capitulo 1: Introduccion

1 INTRODUCCION

1.1 Interés del estudio

El aumento de la poblacién y el consumo actual tiene como consecuencia el
incremento de los residuos generados. ElI compostaje y la digestion anaerobia son
tecnologias amigables con el medio ambiente que permiten reducir y gestionar una
parte de la gran cantidad de residuos organicos que se generan por la concentracion
de poblacién en nucleos urbanos y el nivel de vida de las personas (Artola y col.,
2009). Sin embargo, la fermentacion en estado sdélido (FES) se presenta también
como una gran alternativa en cuanto a la valorizacion de estos residuos (Santis y col.,
2011). El creciente interés por valorizar los residuos organicos biodegradables a través
de la FES ha estimulado la realizacion de diversas investigaciones incorporando
sustratos y microorganismos especificos para la produccion de metabolitos de interés
tales como enzimas hidroliticas, biosurfactantes, acidos organicos, pigmentos, aromas,

biofertilizantes y biopesticidas (Pandey y col., 1999)(Sanchez y col., 2015).

La produccion de biopesticidas mediante FES se presenta como una alternativa
atractiva y respetuosa con el medio ambiente para el control biol6gico de plagas. Sin
embargo, la mayoria de investigaciones centradas en la obtencion de biopesticidas
utilizando residuos organicos (entre los que destacan los lodos de depuradora), se han
realizado a escala de laboratorio, utilizando pocos gramos de muestra, y en la mayoria
de casos con los residuos pretratados, es decir, esterilizados o sometidos a algun
tratamiento térmico que elimine la carga bacteriana nativa de dichos residuos y

reduzca la competencia a la hora de inocular un microorganismo especifico.

Esta investigacion presta especial atencion a dilucidar y optimizar las condiciones de
crecimiento de Bacillus thuringiensis (Bt) en FES utilizando residuos sélidos organicos
sin pretratar y a escala semipiloto como primera etapa en la obtencion de un producto

final con propiedades biopesticidas que pueda ser aplicado de forma segura al suelo.

1.2 Fermentacién en Estado Sélido

La FES es un bioproceso que ocurre en ausencia o casi ausencia de agua libre,
empleando normalmente un sustrato natural que actia como fuente de carbono o
energia, aunque también puede ser inerte. Se desarrolla por tanto en una fase soélida

discreta en la que los microorganismos crecen en la superficie de las particulas
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hamedas, asi como dentro y entre ellas. El espacio entre las particulas est4 ocupado

por una fase gaseosa continua (Pandey y col., 2013).

1.2.1 Parametros de la Fermentacion en Estado Solid o

Son varios los factores que pueden afectar al desarrollo del proceso de FES. La
seleccién de una cepa adecuada, el sustrato y su relacion con los parametros fisicos,
quimicos y bioquimicos del proceso influirdn en la evolucion de la FES y en la

obtencion del producto final (Pandey y col., 2003).

Temperatura

Dentro de los parametros ambientales, la temperatura influye en la velocidad de
crecimiento de los microorganismos. Existe una temperatura o rango de temperaturas
Optimas para el crecimiento de un microorganismo. A temperaturas fuera de este
rango, el crecimiento se ralentiza o es inexistente. Por otro lado, en funcién de las
condiciones de la FES es importante tener en cuenta que se puede generar una gran
cantidad de calor que es directamente proporcional a la actividad metabdlica de los
microorganismos (Pandey y col., 2013). Este incremento térmico puede afectar
directamente al crecimiento microbiano, a la produccién de esporas y/o a las
propiedades del producto final. Por ello, en funciébn del objetivo de la FES es
conveniente dotar a los fermentadores de mecanismos que permitan disipar el calor,
siendo lo mas frecuente la circulacion de aire por el interior del reactor (Moyano,
2014).

Aireacion

La aireacion durante la FES es un factor de gran importancia ya que, por un lado,
proporciona oxigeno a los microorganismos mientras que elimina simultdneamente el
diéxido de carbono y, por otro, como ya se ha comentado, elimina el calor del
fermentador y distribuye el vapor de agua y los metabolitos gaseosos y volatiles
producidos (Graminha y col. 2008), evitando que la composicion de la fase gaseosa
afecte a la actividad de la biomasa (Raimbault, 1998). Una aireacion insuficiente puede
derivar en una sustitucién de los microorganismos aerobios por anaerobios, con el
consiguiente retraso en la descomposicién, la aparicion de sulfuro de hidrégeno y la
produccién de malos olores. Por otro lado, el exceso de ventilacion podria provocar el
enfriamiento de la masa y una alta desecacion de ésta con la consiguiente reduccién

de la actividad metabdlica de los microorganismos (Haug, 1993).

4
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Humedad

El contenido de humedad es un pardmetro crucial de los procesos de FES. Esta
variable influye significativamente en el desarrollo microbiano. El valor optimo de
contenido de humedad depende tanto del microorganismo como de la matriz sélida
que se utiliza. Haug (1993) recomienda para una matriz organica a fermentar valores
de humedad entre 40-60%. Porcentajes altos de humedad dan como resultado una
baja porosidad del sustrato que a su vez impide la penetracién y circulacion de aire en
la matriz, mientras que un bajo contenido de humedad conduce a una mala difusion de
los nutrientes que obstaculizar4 el crecimiento microbiano (Pandey y col., 2003).

Temperatura, aireacion y humedad, como se ve, estan directamente relacionados.

Tamafio de particula

El tamafio inicial de las particulas de la matriz sélida es otro factor importante para la
optimizacion del proceso, ya que cuanto mayor sea la superficie expuesta al ataque
microbiano por unidad de masa, mas rapida y completa serd la reaccion. El
desmenuzamiento del material facilita el ataque de los microorganismos y aumenta la
velocidad del proceso. Sin embargo, aunque un pequefio tamafio de particula provoca
una gran superficie de contacto para el ataque microbiano, también reduce el espacio
entre particulas aumentando las fuerzas de friccion (Haug, 1993); esto limita la difusién
de oxigeno hacia el interior y de diéxido de carbono hacia el exterior, lo cual restringe
la proliferacion microbiana y puede dar lugar a un colapso microbiano al ser imposible

la aireacion por conveccion natural.

pH

Generalmente el pH se autoregula durante el proceso, pero es dificil de supervisar y
controlar en procesos de FES, debido a la naturaleza de los materiales fermentados,
por ser sdlidos en ausencia de agua libre. A pesar de estas dificultades, es un
parametro importante y es necesario realizar su seguimiento durante todo el proceso
fermentativo, con el fin de poder prevenir la muerte de los microorganismos por
valores que éstos no toleran. Adicionalmente, utilizar un pH adecuado durante
procesos de FES de hongos y levaduras, reduce o elimina los riesgos de
contaminacion bacteriana (Raimbault, 1998). Los valores 6ptimos de pH para que los
microorganismos se desarrollen estan entre 5 y 8, aunque la mayoria de los hongos se

encuentran adaptados para trabajar en un rango mas amplio (Haug, 1993).
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Agitacion

Una buena agitacion de la masa en fermentacion garantiza la homogeneidad con
respecto a las particulas y la humedad. Adicionalmente, promueve la transferencia de
calor y materia, y la distribucion uniforme de los nutrientes afiadidos gradualmente
durante el curso de la fermentacion, si se da el caso. Sin embargo, en funcién del tipo
de FES, al realizar la agitacion de un lecho que contiene particulas sélidas, que suelen
tener un hongo filamentoso creciente en sus superficies, se pueden dafiar las hifas del
hongo (Mitchell y col. 2011), y por ende se plantean inconvenientes como dafios
ocasionados al micelio, reduccion de la porosidad de la matriz afectando
negativamente en la formacion del producto. Por otro lado, la agitacién de la matriz
sélida supone un gasto energético adicional y segun el material empleado, sobre todo

si es mezcla de varios residuos, resulta complicado conseguir una mezcla homogénea.

1.2.2 Aplicaciones de la FES

La FES se ha estudiado en la produccion de alimentos, enzimas (pectinasas, lipasas,
celulasas etc.), acidos organicos, sabores y compuestos bioactivos, metabolitos
secundarios, biofertilizantes, biopesticidas, compuestos aromatizantes, etc. (Pandey y
col., 2013). El uso de FES puede dar un valor afiadido a los residuos agricolas, a
través de su bioconversién. La mayoria de los residuos agricolas no son utilizados
adecuadamente, desaprovechando su potencial. Estos residuos incluyen desde
semillas, a plantas o partes de éstas, a cascara de fruta y las mismas frutas, y estan
constituidos por celulosa, que representan una fuente potencial de azlcares y energia
(Pandey y col., 2003; Raimbault, 1998).

En la Tabla 1.1 se presentan en detalle algunas de las aplicaciones de la FES y los

respectivos productos de valor afiadido obtenidos.
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Tabla 1.1 Aplicacién de la fermentacion en estado sélido (Santis, 2013)

AREA APLICACION EJEMPLO DE PRODUCTOS
Biotransformacion de la yuca y los residuos
Biotransformacion de de yuca para la mejora de la nutricién.
cultivos o residuos de Bioconversion de residuos de cultivos
cultivos lignocelulésicos  para  enriquecer  con
proteinas la alimentacion de los rumiantes.
Pulpeado biolégico de virutas de madera sin
Pulpeo biolégico la necesidad de tratamiento en autoclave o
de enriquecimiento nutricional.
Produccion de micotoxinas, endotoxinas
Procesos Produccion de compuestos | bacterianas, factores de crecimiento de las
para bioactivos plantas, antibiéticos, medicamentos inmuno-
obtener supresores, alcaloides etc.
productos de Celulasa, b-glucosidasa, lacasa, xilanasa,
alto valor | Produccién de enzimas proteasa, lipasas, glutaminasa.
afadido

Produccién de acidos
grasos

Acido citrico, acido fumarico, acido lactico,
acido oxalico.

Produccion de biopesticidas

Produccion de Beauberia bassiana en el
control biolégico de las plagas de platano,
cafia de azlcar, soja y café.

Produccién de
biocombustibles

Produccion de etanol a partir de la pulpa de
manzana, algarrobas, sorgo, almidon de
arroz.

Producciéon de aromas

Aroma de pifia.
Produccion de 2.5- dimetilpirazina (2.5-DMP)
y tetramethylprazine (TTMP).

Produccién de otros
compuestos inertes

Otros diversos productos tales como acido L
glutamico, pigmentos, carotenoides,
xantano, goma, vitaminas, biosurfactantes,
etc.

1.2.3 Ventajas y desventajas de la FES

A continuacion, se presentan algunas de las ventajas y desventajas mas resaltantes
de la FES respecto a la fermentacion sumergida (SmF) segun diferentes autores
(Botella y col. 2005; Couto y Sanroman 2006; Holker y col. 2004; Pandey y col., 2003;
Pandey vy col., 2013).

Ventajas de la FES

- Reduccion de costes, debido a la baja necesidad de agua, que implica al final del

proceso un menor volumen de agua residual a tratar.

- Mayor rendimiento y menores inversiones de capital, donde los sustratos utilizados

son generalmente residuos agroindustriales.

- Ausencia de formacion de espuma.
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- Baja demanda de energia para calentamiento.
- Control de la contaminacién mas facil.

- Se facilita la aireacion forzada por la porosidad que otorga el estructurante, lo que

permite una alta transferencia de oxigeno al microorganismo.

- Mejor crecimiento de la biomasa y mayor productividad de la enzima.

Fermentacion de sustratos sélidos insolubles en agua.

Desventajas de la FES

- Medio compuesto por tres fases de dificil homogenizacion. Aparicién de gradientes

de temperatura y composicion.

- La extraccion del calor metabdlico puede ser un problema, sobre todo cuando se

trabaja a gran escala y es dificil controlar la temperatura del proceso.

- La naturaleza soélida del sustrato dificulta la medicion y monitorizacion de
pardmetros de la fermentacion, tales como el pH, la temperatura, el contenido de

humedad y la concentracién de sustrato y productos.

- El tiempo de fermentacibn es mayor, debido a que generalmente se utilizan

microorganismos que presentan bajas velocidades especificas de crecimiento.

1.2.4 FES ycompostaje

Un proceso de FES se realiza mediante la fermentacién de un sustrato sélido en
ausencia de agua libre. Esta es una definicibn muy genérica que engloba procesos
aerobios y andéxicos, como por ejemplo el proceso de compostaje y el de ensilado
ampliamente extendidos. La FES se puede realizar con el sustrato esterilizado o sin
esterilizar. Cuando el material es estéril, la FES se puede llevar a cabo con la
incorporacién de un solo o varios microorganismos. Cuando el material no es estéril no
se descarta la incorporacion de algun microorganismo, aunque la biomasa nativa del
residuo desarrolle una actividad muy importante en el proceso de degradacién. Es el

caso del compostaje.

El compostaje es un proceso complejo regido por la accién de una amplia y diversa
poblacion microbiana. Bacterias y hongos determinan, a través de sus capacidades
metabdlicas, las propiedades fisicoquimicas que condicionan el desarrollo del proceso
(Anastasi y col., 2005).
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El proceso de compostaje normalmente se desarrolla en dos etapas: la
descomposicion (fase bio-oxidativa) y la maduracion (Moreno y Mormeneo, 2008). La
etapa de descomposicion se produce al comienzo del proceso y corresponde a la
transformaciéon de la materia organica facilmente biodegradable en moléculas
organicas e inorganicas simples por la actividad metabdlica de los microorganismos.
Esta etapa se caracteriza por la produccion de calor y por las elevadas tasas de
consumo de oxigeno (Haug, 1993). La actividad metabdlica de los microorganismos
incluye el uso de su bateria de enzimas, o incluso la produccién de enzimas para
degradar la materia orgénica y obtener los nutrientes necesarios para adaptarse a su
desarrollo. En el periodo inicial, los microorganismos dominantes son mesofilos (los
gque crecen mejor a temperaturas de 10 a 42°C), utilizan el oxigeno disponible para
oxidar el carbono de la matriz sélida y asi obtener energia y materiales para construir
nueva biomasa y producir CO; y agua. Este crecimiento produce calor y la temperatura
de la matriz se eleva sobre 45°C. A estas temperaturas, los microorganismos
mesofilos mueren o se vuelven inactivos (Haug, 1993). En consecuencia, en este
punto los microorganismos termofilos se activan, consumiendo los materiales que son
facilmente disponibles y multiplicandose rapidamente, desapareciendo las especies
mesofilicas. La temperatura puede alcanzar valores de hasta 70C. Esta fase se llama
termodfila y se considera muy importante para la inactivacion de patégenos y la

destruccioén de las semillas (Soliva, 2001; Moreno y Mormeneo, 2008).

La etapa de maduracion sucede cuando las fuentes de carbono facilmente disponibles
se agotan, la actividad termdfila disminuye y la temperatura baja. Es cuando los
microorganismos mesofilos comienzan a dominar el proceso hasta que las fuentes de
energia disponibles se hayan consumido por el agotamiento de los compuestos
facilmente biodegradables (Haug, 1993; Moreno y Mormeneo, 2008). Finalmente, el
material llega a temperatura ambiente. Esta etapa es importante porque es cuando el
nitrégeno obtenido de la biomasa transformada se incorpora en compuestos de alto
peso molecular que son resistentes a la descomposicion microbiana, formando una

reserva de nitrégeno (Haug, 1993).

En la Figura 1.1 se presenta la sucesion microbiana y la evolucién de factores como la

temperatura y el pH durante el compostaje, especificando las diferentes fases.
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Figura 1.1 Sucesion microbiana y evolucion de la temperatura y el pH durante el compostaje
(Moreno y Mormeneo, 2008).

En el proceso de compostaje, después de la caracterizacion inicial de los residuos,
éstos suelen ser mezclados con un material estructurante, como trozos de madera, de
modo que se consiga una adecuada humedad y porosidad. Es importante ademas
conocer la relacién entre el carbono y el nitrégeno (C/N) del residuo a compostar
(Haug, 1993; Ruggieri y col 2008). Se recomienda una relacion inicial C/N de entre 15
a 30 como apropiada para materiales a compostar (Haug, 1993). Los valores mas
bajos promoveran las pérdidas de nitrégeno en forma de NHs, mientras que los valores
mas altos pueden ralentizar el proceso de descomposicion debido a la falta de
nitrégeno para apoyar la actividad microbiolégica.

El grupo de Investigacion de Compostaje GICOM de la UAB utiliza una FES aerobia y
termdfila en condiciones de residuo no estéril, escalable de acuerdo con el

conocimiento existente del proceso de compostaje (Gea y col., 2014; Abraham, 2013).
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1.2.5 Microorganismos en el proceso de FES

Como ya se mencion0 en el apartado anterior, el proceso de FES se puede realizar
con sustratos estériles 0 no estériles. En condiciones de laboratorio y a pequefia
escala es factible esterilizar el sustrato con fines diversos como es el caso de evaluar
el comportamiento de un solo microorganismo 6 evaluar alguna actividad enzimética
especifica. Cuando se trabaja a escalas mayores, se deben considerar las
implicaciones econémicas y ambientales de esterilizar el material de partida. EI mismo
proceso de FES realizado bajo condiciones de evolucion natural de la temperatura con
material no estéril puede facilitar la higienizacion del sustrato, en un proceso natural de
fermentacion donde estan involucrados los microorganismos propios del sustrato. La
posible inoculacién de un microorganismo especifico puede realizarse posteriormente

u obtener el producto deseado mediante microorganismos nativos.

Los microorganismos sobreviven en un determinado habitat porque son capaces de
colonizarlo y utilizar los recursos contenidos en el mismo. La degradacion de la
materia organica ocurre en la superficie de las particulas organicas (Moreno y
Mormeneo, 2008). Por ello, como ya se ha comentado, la composicién del sustrato, su
estructura, la temperatura, concentracion de oxigeno, contenido de humedad y pH,
son concluyentes del tipo de actividad de los microorganismos (Liang y col., 2003). Por
ejemplo, la microbiota encontrada en el proceso de compostaje es diversa,
dependiendo de los sustratos a fermentar, del tipo de operacion y las condiciones
ambientales externas. Aunque esto dificulta generalizar un patrén de diversidad
microbiana, en estudios reportados el predominio de microorganismos se replica de
acuerdo a los siguientes: Bacteroidetes, Proteobacterias, Actinobacterias y géneros
bacterianos Bacillus, Pseudomonas, Actinomiceto, Streptomyces. Los Bacillus son un
género extendido de Firmicutes en sistemas de compostaje lignoceluldsico debido a su
termotolerancia (Gannes y col., 2013; Mayende y col., 2006). Los hongos y levaduras
pertenecen a las clases Ascomycetes, Zygomycetes, Sacharomycetes. Los géneros
fangicos, Aspergillus y Penicillium, seguidos de los géneros Mucor, Acremonium,
Morteriell, Fusarium. Las levaduras corresponden a los géneros Candida, Rhodotorula,
Kluyveromyces, Pichia, Torulopsis y Trichosporon (Moreno y Mormeneo, 2008). Zhang
y col. (2016) reportan haber obtenido compost de mazorcas de maiz y estiércol de
vaca, y encontrado, a los 3 meses de proceso, los phylum dominantes Firmicutes,
Proteobacteria, Bacteroidetes y Actinobacteria. En comparacién con la comunidad
bacteriana, la estructura de la comunidad de hongos fue méas estable con Ascomycota

como el phylum dominante exclusivo.
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Los principales patdogenos microbianos encontrados en restos organicos de distinta
naturaleza utilizados como materia prima en compostaje son, por ejemplo, en restos
vegetales los hongos Phytophthora, Pyhium, Rhizoctonia, Botrytis, Fusarium,
Stromatinia y las bacterias Clavibacter, Listeria, Pseudomonas, Ralstonia, en lodos de
depuradora, se han encontrado las bacterias: Listeria, Salmonella, Escherichia,

Mycobacterium, Clostridium, Enterococos (Moreno y Mormeneo, 2008).

1.2.6 Escalado de reactores en FES

El escalado es el paso de un proceso productivo de pequeiia escala a una escala
superior. Las condiciones de FES a pequefia escala no son por lo general exportables,
debido a que los procesos de transporte de materia y calor y el comportamiento celular
son diferentes (Grau, 1999). Los procesos de FES son dificiles de escalar debido a la
naturaleza heterogénea del sustrato, las diversas fases existentes y los gradientes
existentes en el interior del reactor en parametros claves como temperatura, pH,

humedad, oxigeno y concentraciones de biomasa activa (Sanchez y col., 2015).

El control en la transferencia de calor es uno de los principales problemas en el disefio
y operacion de fermentadores en estado sélido a gran escala. Como ya se ha
comentado, el calor generado por la actividad metabdlica de los microorganismos
puede conducir a un aumento de la temperatura del material cuando no se elimina
correctamente, lo que afecta el crecimiento 6ptimo de los microorganismos y a la
distribucion de las comunidades microbianas. De hecho, la ausencia de agua libre
durante la fermentaciéon dificulta aspectos importantes del proceso, tales como la
accesibilidad a los nutrientes, o la existencia de un contenido de humedad y pH

homogéneos (Sanchez y col., 2015).

La mayoria de investigaciones reportadas con FES trabajan a escala Erlenmeyer
(Mona Fatin y col., 2016; Patil y col., 2013; Smitha y col., 2013; Wu y col., 2013) con
cantidades pequefias de sustrato, y en su mayoria emplean sustratos esterilizados
antes de incorporar un microorganismo concreto. Pocas son las investigaciones que
se realizan con mayor cantidad de sustrato como por ejemplo el trabajo de Zhuang y
col. (2011), quienes trabajaron en reactores de 8 L con 4 tipos de sustrato diferente, y
el de Zhang y col. (2013), que trabajaron en reactores de 35, 40 y 45 L de capacidad

con restos de cocina incorporando Bacillus thuringiensis.

12



Capitulo 1: Introduccion

1.2.7 Estabilidad biolégica del material final obte  nido en el proceso de FES

Una vez obtenido el producto de interés en un proceso de FES, este puede ser o no
separado de la matriz sélida donde se ha producido para su utilizacion. En el primer
caso, el material organico residual puede seguir un proceso de estabilizacion biolégica
gue permita su aprovechamiento como enmienda organica. En este caso, se seguira
un proceso de compostaje y el indice Respirométrico Dindmico (IRD) permitira

determinar la estabilidad del producto final.

El IRD permite evaluar la estabilidad de una muestra orgénica (Barrena y col., 2006).
Se determina midiendo la diferencia en la concentracion de O, entre la entrada y la
salida de un flujo de aire que pasa a través de la muestra debidamente acondicionada.
Las diferentes versiones del método dinamico se pueden encontrar en la literatura
(Adani y col., 2004; Barrena y col. 2006; Scaglia y col., 2000; Tremier y col., 2005;).
Aunque no existe un limite oficial, se considera un material estable, si el valor de IRD,
promedio de las 24 h de maxima velocidad de consumo de oxigeno, es igual o inferior
a 1000 mg O; kg* MO ht (Adani y col., 2004). La medida de la actividad microbiana se
ha convertido en un parametro importante para la determinacion de la estabilidad
biolégica del compost. Ademas, la actividad biolégica puede ser considerada una
medida de la biodegradabilidad de un residuo y también se puede utilizar para el
seguimiento del proceso de compostaje. Los microorganismos respiran a tasas mas
altas en presencia de grandes cantidades de materia orgénica biodisponible, mientras
gue la tasa respiratoria es la mas lenta si este tipo de material es escaso (Artola y col.,
2009).

1.2.8 Toxicidad del material final obtenido enelp  roceso de FES para el suelo
como enmienda orgéanica.

El Real Decreto 506/2013, de 28 de junio, sobre productos fertilizantes y compost,
detalla que el suelo agricola es un recurso inestimable y limitado, cuyo potencial
agronomico actual se debe a la labor desarrollada por el hombre durante siglos. La
degradacion irreversible de este recurso supone no sélo destruir el bien mas preciado
de los agricultores, sino hipotecar las oportunidades agricolas de generaciones
futuras. Por este motivo, la proteccidn del suelo constituye un objetivo prioritario en un
buen abonado, para garantizar su fertilidad y su valor agronémico, presente y futuro
(BOE, 2013).

Como se ha comentado, en un proceso de FES, dependiendo cual sea la finalidad del

estudio, se pueden extraer compuestos o metabolitos de interés y posteriormente los
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residuos se puede estabilizar y convertir en compost para darles un destino final. No
es factible aplicar directamente al suelo un material proveniente de FES en la mayoria
de los casos si contiene materia organica biodegradable sin estabilizar. Es necesario,
en funcién del caso, alargar el proceso de degradacion o un periodo de maduracién
adecuado, para su aplicacion al suelo como enmienda orgénica. Estudios realizados
por Abraham y col. (2014) han demostrado que el pelo residual del despelaje en la
industria de curtidos se puede gestionar satisfactoriamente mediante FES con lodos
de depuradora obteniendo proteasas. Posteriormente, la matriz sélida resultante se
puede compostar hasta la obtencion de un compost apto para su aplicacién agricola,
cerrando de este modo el ciclo de la materia organica al reintroducirla en el suelo una

vez estabilizada.

Entre las pruebas de toxicidad para los suelos en Europa que se han estandarizado,
se encuentra la de mortalidad y los ensayos de reproduccién de la lombriz de tierra
Eisenia foetida (ISO / DIS 11268-1 e ISO / DIS 11268-2, 1997) y la prueba de la
reproduccion con el colémbolo Folsomia candida (ISO / FDIS 11267; Crouau y Cazes,
2003). La prueba de reproduccion con el colémbolo Folsomia candida se encuentra
entre las mas ampliamente utilizadas. Los primeros pasos hacia su normalizacién se
llevaron a cabo a finales de 1980 (Filser y col., 2014). Esta prueba consiste en exponer
al colémbolo a un &rea de suelo probable contaminado y no contaminado (control)
para evaluar la tasa de reproduccion. La tasa de desarrollo depende, entre otros
factores que se controlan (como la temperatura) de la presencia de contaminantes en

la muestra (Crouau y Cazes, 2003).

Fitotoxicidad

El compost destinado a ser incorporado en el suelo debe mantener alta la materia
organica. Sin embargo, es crucial que la materia organica sea estable y madura
(Vazquez y col., 2015). Ensayos de fitotoxicidad son idoneos para evitar riesgos
ambientales, y la madurez del compost suele ser evaluada mediante ensayos de
germinacion (Pierantozzi y col., 2012). EI nimero de semillas germinadas y la longitud
de elongacion de la raiz se utilizan para calcular el indice de germinacion de un
extracto liquido (Zucconi y col., 1981). Se considera que el compost puede tener
efectos de inhibicidn, si se obtienen indices de germinacion por debajo del 80% (Tiquia
y col., 1996).
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1.3 Biopesticidas

Los pesticidas quimicos pueden tener ciertas ventajas a la hora de compararlos con
los biopesticidas como, por ejemplo, la supresion de forma permanente de ciertas
plagas, el almacenamiento a largo plazo y el hecho de tener un efecto rapido y visible
(Patyka y col., 2016). Sin embargo, tienen otras desventajas importantes como la
contaminacion quimica, los cambios en el equilibrio de los ecosistemas, los problemas
de rebrotes de plagas, la resistencia y los peligros para el medio ambiente y la salud
humana (Pimentel, 2014). Todo ello ha contribuido a crear regulaciones estrictas sobre
los pesticidas quimicos. Los esfuerzos de control de plagas més reflexivos estan
incorporando cada vez mas el control biolégico a través de biopesticidas (Blackburn y
col., 2016). A nivel mundial, el mercado de bioplaguicidas esta creciendo a una tasa
anual del 44% en América del Norte, 20% en Europa y Oceania, 10% en América del
Sury del 6% en Asia. (De la Cruz y col., 2014).

La utilizacion de residuos agroindustriales y la tecnologia de fermentacion en estado
sélido ofrecen alternativas en la produccién de biopesticidas con ventajas frente a las
fermentaciones sumergidas convencionales, como la reduccion de costes y consumo
de energia, la baja produccion de agua residual y la obtencion de productos de alta
estabilidad (De la Cruz y col., 2014).

En general, la aplicacion de los productos de biocontrol se realiza por aspersion en
una suspension que contiene una alta concentracion de esporas, pero hay casos en
los que se utiliza la materia fermentada en el suelo; en este caso, la aplicacion se

realiza en formato granular (Ash, 2010; Babu y col., 2004)

En la Tabla 1.2 se presentan productos formulados a base de organismos patégenos
bioplaguicidas vy fitofortificantes que cumplen con las legislaciones actuales de
comercializacion APA/1470/2007 (Agrocabildo, 2014).
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Tabla 1.2 Bioplagicidas vy fitofortificantes de distribucién aprobada en base al Reglamento (CE)
no 1107/2009 del Parlamento Europeo y del Consejo, de 21 de octubre de 2009, relativo a la

comercializaciéon de productos fitosanitarios (Agrocabildo, 2014)

COMPOSICION O
MATERIA
ACTIVA

EFECTO

CULTIVOS AUTORIZADOS

Bacillus subtilis 15,67%
(5,13 x 10'° UFC/qg)
(esporas)

Fungicida, bactericida

Berenjena, fresales, frutales
de hueso, lechugas y
similares, manzano, peral,
pimiento, tomate y vid.

Bacillus amyloliquefaciens
107 UFC/mL+ Bacillus
licheniformis 107 UFC/mL +
Bacillus pumilus 107
UFC/mL

Inductor de resistencia sistémica y
activador de autodefensas en plantas y
cultivos frente a condiciones bidticas
adversas causadas principalmente por
el ataque de diferentes tipos de
patégenos como Botrytis, Scleratinia,
Stemphylium.

Plantas y cultivos

Bacillus licheniformis
4,0x108 UFC/mL+Bacillus
pumilus1,0x108 UFC/mL

Producto fitofortificante obtenido
de microorganismos de las
especies Bacillus pumilus y
Bacillus licheniformis

Plantas y cultivos

Bacillus subtilis 1,37% (1,7 x
101° UFC/g) (esporas)

Fungicida, bactericida

Fresas y tomates

Bacillus thuringiensis

Algodonero, hortalizas del
género brassicas, pimiento,

Aizawai 15% (15 mill. DE Insecticida tomate, vid, arroz, horticolas
U.L/G) [WG] p/p y olivo.

Alcornoques, algodonero,
Bacillus thuringiensis citricos, coniferas, encinas,
Kurstaki 32% (32 mill. DE Insecticida fresales, frutales de hoja

U.L/G) [WG] p/p

caduca, horticolas, olivo,
platanera, robles, arroz y
vid.

Bacterias acido

lacticas + levaduras +
bacterias fototrépicas + agua
+ melaza de cafia de azlcar
+ vinagre de vino + extracto
de plantas

Actla como repelente de

insectos, tiene efecto insecticida
natural, reduce y favorece el control de
enfermedades causadas por hongos,
aumenta la resistencia natural de las
plantas e inhibe el desarrollo de
patégenos del suelo.

Plantas y cultivos

Beauveria bassiana 2,3% Insecticida

(2,3 x10° conidias

viables/mL)

[OD] p/v

Trichoderma harzianum Calabacin, fresales, pepino,
0,5% (1x108 UFC/g) + T. Fungicida pimiento, simientes de
viride 0,5% remolacha azucarera y
(1x108 UFC/g) WG] p/p tomate

Verticillium lecanii 14,8% Pimiento y tomate.

(1 x10% esporas/g) [WP] p/p | Insecticida
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1.4 Bacillus thuringiensis

Bacillus thuringiensis (Bt) es uno de los agentes de control biolégico mas utilizados
para el control de larvas de insectos plaga, ocupa una posicion dominante en el campo
de los biopesticidas y es ampliamente utilizado para el control de insectos de las
ordenes de lepidopteros, dipteros y coledpteros (Wang y col., 2014). Bt es un bacilo
Gram positivo, de flagelacién peritrica, que mide de 3 a5 um de largoy de 1 a 1,2 um
de ancho y que tiene la caracteristica de desarrollar esporas de resistencia
elipsoidales (Caballero y Ferré, 2001).

El uso de Bt como bioinsecticida comercial es debido a la notable capacidad de esta
bacteria para producir grandes cantidades de proteinas cristalinas insecticidas durante
la fermentacion (Khedher y col., 2011). La principal diferencia entre Bt y otros bacilos
radica en la formacion de un cristal proteico en el momento de la esporulacion
(Schnepf y col., 1998). En la Figura 1.2 a) se puede observar dentro de las células
vegetativas, esporas y cristales de Bt una imagen de microscopio Optico de contraste
de fases (x1000). En la Figura 1.2 b) se observan las esporas y los cristales (x18 000)

en una imagen de microscopia electrénica de barrido.

. Cristal s

"\/ Espora
B

Figura 1.2 Caracteristicas microscopicas de Bacillus thuringiensis (cristales paraesporales y
esporas). Imagen recogida de Iriarte y Caballero (2001).

1.4.1 Origen de Bacillus thuringiensis

El conocimiento de organismos capaces de generar enfermedades en los insectos se
remonta a la antigiedad cuando fueron descritos por primera vez en China los efectos
del hongo Cordyceps sobre el gusano de seda Bombyx mori. Desde entonces, el
namero de enfermedades citadas ha ido en aumento, viéndose incrementado
especialmente a partir del siglo XIX, coincidiendo con el desarrollo de la microbiologia
(Caballero y Ferré, 2001).

17



Capitulo 1: Introduccion

El desarrollo de las primeras formulaciones de bioinsecticida basadas en Bt se
remonta a las primeras décadas del siglo pasado, tras las primeras publicaciones por
el bacteriélogo Japonés Shigetane Ishiwata en 1901 y posterior reaislamiento en 1911
por el aleman Ernst Berliner, quién publicdé la descripcion de una bacteria similar
aislada en la region alemana de Turingia a partir de larvas enfermas de la polilla
mediterrdnea de la harina, Ephestia kuehniella, y la nombré Bacillus thuringiensis, en

honor a su procedencia (Caballero y Ferré, 2001).

En 1938 se desarroll6 en Francia el primer producto comercial de Bt “Sporeine,” pero
fue apartir de los afios 60 cuando se comenzaron a realizar pruebas de campo contra
plagas agricolas. En la década de los afios 80 se da el descubrimiento de Bt
israelensis y la comercializacion de productos para el control de mosquitos,
especialmente contra vectores de enfermedades. A través de los afios se han
realizado diversas investigaciones con este microorganismo, sin embargo, los estudios
de su impacto en la microflora del suelo son limitados, del mismo modo que son

escasos los estudios sobre los efectos de Bt en suelo (Rausell y col., 2001).

1.4.2 Biologia de Bacillus thuringiensis

El ciclo de vida de Bt inicia con la germinacion de las esporas (fase vegetativa),
proceso que tiene una duracién de unos pocos minutos, cuando emerge la célula
vegetativa. No se conoce con exactitud cuales son los requerimientos para la
germinacion de la espora en el suelo, pero se sabe que el factor fundamental que lo
provoca dentro del intestino de los insectos es el pH alcalino. La célula vegetativa se
multiplica en condiciones aerobias y se duplican por biparticion (Iriarte y Primitivo,

2001). En la Figura 1.3 se presenta el ciclo biolégico de Bt en su fase vegetativa.

_.  germinacidn
lisis t";‘j’ ”I 79,
A ' /d S A caa
espnrangmll&-f,f—- t t] _ vegetativa
| % 4

7 ,_,,/

'f divisidn celular

Figura 1.3 Ciclo bioldgico de Bacillus thuringiensis, fase vegetativa (Fuente: Iriarte
y Caballero, 2001)
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Fase de esporulacion

La fase de esporulacion inicia cuando la célula de Bt sufre un periodo de privacion de
nutrientes, dentro de ella comienzan una serie de cambios genéticos, metabdlicos,
estructurales, llamado proceso de esporulacion, que conducen a la diferenciacion, en
el interior de la célula vegetativa original, de una célula durmiente (la endospora) y un
cristal paraesporal. La célula-madre (0 sea, la célula vegetativa original que generé la
endospora) finalmente se autolisa, liberando la espora y el cristal. La espora es capaz

de permanecer en estado durmiente varios afios (Iriarte y Primitivo, 2001).

La espora de Bt es de contorno elipsoidal y ocupa una posicion subterminal dentro de
la célula vegetativa. Es altamente refringente. Resiste temperaturas extremas de 70-
80C, resistente a la desecacién y a muchos desinfe ctantes. Simultaneamente a la
formacion de la espora tiene lugar la formacién del cristal paraesporal. Las esporas
son facilmente diseminadas por el aire y cuando caen en medios ricos en nutrientes,
se desencadena su germinacién, se reinicia la actividad metabodlica, de modo que

cada espora genera una nueva célula vegetativa (Iriarte y Caballero 2001).

Formacion de la espora y cristal paraesporal de Bt
En la Figura 1.4 se presenta el diagrama de formacién del cristal paraesporal y la
espora en siete fases segun se describe en Caballero y col. (2001):

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

- Fase Il, se forma un septo transversal que divide a la célula en dos partes
asimétricas, encerrando una copia de ADN en cada una de ellas, la membrana
de la célula mayor crece rodeando a la mas pequefa (preespora).

- Fase lll, el cortex, espacio comprendido entre esas dos membranas, se rellena
de un Unico peptidoglucano, que protege a la bacteria de la presion osmotica. Y
se forma el cristal paraesporal.

- Fase IV, hay acumulacion de proteinas altamente resistentes que forman la
cubierta de la espora.

- Fase V, se desarrolla entre la fase IV y VI donde el cristal define su forma.

- Fase VI, la espora se rodea de una capa mas fina llamada exosporio.

- Fase VII, la espora madura en esporangio intacto.

Finalmente, para liberar a las esporas y los cristales se requieren enzimas liticas.
Cada cristal paraesporal, esta constituido por proteinas téxicas y presenta una
importante diversidad de formas dependiendo de las proteinas que lo integran,

encontrandose cristales bipiramidales, cubicos, romboides, esféricos, rectangulares,
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triangulares e irregulares. Estas proteinas toéxicas se conocen como proteinas Cry,

codificadas por los genes Cry.

Fase I

Fase ¥ |

Figura 1.4 Diagrama del proceso de esporulacion de Bt

1.4.3 Clasificacion de las proteinas Cry de Bt

Una primera clasificacion de las proteinas Cry de Bt fue propuesta por Hofte y
Whiteley en 1989, basandose en el espectro insecticida de estas proteinas. Los genes
conocidos hasta entonces se agruparon en cuatro clases: Cry | (toxinas frente a
lepiddpteros), Cry Il (toxinas frente a lepiddpteros y dipteros), Cry Il (toxinas frente a
coledpteros) y Cry IV (toxinas frente a dipteros). Mas tarde se encontraron nuevos
genes que codificaban nuevas proteinas insecticidas frente a lepidopteros, coledpteros
y nematodos y se incluyeron en esta clasificacion como clases Cry V y Cry VI (Iriarte y
Caballero 2001).

Hasta ahora, se han clonado y secuenciado mas de 200 genes Cry, cuyas proteinas
Cry se han distribuido en 50 grupos y varios subgrupos, cada uno presentando una
toxicidad muy concreta a un determinado tipo de insecto (Caballero y Ferré, 2001). El
aumento en el nimero de nuevos genes Cry descubiertos hizo que la clasificacion
vigente hasta ese momento se quedara obsoleta. Esto desencadend el disefio una
nueva nomenclatura propuesta por Crickmore y col. (1998), basada en la similitud de
la secuencia primaria. En esta nueva nomenclatura se coloca el nombre genérico de la
familia (Cry), los nUmeros romanos se cambian por nUmeros arabigos, que agrupan a

las que comparten el 45% de identidad (Cry 1, 2, 3, etc), a continuacion le sigue una
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letra mayUscula donde aumenta la identidad entre 45 y 78% (CrylA, CrylB, etc.), en
tercer lugar se asigna una letra minascula que corresponde a identidades de entre 78 -
95% (CrylAa, CrylAb, etc.) y finalmente se utiliza de nuevo un namero arabigo para
identidades superiores al 95% (CrylAal, CrylAa2, etc.) (Bravo, 2001). Se cree que la
elevada diversidad de estas proteinas insecticidas es debida a un alto grado de
plasticidad genética. Muchos de estos genes estan asociados a elementos
transponibles que puede facilitar la amplificacion del gen, lo que lleva a la evolucion de
nuevas toxinas (Bravo, 2001).

La Figura 1.5 presenta la clasificacion de los géneros Lepidéptera, Coledptera y
Diptera segun la proteina Cry I, lll y IV respectivamente, asi como también segun la

especificidad de la toxina (Hofte y Whiteley, 1989).

Lepidépteros CRY I Coleopteros CRY lll

N v

[

0777

Tuta absoluta Polilla del tomate Picudo algodonero

Dipteros CRY IV

Ceratitis capitata Mosca de Ia fruta

Figura 1.5 Proteinas Cryl, Ill y IV que controlan estadios larvarios de insectos plaga de
Lepiddpteros, Coledpteros y Dipteros respectivamente.

Modo de accion de las proteinas paraesporales de Bt

El modo de accion de Bt implica su ingestion por parte de las larvas de insectos plaga
para ser activado y ejercer su efecto insecticida, de manera que la velocidad de
actuacion resulta mas lenta que cuando se utilizan insecticidas quimicos que pueden
actuar por ingestion o contacto. Aunque el biopesticida sea mas lento en controlar a
los organismos plaga, es efectivo en controlar el dafio a las hojas de los cultivos,
debido a que la larva sufre una pardlisis bucal a las pocas horas de haber ingerido la
toxina (Iriarte y Caballero, 2001). Ademas, estas proteinas son biodegradables, por lo

que no contaminan suelos ni aguas y son inocuas para el ser humano. Por estos
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motivos, esta bacteria esta siendo utilizada como una alternativa ecolégicamente

sostenible a los pesticidas quimicos (Caballero y col 2001).

Los sintomas que se observan a partir de que las larvas de insectos susceptibles que
ingieren los cristales y esporas de Bt son: cese de la ingesta, paralisis del intestino,
diarrea, pardlisis total y finalmente la muerte. De manera general se acepta que las
toxinas Cry son toxinas formadoras de poro que ejercen su actividad toxica al provocar
un desequilibrio osmatico en las células epiteliales donde se insertan en la membrana
(Bravo y col., 2011).

1.5 Produccion de biopesticidas a base de Bacillus thuringiensis

La produccion de Bt para su uso comercial se ha garantizado debido a que es una
bacteria que solo afecta a los organismos objetivo (coledpteros, lepidépteros y
dipteros), segura contra humanos, animales, fauna y el medio ambiente (Wang y col.,
2014). Sin embargo, su coste elevado de produccidon hace que su aplicacién a gran
escala sea reducida. Estudios publicados determinan que en el proceso de produccién
convencional de Bt (mediante fermentacion sumergida), el coste de las materias
primas varia entre un 30 y un 40% del coste total en funcion de la capacidad de
produccién de la planta (Tirado y col., 2001). Por lo tanto, la viabilidad de la produccién
de este bioinsecticida dependera del sustrato utilizado. En la busqueda de los medios
de crecimiento adecuados para la produccion industrial de Bt se han realizado
diversos estudios en Fermentacion sumergida (SmF) que se resumen en la Tabla 1.3
donde se detalla el objetivo, las condiciones del experimento, los resultados y las

referencias.

Aunqgue se utilicen materiales residuales como sustratos, el uso de fermentacion
sumergida para la produccion de Bt en muchas ocasiones no resulta econémicamente

viable debido al alto costo de los equipos requeridos tales como:
- El mismo fermentador con la instrumentacion necesaria.

- Centrifuga de alta velocidad de enfriamiento.

- Instalaciones de secado, por ejemplo, secador en spray.
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Tabla 1.3 Investigaciones en Fermentacion sumergida (SmF) utilizando Bt

Objetivo

Condiciones de experimento

Resultados

Referencias

Mezclar Bt con
fertilizantes de

Las formulaciones
experimentales se realizaron
de 0,1% piriproxifeno, 0,1y

El incluir Bt israelensi al NPK no
tuvo buen resultado debido a

0,5% spinosad, 0,25% - i

plantas (NPK) para 1270 SPI y gue Bti queda entre las (Darriet,
diflubenzurony 1y 5% Bt . . 2015)

control de larvas de . . 1 particulas de fertilizante y no en

. israelensis (10 y 50 g L1 de

Aedes aegipty. contacto con las lavas.
NPK).

Estudiar el efecto de | Trabajo con 2%(v/v) de Los resultados muestran que la

la aireacion en la inoculo de Bt crecido en caldo | demanda de oxigeno de las

cinética de de triptosa fosfato en bacterias para el crecimiento y

fermentacion de Bt fermentaciéon por 12 hy la esporulacion no son idénticas. | (Rahbaniy
evaluaron proteina mediante col., 2015)

Bradford.

Evaluar el
crecimiento de Bt en
residuo industrial del
licor de maiz y en

Las fermentaciones se
realizaron en matraces
Erlenmeyer de 250 mL con 50
mL de medio de cultivo,

Los mejores resultados se
obtuvieron utilizando el licor de
maiz suplementado con glucosa

(Ernandes y

triptosa con y sin colocados en un incubador, . . : col., 2013)
L - o que resulto ser también el medio
adicion de glucosa con agitador a 150 rpm, 30°C - . -
de cultivo méas econdmico.
durante 120 horas

Mejorar la produccion | Se uso6 contaje de UFC y EL shock térmico no afect6 a la

de bioinsecticidas, shock térmico a 80 C durante | capacidad de las esporas de Bt

) . . . (Khedhery
investigando el shock | 10 min para determinar para crecer. Por lo tanto, el col., 2011)

y estrés térmico en la
adaptacion de las
esporas al calor

esporas

shock térmico no causé letalidad
celular y no hubo disminuciéon
de la delta-endotoxina

Producir biopesticida
empleando agua
industrial del residuo

Utilizacion de inéculo de Bt al
2% (v/v) cultivado en caldo de
soja triptico y agua residual

Residuo de almidén esterilizado
fermentado de 8 a 12 horas. El
seguimiento de poblacion se

(Khanh Dang
y col., 2009)

de almidén del residuo de almidon realiz6 mediante contaje de
UFC/mL
Evaluar la viabilidad Aguas residuales de la El lodo de aguas residuales
de utilizar aguas industria del almidon, aguas secundario demostré ser un
residuales residuales de matadero y medio adecuado para la
agroindustriales y lodos secundarios de produccion de toxinas de Bty (Yezzay col.,
lodos de aguas tratamiento de aguas proteasas alcalinas usando un 2006)
residuales para la ;e&dualtii g | fermentador de 100L de
produccioén de Bt var. ueron ul ' Izados para [a volumen de trabajo.
kurstaki produccién de Bt
Se utilizaron muestras de Lodos hidrolizados producen
Comparar el lodos en tres preparaciones mayores recuentos de células y
crecifniento de Bt en diferentes: sin pre-tratamiento, | esporas en comparacion con los
lodos hidrolizados con tratamiento con é&cido lodos no hidrolizados y el (Tirado y
y (lodo hidrolizado) y el sobrenadante del lodo col., 2001)

sin hidrolizar en fase
liquida

sobrenadante obtenido
después de la centrifugacion
de los lodos hidrolizado.

hidrolizado. Se produjo un
crecimiento de células viables
(2.0E+07 CFU/mL) y el recuento
de esporas (1.8E+07 CFU/mL).

23




Capitulo 1: Introduccion

La metodologia de la FES ofrece un enfoque alternativo y ventajas como el bajo
requerimiento de agua y el menor volumen de los equipos. En la Tabla 1.4 se resumen

las investigaciones encontradas que reportan la produccion de Bt en FES.

Tabla 1.4 Investigaciones utilizando fermentacion en estado Solido y Bt.

Obijetivo Condiciones del experimento | Resultados Referencias
Estudio en fermentacion semi | Los resultados indican el
Produci solida: 60% de salvado de potencial de los lodos de aguas
b_ro ui'_r id trigo con 40% lodos de aguas | residuales en una fermentacion
biopestici 3 Bt residuales y el 60% de paja semi-sélida utilizando salvado (Mona Fatin
|nC(f)rporant ot de arroz con 40% lodos de de trigo y paja de arroz como y col., 2016)
en grq}%n acion aguas residuales. Lodos una materia prima alternativa
semisolida. esterilizados antes de su uso. | para la produccion de Bacillus
10 dias de incubacion. thuringiensis.
Se utilizo el sustrato gastado | Los resultados sugieren que el
Exol del cultivo de champifién y se | sustrato de hongo es una
XF: odrar unt bl realizaron 4 combinaciones materia prima muy rentable
me OI 0 rentable con diferentes sustratos para la produccion masiva de Bt (Wuy col.,
parg a utilizando in6culo de Bt 10% | y que la FES proporciona una 2014)
pro .UCC(IjOI’]Bt (v/v) en cada una. solucion para el tratamiento de
?sg'va e Bt por Investigacién a escala este residuo.
Erlenmeyer de 250 mL.
La investigacion se realizé
utilizando como sustratos de . .
Explorar la crecimiento el residuo de Se obtuvieron resultados (Patil y col.,
viabilidad de los crisalida y las heces del similares para los dos residuos, | 2013)
residuos del gusano de seda por con un maximo en la produccion
gusano de seda i de esporas de 3E+10 UFC/g a
. separado, esterilizados y : >
para el cultivo Bt molidos las 96h de incubacion.
en semi- FES '
Escala Erlenmeyer
Explora la Medios usados (g/l):
eficacia de la . .
harina de patata M1 LB Los mejores resultados para la (Smitha 'y
. roduccién de endotoxina de col., 2013
cruda (PF) como | M2 LB + 10% (w/v) de harina FI%tk se obtuvieron en M2, con un :
suplemento al de patata o
: ; aumento de produccion
medio comercial t0a M1 de 6
Luria bertani Escala Erlenmeyer respecio a € 6 veces.
Se us6 una mezcla de
D trar | 55.21% residuos de cocina, En | dici timizad
)emostrar la 22,08% de salvado de trigo, n las condiciones optimizadas
viabilidad del uso 0 : o de FES, se obtuvo un recuento
. 1,04% torta de soja, 11,04% (Zhangy
de residuos de < de esporas de 5,01E+10 UFC/g
. de cascara de grano, y S col., 2013)
cocina para la 0.63% de iones mixtos y entomotoxicidad de 15.200 '
produccién de ’ ' Ul/mg después de 48 h de
bio pesticidas En reactores de 35, 40,45 L | fermentacion
de capacidad.
Mediante una fermentacién Este estudio sugiere que los
| tigar | secuencial se trabajaron con | lodos de aguas residuales son
r)vs_sl_égaérda dos cepas Bt israelensis y Bt. | un sustrato adecuado para la
V'tf.il. fi ? q € d sphaericus. produccién de Btk por FES. La (Zhuang y
utilizar lodos de . mezcla de lodo y salvado de col., 2011)
aguas residuales | Las cepas se cultivaron en trigo dio el mas alto rendimiento !
trato LBL. Con FES se trabajo6 en 190 ¢ . m
como su; o .t de 8 L v 4t de células viables (5,98E+10
para produccion reactores de y 4 Upos CFU/Qg), recuentos de esporas
de Bt a bajo diferentes de sustrato
i (5,26E+10 CFU/qg)
costo por FES esterilizado.
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Como se puede ver en la Tabla 1.4, de forma general las investigaciones
desarrolladas hasta el momento se han realizado a escala laboratorio, utilizando pocos
gramos de material, y en condiciones muy controladas. El escalado del proceso sera
pues un reto importante para determinar la viabilidad industrial de la FES para la
produccion de Bt. Las investigaciones resumidas en la Tabla 1.4 se han realizado
siempre sobre residuo previamente esterilizado. Trabajar con residuo sin esterilizar

sera otro reto importante.
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El Grupo de Compostaje de la UAB trabaja actualmente en una linea de investigacion
enfocada a obtener productos de valor afiadido a partir de residuos organicos
mediante fermentaciébn en estado soélido, intentando desarrollar los procesos,
productos y sus posibles aplicaciones en el marco de un cambio de paradigma, del
residuo al producto. Esta linea de investigacion se impulsé mediante el proyecto “Del
residuo al producto: aplicacion de la fermentacion en estado sélido para la obtencion
de enzimas de interés (lipoliticas, proteolicas y lignoceluldsicas) a partir de residuos
industriales organicos" (WA2PRO, Ref. CTM2012-33663, Convocatoria: Plan Nacional
[+D+i 2008-2011) y continua en el actual proyecto “Estrategias de optimizacion de
procesos de obtencion de bioproductos a partir de residuos orgénicos mediante
fermentacion en estado sélido” (BIOPRO, CTM2015-69513-R, Programa Estatal de
Investigacién, Desarrollo e Inovacibn Orientada a los Retos de la Sociedad
(convocatoria 2015). Ademas, tendré continuidad en el proyecto europeo DECISIVE
(A DECentrallzed management Scheme for Innovative Valorization of urban biowastE,
grant agreement No 689229, Horizon 2020) recientemente iniciado en Setiembre de
2016 que tiene entre sus objetivos la produccion de biopesticidas a gran escala a partir

de digestatos de FORM y su aplicacion agricola.

En estos proyectos se enmarca este trabajo que pretende alcanzar los siguientes

objetivos:

2 Objetivo General

Utilizacion de residuos sélidos orgénicos biodegradables de amplia produccion como
sustrato para el crecimiento de Bacillus thurigiensis mediante fermentacion en estado
sélido sin pretratamiento previo. Las propiedades de este microorganismo conferiran al
producto final caracteristicas biopesticidas sin consecuencias toxicas para su

aplicacion al suelo como enmienda organica.

2.1. Objetivos especificos

1. Evaluar los residuos locales disponibles como sustrato mediante parametros

fisicoquimicos.
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Seleccionar las cepas adecuadas de Bacillus thuringiensis para obtener

propiedades biopesticidas frente a una determinada plaga.

Determinar los métodos analiticos (procedimientos microbioldgicos) adecuados
para el seguimiento del comportamiento del microorganismo en un proceso de

FES en condiciones de residuo inicial estéril y no estéril.

Evaluar diferentes estrategias de operacion para asegurar la sobrevivencia vy el
crecimiento del microorganismo incorporando diferentes cantidades de in6culo

a la muestra en estudio y con diferente residuo.
Realizar el proceso de FES a escala laboratorio, semipiloto y piloto.
Escalar el proceso empleando el compostaje doméstico.

Evaluar la calidad del producto final de la FES para su utilizacion como

enmienda organica.
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3 MATERIALES Y METODOS

3.1 Introduccion

En este capitulo se describen los materiales y los métodos generales que se han
utilizado como base para la realizacidbn del trabajo experimental de la tesis. Los
residuos empleados se describen en cada capitulo concreto, asi como los métodos y

equipos utilizados exclusivamente en ellos.

El trabajo de investigacion de la presente tesis se ha desarrollado en el Departamento
de Ingenieria Quimica, Bioldégica y Ambiental de la Universitat Autdonoma de
Barcelona. Los experimentos de fermentacion liquida, sélida (reactores de 500 mL, 4.5
y 10 L de capacidad) y sus analisis correspondientes se llevaron a cabo en los
laboratorios del mismo Departamento. El escalado a reactores de 50 L de capacidad y
el montaje de los compostadores domeésticos se realizaron en la planta piloto del grupo
de investigacion en compostaje (GICOM), situada en la zona exterior del edificio de la

Escuela de Ingenieria.

3.2 Cepas de Bty medios de cultivo

3.2.1 Cepas de Bt

Para el desarrollo del trabajo experimental se estudié el comportamiento de tres cepas
comerciales de Bacillus thuringiensis, la primera adquirida de “American Type Culture
Collection” - ATCC vy otras dos variedades obtenidas de la “Coleccion Espafiola de
cultivos tipo” — CECT. En la Tabla 3.1 se enumeran las cepas segun la variedad y

cbdigo correspondiente.

Tabla 3.1 Variedades de cepas de Bacillus thuringiensis utilizadas en el desarrollo de la tesis

Variedad Cadigo
Variedad kurstaki HD-73 ATCC 35866
Variedad kurstaki CECT 4497
Variedad israelensis CECT 5904
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La utilizacion de dos cepas de variedad kurstaki de distinto origen en el desarrollo de
esta investigacion fue debido a la necesidad de renovar la cepa de trabajo, HD 73
ATCC 35866, disponible de un trabajo de investigacion anterior. Por la disponibilidad y
costos se adquirid una nueva cepa variedad kurstaki de la Coleccion Espafiola de
Cultivos tipo CECT

3.2.2 Medios de cultivo

Siguiendo las recomendaciones de ATCC y CECT, el medio de cultivo utilizado para el
crecimiento de Bt en medio liquido fue Nutrient Broth n2 (OXOID®), a si como Nutrient
agar (OXOID®) para el cultivo en placa Petri. En la Tabla 3.2 se presentan las

caracteristicas de estos dos medios de cultivo comerciales.

Tabla 3.2 Composicién de los medios comerciales de OXOID®

Nutrient Broth n2 Nutrient agar

Formula Tipica 25¢g/L 28g/L
Polvo “Lab-Lemco” 10 1.0
Peptona 10 5.0
Cloruro de sodio 5 5.0

pH 75+0.2 7.4+0.2
Extracto de levadura - 2.0
Agar - 15.0

3.3 Metodologia

3.3.1 Obtencion de indculo de Bt para su uso en FES

Reconstitucion de la cepa liofilizada de Bt

Las cepas adquiridas de la CECT se presentan liofilizadas. Segun la Coleccion
Espariola de cultivos tipo (www.cect.org) se deben tener en cuenta las siguientes

consideraciones:

- Conservar adecuadamente las ampollas que contienen el inéculo que
no se abran inmediatamente, protegerlas de la luz y mantenerlas a

temperatura controlada (entre 4 y 24°C, preferiblemente 18°C).
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- No congelar. En este estado la viabilidad puede mantenerse por
periodos de tiempo muy largos, se aconseja planificar la recuperaciéon
de los lidfilos tan pronto como sea posible tras su recepcion y en todo

caso no mas tarde de un afio.

- Comprobar que dispone del medio de cultivo recomendado para cada
cepa. Ademas del medio liquido necesario para la reconstitucion del
li6filo, en la mayoria de los casos es conveniente que cuente también

con medio solido (placas de agar).

- Los medios a emplear deben estar recién preparados o conservados en
buenas condiciones (no resecos ni con humedad excesiva, sin
contaminantes ni precipitados y por un periodo maximo de tiempo que

depende de su composicion).

- Utilizar toda la suspensién para inocular un medio sélido (tubo con agar
inclinado o placa Petri) y un tubo con 5-10 mL de medio liquido que
deberd ser incubado hasta observar crecimiento antes de escalar a

volimenes mayores.

En la figura 3.1(a y b) se observan imagenes de la recepcién de la cepa de Bty
la preparacion de materiales (agar soélido y liquido) para la reconstitucion de
dicha cepa. En las imagenes (c y d) se observa la ampolla donde viene la cepa

liofilizada y la verificacion de la dicha cepa segun cédigo y fecha.

Figura 3.1 Recepcion de cepa de Bt y preparacion de materiales para su reconstitucion (a y b),
observacion de la cepa liofilizada y verificacion segun cédigo y fecha (c y d). Confirmacion de
crecimiento de la cepa reconstituida de Bt
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Realizada la reconstitucion de la cepa de Bt en medio sélido se procede a la
observacién de las unidades formadoras de colonias y a su confirmacion mediante la
observacién en microscopio éptico. La identificacion de Bt se realiza utilizando la
tincion de Gram y la confirmacion de esporas con la tincion de Schaeffer y Fulton,
mediante coloracion con verde malaquita (Figura 3.2 ay b).

Bt también fue observado mediante contraste de fases sin necesidad de tincion,
encontrando bacillus bien diferenciados con cristal paraesporal y espora en cada
célula vegetativa (Figura 3.2 c y d). La confirmacion de crecimiento y pureza de Bt se
verifica en placa, evaluando la existencia de colonias diferentes en estructura, color,

tamafio y forma con respecto a las caracteristicas propias de Bt.

Figura 3.2 Prueba de confirmacion de Bt mediante tincion de Gram (a), Confirmacion de
esporas mediante tincion de Schaeffer y Fulton con verde malaquita (b), Células y esporas sin
tincién por contraste de fases (c y d) observadas al microscopio 6ptico (100X)

Confirmada la identificacién de la cepa pura en liquido (Nutrient Broth n?2) y sélido
(Nutrient agar) se procede a su utilizacion como primer in6culo para pasar a
volumenes mayores. En el caso de que se requiera conservar la cepa original, las
colonias, previa identificacién y confirmacion de pureza en placa, se extraen de la
placa con el liquido protector del criovial y se guardan en viales con crioperlas (sistema
estéril de conservacién de cepas microbiolégicas, consistente en un criovial de 2mL
con faldén, conteniendo 25 crioperlas de vidrio tratadas con crioprotectores que actdan
como conservantes del microorganismo). Gracias a este sistema se dispone de un
perfecto medio de conservacion, y se pueden obtener hasta 25 réplicas de una misma
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generacion microbiana para utilizar progresivamente durante afios. Ademas, se facilita
la inoculacion del medio bacteriolégico, ya que cada perla equivale a un cultivo, y se
evita la formacion de cristales de hielo en la recuperacion, minimizando el riesgo de la
contaminacion cruzada. Los viales son congelados a -80C para su posterior

utilizacion.

Tinciéon de Gram

Las bacterias Gram positivas poseen una capa gruesa de peptidoglican y carecen de
membrana externa, mientras que las Gram negativas tienen una capa mas delgada de
peptidoglicAn y posen una membrana externa (Rodriguez y col., 2005). La tincién de

Gram involucra varios pasos:

- Tincidn inicial . Las células se tifien con cristal violeta, el cual es el colorante
primario. En este paso todas las células se tifien de morado.

- Mordente . Se adiciona yoduro (lugol) que reacciona con el cristal violeta y
forma un complejo cristal violeta-yoduro. En este punto todas las células
continuan de color morado.

- Decoloraciéon . Se adiciona un solvente, el cual actia lavando el complejo
cristal violeta-yoduro de las células Gram negativas. De esta manera, las
bacterias Gram positivas continGan moradas y las Gram negativas quedan
incoloras. Este es un paso critico de la tincién, ya que un exceso de solvente
puede llegar a decolorar las Gram positivas, mientras que si se utiliza en poca
cantidad no decolora las Gram negativas.

- Contratincién . Se vuelve a tefiir con safranina o fucsina, de manera que las
bacterias Gram negativas, que habian sido decoloradas, se tifien de color rosa
a fucsia segun el colorante empleado; en tanto, las bacterias Gram positivas no

se ven afectadas con la contra tincién y permanecen moradas.

Tincion de Schaeffer y Fulton

Las esporas son formas resistentes de Bt con una serie de cubiertas muy poco
permeables lo cual provoca que sean dificiles de tefiir, excepto si se calienta la
preparacion para permeabilizarlas (Rodriguez y col., 2005). La endoespora ocupa una
posicion caracteristica dentro de la célula, que puede ser terminal, central o
subterminal. Esta localizacién y el tamafio varia segun la especie bacteriana. Para
lograr introducir el colorante dentro de la espora es necesario aplicar calor. El

colorante verde malaquita se utiliza como colorante primario que posteriormente sera
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lavado eliminando el color del resto de la célula, pero no de la espora. Como contra

tincion se emplea safranina que solo tifie la célula vegetativa.

Los pasos que se siguieron para la observacidbn de esporas se describen a

continuacion:

- Sobre un portaobjetos de vidrio, limpio y seco, se coloca un loop de muestra de
placa y se extiende en el portaobjetos en una gota de agua miliQ.

- Sobre el extendido se incorpora el colorante verde malaquita, se extiende
cuidadosamente y se calienta durante 10 min.

- El calor debe ser homogéneo en toda la muestra extendida, debe haber
emisién de vapor sin que la preparacion llegue a hervir o secarse. Se puede
afiadir mas colorante si la muestra se empieza a secar.

- Se deja enfriar la ldmina por 1 0 2 minutos y se lava con agua durante 30
segundos. Se cubre la preparacion con safranina durante 30 segundos mas.
Posteriormente se lava, escurre y se deja secar para su observacion al

microscopio.

3.3.2 Determinacion de las cinéticas de crecimiento de Bt en medio comercial

Para determinar la velocidad de crecimiento de Bt después de la primera inoculacion,
fase de latencia si se da, el crecimiento de las células a una velocidad constante (fase
exponencial) y analizar la velocidad de crecimiento cuando los nutrientes se van
agotando (fase estacionaria), se realizaron cinéticas de crecimiento que se realizaron
en condiciones estériles empleando medio comercial OXOID®. Estas cinéticas se
iniciaron a partir de la obtencion de Bt de una crioperla, la cual fue incorporada a un
Erlenmeyer de 250 mL conteniendo 100 mL de medio comercial. Se incub6 a 130 rpm
y 30<C por un periodo de 20 horas. La pureza del in 6culo se comprobé obteniendo una
muestra del medio de crecimiento y sembrando en placa de agar nutriente, las

cinéticas se evaluaron mediante muestreos puntuales.

Las cinéticas se realizaron para cada cepa adquirida de Bt, es decir, para Bt kurstaki e
israelensis. El crecimiento se evalud a través de contaje de células viables y esporas
como se detalla mas adelante en el punto de Técnicas de seguimiento de Bt.
Simultaneamente se separaron muestras del cultivo en estudio para la evaluacion de
la densidad éptica y el peso seco. La toma de muestras se realizé a las 0, 2, 4, 16, 18,
20, 22, 24, 26 y 42 horas.
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La densidad ¢4ptica (DO) se midid6 a 660 nm (DOssonm) €N un espectrofotometro
(modelo Cary® 50 Bio). Este equipo mide la cantidad de luz dispersada o transmitida a
través de la muestra del cultivo de Bt. Todos los bacillos suspendidos dispersan la luz,
siendo la dispersion de la luz dentro de ciertos limites, proporcional a la masa del

cultivo. A medida que Bt crecia se realizaron diluciones para su 6ptima evaluacion.

3.3.3 Procedimientos para la estandarizacion del in  6culo de Bt en medio

comercial OXOID® en fermentacién sumergida (liquida )

Para obtener el in6culo de Bt que pueda ser incluido en todos los experimentos con
caracteristicas similares en poblacion (UFC mL?) se realizaron cinéticas de

crecimiento como se ha descrito anteriormente.

Se utilizaron 100 mL de medio Nutriente broth N2 con el 10% (v/v) de in6culo de Bt
incubandose a 130 rpm a 30T por un promedio de 20 horas ya que a las 20 horas
aproximadamente se encuentra en etapa exponencial de crecimiento, momento 6ptimo
para su uso como inoculo de un medio comercial o de un residuo. Pasado este tiempo
se determina densidad O6ptica, peso seco y recuento de unidades formadoras de
colonias y esporas. Segun la cantidad de in6culo que se requiera para futuros
experimentos continua el proceso de escalado afadiendo siempre al medio de cultivo
el 10% (v/v) de Bt crecido en 20 horas. Para obtener el inéculo de Bt concentrado se

procede a centrifugar el caldo de cultivo a 3500 rpm por 10 minutos.

3.4  Montaje experimental

3.4.1 Reactores utilizados en la investigaciéon

En el desarrollo de esta tesis doctoral se han utilizado reactores de diferente volumen
para fermentacion sumergida (liquida) y fermentacion en sélido (500 mL, 1,5L,10Ly
50L).

Reactores para fermentacion sumergida
Los reactores para fermentacion sumergida fueron adaptados en el laboratorio,
siguiendo las premisas que deben proporcionar un ambiente controlado que permita el

crecimiento eficaz de las células y la formacion del producto (Owen, 1989).
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Los reactores fueron vasos Scott para bioprocesos de marca Duran de 2000 mL. Estos
reactores fueron adaptados para la produccion de Bt, incorpordndoles un sistema de
agitacion con un brazo mecanico adaptado a un pequefio motor de 6 voltios de
corriente continua y con el suministro continuo de aire de red. Los reactores se
mantuvieron dentro de un bafio termostatizado modelo STUART- SBS40 de 335 x 580
x 330 mm (w x d x h) a 30C. A cada reactor se le i ncorpor6 un sistema de mangueras
para la entrada y salida de aire. La entrada de aire se control6 mediante un rotametro
Tecfluid (modelo 2150) a un caudal de 2NL/h. No fue necesario incorporar

antiespumante debido a que no se generd abundante espuma durante la fermentacion.

Reactores para fermentacion en sélido

Los reactores utilizados en los experimentos de fermentacién en estado sélido fueron
validados en pruebas anteriores de compostabilidad (Gea, 2001; Puyuelo, 2012;

Puyuelo y col., 2010).

¢ Reactores de 500 mL de capacidad

Los reactores a escala laboratorio son matraces Erlenmeyer de 500mL colocados
en un bafio termostatizado de agua a 30<C. Cada Erle nmeyer cuenta con un tubo
de plastico que es insertado a través del material hasta el fondo del matraz y por el
cual se suministra el aire al reactor. Asi mismo cuenta con una rejilla en el fondo
gue sirve para mejorar la distribucion del aire en todo el reactor. También disponen
de una tapa de goma con dos orificios: uno para el aire de entrada y otro para los

gases de salida.

En la Figura 3.3 se observa una imagen del montaje experimental dénde se sitdan
los reactores de 500 mL. Se pueden ver en la figura los reactores sumergidos en
bafios termostatizados, los caudalimetros masicos y armarios de sensores en la
pared (sistema que se requiere para medir y registrar la concentracién de oxigeno

y controlar el caudal de aire).
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Figura 3.3 Reactores de 500 mL sumergidos en bafios termostatizados y sistema de medicion y
de control del caudal de aire y concentracion de Oz y temperatura.

El aire entra en los reactores de forma continua y se toman datos en linea de la
concentracion de oxigeno en los gases de salida. El montaje esta disefiado por lineas

en cada una de las cuales se analizan 3 muestras independientes.

Para evitar que la muestra pierda humedad, se cuenta con unos humificadores que
son matraces Erlenmeyer que contienen agua, los cuales estan colocados de manera
que el aire ingresa en ellos antes de pasar al reactor. Tanto los humidificadores como
los reactores se introducen dentro de los bafios termostatizados que mantienen el
agua a 30 TC. Los gases de salida pasan por una unica trampa de agua en donde se
recogen los vapores condensados.

Finalmente, la concentracion de oxigeno de salida, en porcentaje, se registra en
intervalos de un minuto. Estos datos se recogen en un ordenador. En la Figura 3.4 se
muestra un esquema del montaje experimental. En esta investigacion se utilizaron
caudales de aire desde 15 mL/min para el residuo de soja y de 30-35 mL/min para la
FORM. Almeira y col. (2015) no encuentran diferencias signifficativas en la actividad

respirometria utilizando caudales de este orden.

En cada reactor de 500 mL se introducen 100 gramos de sustrato solido. Es preciso

conocer el porcentaje de humedad y materia organica con que inicia la muestra.
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Figura 3.4 Esquema del montaje experimental de reactores de 500 mL (Almeira y col., 2015)

* Reactores de 4.5, 10 y 50 L de capacidad

Los reactores de 4.5 y 10 L de capacidad son vasos Dewar© que estan
acondicionados con una tapa aislada para evitar pérdidas de calor y poseen
tensores de sujecion para un buen ajuste de la tapa. Las tapas de los reactores
cuentan con tres orificios: dos a ambos lados y uno en el centro. La sonda de
temperatura se ubica en el centro de la tapa. Los otros dos orificios son la entrada
de aire al sistema y la salida de gases del sistema que se conduce al sistema de

analisis correspondiente.

El tubo de entrada de aire se encuentra insertado a una rejilla que va colocada al
fondo de cada reactor, ésta sirve como soporte del material y es la que separa los
lixiviados (que quedan en el fondo del reactor) del material en estudio y sirve
también como camara de distribucién de aire. En la Figura 3.5 (a y b) se presentan

imagenes de los reactores de 10y 4.5 L de capacidad.
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Figura 3.5 a) Reactores de 10; b) Reactores de 4.5 L

El aire que se suministra a los reactores procede de la red de aire comprimido de la
Escuela. Un manoreductor reduce la presion de entrada y el caudal se regula para
cada reactor mediante un caudalimetro masico de rango 50-1000 NmL/min (MASS-
STREAM mod. D-6311, M+W Instruments GmbH).

Las sondas de temperatura recogen la evolucién de la temperatura a lo largo del
proceso. Los sensores y sondas de temperatura estan conectados a un hardware
desarrollado especificamente y este a su vez a un software de adquisicion de datos
instalado en el ordenador. El programa permite el control del proceso mediante
diferentes estrategias de aireacion. Estas estrategias seran explicadas con detalle mas
adelante.

Los gases de salida del reactor pasan por dos trampas de agua en las cuales la
humedad de los gases se condensa; asi se evita el rapido deterioro de los sensores de
oxigeno. Después de pasar por los sensores de oxigeno, los gases son conducidos a
la campana de gases o al exterior del laboratorio. Una vez que se realiza el montaje
experimental de los reactores es necesario verificar que existe una buena circulacién
de gases en todo el circuito. Es necesario comprobar el caudal de entrada de aire y el
de salida. Es preciso controlar el sistema de tuberias y eliminar las burbujas de agua
gue puedan aparecer por la condensacion generada por las altas temperaturas a las

gue se llega en el reactor, para que este liquido producto de la condensacion no llegue
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a los sensores y pueda dafar el sistema. En la Figura 3.6 se presenta el esquema de

montaje de los reactores de 10 y de 4.5 L de capacidad.

| Montorizacion |

Sonda Pt i :
100 i
Entrada de aire comprimido Salida de aire FES | b
| . -

I i
. ;
- : Ty 1021
B Rotametro Salida de aire!
: Alre de salida a
220V Compresor E ] o
aire
- Aie puatrats Sonda de ';;T:;n :gta?;a
AlrBaCIN bt 'I__T_ " |Repde  Trampadeare 0Xi0ENO
Lixiviados
Reactor 4.5L

Figura 3.6 Esquema del sistema de montaje de reactores de 10y 4.5 L

Los reactores de 50 L de capacidad son recipientes de acero inoxidable aislados
térmicamente y acondicionados tal como los de 4.5y 10 L (reja para separacion de
lixiviados, entrada y salida de aire, sondas de temperatura, sistema de adquisicion de
datos, etc). La Figura 3.7 muestra una imagen de estos reactores. En este caso se
utilizé un medidor/controlador de caudal masico BRONKHORST HI-TEC (Modelo: F-
201CV-RAD-33-V) con un rango de caudal de aire entre 0.2 y 10 NL/min de aire.

Figura 3.7 Reactores de 50 L de acero inoxidable
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3.4.2 Sistemas de control de aireacion

En un proceso de fermentacion en estado sélido (siguiendo las premisas del proceso
de compostaje) los sistemas de aireacién son tradicionalmente dos: el de control
feedback de oxigeno y temperatura y el control por ciclos. En el grupo de investigacién
GICOM, tomando en cuenta que para la fermentacién aerobia es necesaria una 6ptima
ventilacibn que suministre oxigeno necesario para el metabolismo de los
microorganismos implicados en el proceso, se ha desarrollado un innovador sistema
de control por OUR (tasa de consumo de oxigeno) que se describe en esta seccion
més adelante (Puyuelo y col., 2010). Todos estos sistemas se encuentran descritos

con mayor detalle en la tesis de Belén Puyuelo (2012).

e Control feedback de oxigeno/ temperatura

En el control feedback, el caudal de aire cambia en funcion de la evolucion de estas
variables del proceso. La temperatura de la masa a tratar y/o la concentracion de
oxigeno de los gases de salida son las variables mas empleadas ya que estos dos
parametros se asumen como los principales indicadores de actividad bioldgica de los
microorganismos implicados en el proceso. En este caso, el control se basa en un lazo
feedback que controla el porcentaje de oxigeno en los gases de salida modificando el
caudal de aire que entra al sistema. El algoritmo de control suministra el caudal
méximo definido cuando la concentracion de oxigeno es menor del 11.5 %, mientras
gue aplica el caudal minimo cuando el porcentaje de O, se sitia por encima del
12.5 %. Si la concentracion de oxigeno se encuentra entre 11.5 y 12.5 %, el
controlador no actda y el caudal se mantiene constante. En la Figura 3.8 se muestra el

diagrama de flujo para este controlador.

- -1
,
w 0.2Lmin{,

of 3L min'l__,.

O, o Oxigeno actual; F ... nuevo caudal

Figura 3.8 Esquema del sistema de control feedback de oxigeno (Puyuelo, 2012)
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e Control por tasa de consumo de oxigeno (OUR)

La OUR (Oxygen Uptake Rate) es una forma de medir el grado de actividad biol6gica
del sistema. La velocidad de consumo de oxigeno varia a lo largo de cada etapa del
proceso y depende de la biodegradabilidad del residuo a tratar. En el control por OUR,
la variable medida es la OUR determinada gracias a los sensores que miden el
contenido de oxigeno en el aire que sale del reactor, la variable manipulada es el
caudal y el objetivo de control es la maximizacién de la OUR (por lo tanto, de la
actividad bioldgica presente en el reactor), es decir, la velocidad de degradacion

biol6gica del material.

La OUR se calcula segun la ecuacién 3.1 utilizando los datos de temperatura, oxigeno
final y caudal de entrada obtenidos durante el proceso de fermentacién en estado
sélido. La OUR puede ser expresada en base a una unidad de materia de la muestra,
sea materia seca o materia organica. Se le conoce como OUR especifica (SOUR). De
esta forma el valor obtenido en el experimento puede ser comparable con otros

sistemas.

OUR = F(0.209 — 0,) (P * 32 % 60)/R x T (Ecuacién 3.1)

Donde:

OUR: Velocidad de consumo de oxigeno (g O, h™)

F: Caudal volumétrico aplicado (L min™)

0.209: Fraccién molar de oxigeno en el aire de entrada.
P: Presién a la que se mide el caudal (101325 Pa)

32: Peso molecular del oxigeno (g O, mol™10,)

60: Factor de conversion de minutos a horas.

R: Constante de los gases ideales (8310 Pa L K "t mol™)
T: Temperatura a la que se mide el caudal (273 K)

O,: Fraccién molar de oxigeno a la salida o en el interior del reactor.

46



Capitulo 3: Materiales y métodos

Puyuelo (2012) disefié un controlador que maximiza la OUR independientemente de la
estabilidad del material y que no necesita que sea aplicada una consigna de OUR
(Puyuelo y col., 2010). ElI modelo de controlador actia en ciclos de una hora. Al
finalizar cada ciclo, el sistema calcula el promedio de la OUR obtenida durante los 10
ultimos minutos del ciclo. Como ya se explicO, la medida de la actividad biologica se
relaciona con el caudal de aireacion aplicado al sistema. Por lo tanto, se comparan los
valores obtenidos de caudal y OUR con los alcanzados en el ciclo anterior. El sistema
de control cambia el caudal proporcionando un valor que optimice la OUR. Este
cambio de caudal se efectta siguiendo el algoritmo de control que se presenta en la

Figura 3.9.

- En primer lugar, después de completar el (n) ciclo se revisa si el porcentaje de

oxigeno es mayor que el 5%, de lo contrario el caudal se incrementa un 50%.

- Una vez comprobado que el oxigeno esta por encima de ese valor limite, el
lazo establece una comparacién entre OUR y caudal, aplicando dos ciclos
consecutivos. De esta forma se pueden dar tres situaciones: que ambos

parametros sean mayores, menores o iguales que los anteriores.

- Se definieron umbrales que determinan si los cambios en OUR y caudal son

significativos o no.

- Luego analiza si esa variacion de OUR se debe a un incremento, a una
disminucién o a un mantenimiento constante del flujo. A partir de ahi el
controlador selecciona el caudal idoneo que se aplicard en el siguiente ciclo,

con el propésito de optimizar la velocidad de consumo de oxigeno.

- Para empezar la estrategia de control es necesario fijar un caudal inicial que
sera duplicado en el primer ciclo. Al finalizar este ciclo (n), el algoritmo
comparara los valores de caudal y OUR obtenidos con los del ciclo anterior

(n-1). Con estos datos determinara el valor de caudal del nuevo ciclo (n+1).
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Figura 3.9 Esquema de las leyes de control establecidas para el controlador OUR en reactor
de 50 L. F: Flujo de aire (L min -1), OUR: Oxigen uptake rate (gO2zh1) (Puyuelo, 2012)

3.5 Métodos analiticos

 Humedad y Materia seca

El contenido de humedad y materia seca de las muestras se han determinado segun el
método estandarizado de secado de la muestra a 105°C durante un periodo de 24
horas (US Department of Agriculture and US Composting Council, 2001). Todas las

determinaciones se han realizado por triplicado.
El procedimiento se detalla a continuacion:

- Pesar la muestra himeda (P0Q) en un crisol previamente tarado (T) en una balanza

de precision (£ 0.01 g).
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- Secar la muestra en la estufa a 105°C durante al menos 18 horas. Sacar la

muestra de la estufa, dejar enfriar en el desecador y pesar (Pf).

- Determinar el porcentaje de humedad (%H) y el porcentaje de materia seca (%MS)

segun las ecuaciones 3.2 y 3.3 respectivamente:

(Po—Pf) .,

O = o1

YoH = o) * 100 (Ecuacion 3.2)
%MS = 100 — %H (Ecuacion 3.3)

* Materia Organica

Este pardmetro también se determiné segun un procedimiento estandar (US
Department of Agriculture and US Composting Council, 2001) realizandose por
gravimetria indirecta, en la que se midio la pérdida de peso a causa de la combustién
de la materia organica, a temperaturas entre 470 y 560 °C, siguiendo el procedimiento

gue se detalla a continuacion:

- Pesar en una balanza analitica (con precisiéon + 0.0001 g) los crisoles (T) y
después aproximadamente 1.5 g de muestra seca y molida dentro del crisol

previamente tarado (PO).

- Introducir la muestra en la mufla hasta que se alcancen los 550°C. Permitir la
combustién de la muestra a 550°C durante 2h y entonces lentamente disminuir la

temperatura a 200°C.

- Retirar los crisoles con las muestras de cenizas de la mufla, dejarlas enfriar e
introducirlas en el desecador. Una vez completamente frias, se pesan en una

balanza analitica con precisién de £0.0001 g (Pf).

- Determinar la cantidad de materia organica (%MO) de la muestra segun indica la

ecuacion 3.4:

M*lOO

0 =
MO =7 — (Ecuacion 3.4)
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. pH

El valor del pH de la muestra se determiné usando un extracto acuoso de muestra
fresca. Para obtener el extracto acuoso, las proporciones en peso muestra/agua
destilada mas comunmente utilizadas son 1/5 y 1/25 (US Department of Agriculture
and US Composting Council, 2001). Durante este trabajo de tesis se utiliz6 una

relacion 1/5.

El procedimiento se detalla a continuacion:

- Pesar 10 g de muestra en una balanza digital con precision de + 0.01 g, introducir
en un Erlenmeyer de 250 mL junto con 50 mL de agua destilada.

- Agitar durante 30 min con un agitador magnético.

- Centrifugar a 3000 rpm por 15 min y filtrar.

- Medir el pH en el filtrado con el pH-metro (Crison micro pH 2000).

3.6 Parametros respirométricos: IRDy AT 4

El indice respirométrico dinamico (IRD) es una medida directa del consumo de
oxigeno de las comunidades microbiolégicas, mide la diferencia de concentracion de
oxigeno (mL L) de un caudal de aire a la entrada y a la salida de un reactor, basado
en la metodologia propuesta por Adani y col. (2006). La medida se obtiene utilizando
un respirometro desarrollado por Ponsé y col. (2010) y Pognani y col. (2011). El IRD

se calcula a partir de la ecuacion 3.5:

IRD — Q X A0, x32 x60 x 1000%
B 1000 x 22.4 x MO

(Ecuacion 3.5)

Donde:
IRD: indice respirométrico dinamico expresado en g O, kg* MS (6 MO) h?

Q: Caudal de aire (L h't) medido en condiciones normales (1 atm, 273 K)

AO;: Diferencia de concentracion de oxigeno entre la entrada y la salida del

reactor (mL L?)
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32: Peso molecular del oxigeno (g mol?)
60: Factor de conversion de tiempo
10002 Factor de conversion de masa
1000": Factor de conversion de volumen

El resultado se expresa como media de triplicados en g O, kg MS(6 MO) h''En base

al intervalo de tiempo considerado se obtienen diferentes formas de expresar el indice:
- IRDmax: indice respirométrico maximo obtenido.

- IRD1h: Media de los diferentes indices respirométricos dinamicos obtenidos

durante 1hora de méaxima actividad.

- IRD24h: Media de los diferentes indices respirométricos dinamicos obtenidos
durante las 24 horas de maxima actividad (valor utilizado mas habitual, se le

denomina simplemente IRD)

Consumo acumulado de oxigeno (AT ) a un tiempo fijo (O> consumido por unidad
de masa). Este indice se utiliza para calcular el consumo de oxigeno de una muestra
durante un periodo de tiempo determinado, hormalmente 4 dias. El indice determina la
estabilidad biol6gica de compost u otros materiales organicos. El consumo acumulado

de oxigeno en n dias (ATn) se calcula segun la ecuacion 3.6:

ty+n
AT, = f IRD, dt (Ecuacion 3.6)
t

1

Donde:

T1: es el tiempo cuando finaliza la fase de latencia. La fase de latencia termina
cuando la tasa de consumo de oxigeno llega al 25% de la tasa maxima de

consumo calculado como el promedio de tres horas.

ATa4: consumo de oxigeno acumulado en cuatro dias (después de la fase de

latencia).

El AT2 y el IRD2an son parametros complementarios, mientras el primero ofrece

informacion acerca del contenido total de materia organica biodegradable, el segundo

51



Capitulo 3: Materiales y métodos

proporciona informacién de lo rapida o lentamente que ésta se degrada (Barrena y
col., 2014).

3.7 Técnicas de seguimiento e identificacion de tox  ina de Bt

3.7.1 lIdentificacibn morfologica del cristal (endot  oxina) mediante microscopio

electrénico de barrido

Se ha utilizado la técnica de SEM (Scanning electron microscopy) para identificar
morfolégicamente la toxina cristal de Bt. En concreto, se utilizd el microscopio

electronico de rastreo Zeiss Merlin, del servicio de Microscopia de la UAB.

Para la observacion de Bt con el microscopio electrénico, se procedié a realizar
diferentes extracciones de las muestras sdlidas de los reactores en estudio con agua
ultra-pura miliQ, mediante diluciones. Se trabajé con muestras esporuladas y sin
esporular, diruptadas y sin disruptar a fin de encontrar la mejor manera de observar los

cristales toxicos de Bt.

3.7.2 Electroforesis de proteinas en geles de polia  crilamida (SDS PAGE)

La electroforesis se ha utilizado para analizar los perfiles proteicos de las muestras
conteniendo la endotoxina producida por Bt. Es una técnica ampliamente utilizada para
separar las proteinas de acuerdo con el peso molecular de la cadena de polipéptidos.
El gel de poliacrilamida sirve como un tamiz durante la separacién. Las proteinas se
mueven a través de un gel debido a un campo eléctrico que las atrae, la estructura de
poro del gel permite que las proteinas pequefias viajen mas rapidamente que las
proteinas més grandes. Gracias al detergente dodecilsulfato sédico (SDS) y a un
agente reductor (2- mercaptoetanol) las proteinas se desnaturalizan, perdiendo su
conformacion tridimensional. De este modo se obtiene un fraccionamiento que
obedece a la diferencia de peso; la longitud de la cadena (tamafio); y la forma de la

proteina.

Preparacion de la muestra: LaemmLi (1970) con algun  as modificaciones
- Preparar un micro tubo tipo Eppendorf para cada una de las muestras a analizar.

- Introducir, en cada tubo, 10 uL de muestra, 4L de tampon carga y 6L de agua

destilada.
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- Calentar a 95°C por 5 min para solubilizar los cristales y desnaturalizar la proteina.

- Centrifugar los tubos a 10000 rpm durante 1 min para eliminar los fragmentos en
suspension y los agregados. El sobrenadante serd la muestra a analizar por

electroforesis.

Separacion de las proteinas (BioRad®)

- Preparar la poliacrilamida 12% (w/v) geles de separacion (BioRad®) en el interior

de la camara vertical de electroforesis y entre los dos electrodos de platino.
- Agregar tampo6n de Tris / glicina / SDS 1X.

- Afadir 15 pL de la muestra a 5 pL de tampdn de muestra 4X (Tris-HCI 125 mM pH

6,8, SDS 4% wi/v, azul de bromofenol al 10% wi/v y 2-B-mercaptoetanol 10% v/v)

- Conectar la fuente de alimentacién (se puso a 150 V). Detener la electroforesis

cuando el colorante de la muestra llega a la parte inferior del gel.

- Retirar las cubiertas de plastico del gel, lavar tres veces con agua miliQ.

3.7.3 Determinacion de la actividad de proteasa

La actividad de proteasa se determin6 mediante el método descrito por Alef y
Nannipieri (1995) modificado. Los fundamentos se basan en la determinacién de
derivados de tirosina solubles en acido tricloroacético (TCA) mediante el reactivo de
Folin. El aminoécido tirosina, presente en la mayoria de las proteinas, se libera junto
con otros aminoacidos y fragmentos de péptidos de caseina, durante la incubacion
debido a la actividad de las proteasas presentes. El reactivo de Folin reacciona
principalmente con el doble enlace de las moléculas para producir un croméforo de
color azul, que es cuantificable y medible como un valor de absorbancia en el
espectrofotbmetro. Los valores de absorbancia generados por la actividad de la
proteasa se comparan con una curva patrén, que se genera por reaccion de
cantidades conocidas de tirosina con el mismo reactivo para correlacionar. Esta

técnica se encuentra ampliamente descrita en Abraham (2014).

3.8 Ténicas microbiolégicas para el seguimientoy e valuacion de Bt

3.8.1 Contaje de colonias en placa
El seguimiento y evaluacién de la poblacién de Bt se realizO mediante técnicas

tradicionales de microbiologia (contaje de colonias en placa) siguiendo la técnica
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aplicada por Zhuang y col. (2011) y Zhang y col. (2013) con algunas modificaciones.
En ambas investigaciones se utilizaron extracto de carne y peptona para el crecimiento
de Bt, en esta investigacion se utilizé Nutrient Broth N2 (caldo nutritivo) 25 g L para
crecimiento en liquido y agar nutriente 28 g L' como medio sélido que se colocé en

placas Petri de 90 mm.

En cada toma de muestra de un reactor de FES, sea de 500 mL o de 10 L de
capacidad, se removio y mezcl6 bien el material de su interior y se obtuvieron 10 g de

muestra. Las muestras tomadas siempre fueron por triplicado.

Para determinar la concentracibn de células viables a partir de las muestras
mencionadas se realizaron diluciones seriadas con RINGER® al 2.5%. El RINGER®
contiene NaCl 0,225%, 0,001% de KCI, CaCl, 0,012%, 0,005% de NaHCOs; y es
utilizado normalmente en las técnicas tradicionales de microbiologia, previamente
esterilizado. Se empled un vaso estéril de 100 mL de capacidad donde se colocé 10 g
de muestra y 90 mL de RINGER® al 2.5%. Se agité por 10 min y se tomé 1 mL del
vaso, para colocarlo en un tubo de 15 mL de capacidad con 9 mL de Ringer
previamente preparado para las diluciones. Se prepararon baterias de tubos de 15 mL
para las correspondientes diluciones de las muestras obtenidas en cada proceso. De
cada una de las diluciones se procedi6 a sembrar 100 pL en placas de agar,
homogenizando con un asa de Drigalsky estéril cada placa, para llevarla a la
incubadora por 18 a 20 horas para su posterior lectura. Para obtener el nimero de
UFC g 6 UFC mL ! se multiplica las colonias contadas por el factor de dilucién y por
el volumen de indculo. En cada placa se debe de contar en un rango de 30 a 300 UFC

para obtener un valor valido (Tirado y col. 2001).

Para el contaje de esporas, se vertieron 20 mL de la muestra inicial que contenia cada
vaso (muestra mas RINGER®, primera dilucion), en un tubo de 50 mL y se sometio a
80T por 10 min a efectos de darle un shock térmico (Khedher y col. 2011) y que las
esporas logren salir de su fase de latencia. Seguidamente, se realiz6 la siembra en

placa realizando el mismo proceso de diluciones seriadas.

3.8.2 Andlisis microbioldgico en medios selectivos

Las pruebas microbiolégicas de la carga bacteriana inicial y final de las muestras de
los reactores de FES se realizaron en el laboratorio de microbiologia de la Facultad de
Veterinaria de la UAB empleando 25 g de muestra sélida en cada ocasion. Las

muestras se diluyeron en agar triptosa de soja (TSA agar) 250 mL para plaquear
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después en medios selectivos sélidos y liquidos para determinar las UFC g, asi como

la presencia y/o ausencia de otros microorganismos.

Los medios selectivos que se emplearon fueron:

- Agar MacConkey, para enterobacterias,

- Agar TSN para Clostridium,

- Agar BD Baird — Parker medio selectivo para Staphyloccus aureus,
- Agar MRS para determinar presencia de bacterias lacticas,

- Agar sangre para listeria,

- Sulfito reductores SPS, para recuento de Clostridium

- Glucosa Sabouraud para hongos.

En la Figura 3.10 se presentan dos placas de agar MacConkey especifico para
detectar enterobacterias. De izquierda a derecha se observa una placa con las UFC
correspondiente a enterobacterias al inicio del proceso de FES y la segunda placa es
resultado de la higienizacion del producto, es decir, muestra procedente de un reactor
en el que se alcanzé el rango terméfilo de temperatura y se mantuvo durante suficiente

tiempo para eliminar las enterobacterias de la muestra.

Figura 3.10 Resultado de la higienizacion de un residuo mediante un proceso de FES (lado
izquierdo muestra inicial con enterobacterias, derecho muestra final una vez higienizada).
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3.8.3 Identificacion de Bt a partir de extracto de ~ ADN

En el capitulo 7 donde se estudia el efecto de la adicion de Bt a compostador
doméstico se realizaron pruebas de identificacion de poblaciones microbianas y
porcentaje de Bt mediante técnicas especificas, pirosecuenciacion e identificacion

mediante 16S rADN desde colonias en placa Petri

Extraccion de ADN para Pirosecuenciacion

La extraccion de ADN de muestras de material de ambos compostadores previa al
analisis mediante pirosecuenciacion se realiz6 utilizando el kit QIAGEN fast cycling
PCR, que consta de 6 soluciones que se van incorporando de acuerdo al protocolo

descrito a continuacion:

= Pesar 0.25 g de muestra de compost en cubetas pequefias.

= Lisar las células con cristales circulares y vortexear 1 min.

= Adicionar 60 pL de solucién 1 (kit QIAGEN) y vortexear.

= Centrifugar a 10000 rpm por 30 s.

= Trasvasar 500 pL de sobrenadante a un Eppendorf limpio de 2mL de
capacidad.

= Agregar 250 pL de la solucion 2 (kit QIAGEN), llevar a incubar 4 (5min),
centrifugar a 10000 rpm por 1min.

= Transvasar 600 uL de sobrenadante a un Eppendorf limpio.

= Agregar la solucion 200 pL de 3 (kit QIAGEN), llevar a incubar 4C (5min),
centrifugar a 10000 rpm por 1 min.

= Transferir a otro Eppendorf 750 puL de sobrenadante y afiadir 1.2 mL de
solucion 4 (kit QIAGEN).

= Cargar aproximadamente 675 UL en Eppendorf con el filtro, centrifugar a 10000
rpm por un minuto a temperatura ambiente. Rrepetir 3 veces lo mismo.

= Afadir 500 pL de solucién 5 (kit QIAGEN), centrifugar a 10000 rpm por 1min.

= Sacar el filtro con cuidado y descartar el liquido.

= Agregar 100 pL de la solucion 6 (kit QIAGEN).

= Centrifugar por 30 segundos a 10000 rpm y eliminar el filtro.

= Evaluar la ratio de pureza del liquido en el Nanodrop.

Los extractos de ADN obtenidos se enviaron a la empresa Lifesequencing (Valencia,

Espafia) para su pirosecuenciacion. Esta empresa utiliza una tecnologia de
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secuenciacién masiva y ofrece un servicio posterior de asesoramiento para utilizar

plataformas de alto rendimiento.

Identificacién de Bt mediante 16S rDNA (desde colon ias en placa Petri)

Para la identificacion de Bt a partir de col6nias crecidas en placa Petri, se enviaron las
muestras (placas) a la Universidad de Leodn, Area de Anélisis de Acidos Nucleicos del
Laboratorio de Técnicas Instrumentales, donde se aisl6 ADN de cada colonia y
seguidamente se procedié a amplificar la region de interés (fragmento de unos 1100
pb del gen rDNA 16S). Posteriormente, se purificé el amplicon y finalmente se

procedié a su secuenciacion (en ambos sentidos).

Para la identificacion de las bacterias se introdujeron las secuencias en bases de
datos como la del GenBank NCBI (National Center for Biotechnology Information,

http://www.ncbi.nlm.nih.qgov) con el programa BLAS.

(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST). El Gen Bank es una base de datos de secuencia

genética, es parte de la colaboracién de base de datos de secuencias de nucledtidos
internacional que comprende el banco de datos de ADN de Japon, el Europeo de

Biologia Molecular y GenBank NCBI.

3.9 Andlisis de toxicidad del material final para s  u utilizacion como enmienda

orgéanica en suelo: Test de Germinacion

El objetivo de este test es determinar si un material organico estabilizado es apto o no
para ser usado como enmienda para el suelo considerando su toxicidad para plantas.
Se basa en usar un extracto acuoso de los materiales organicos para evaluar la
germinacion y crecimiento de semillas de plantas de respuesta rapida como es el
rabano (Raphanus sativus). Comparando los valores que se obtengan con los
obtenidos para un control con agua destilada, se puede saber el porcentaje de
germinacion de las semillas y el porcentaje de elongacion de las raices, obteniendo
por multiplicacion el conocido como indice de Germinacién (IG). La metodologia
seguida fue la descrita por Ponsé y col. (2009) basada en la Tiquia y col. (1996) y en el
TMECC (US Department of Agriculture and US Composting Council, 2001).

Se empled una proporcion de 10:1 es decir, 80 mL de agua y 8 g de muestra, los

cuales se agitaron por 10 min y se sembraron 10 semillas de rabano por placa,
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dejandolos crecer 7 dias a temperatura ambiente. El andlisis se realizé por triplicado.

Para los correspondientes célculos se emplearon las siguientes ecuaciones:

%G = % x 100 (Ecuacion 3.7)

Donde:

G: Velocidad relativa de germinacion.

A: Tiempo promedio de germinacion de las semillas en el extracto del producto
de la FES.

B: Tiempo promedio de germinacion de las semillas tratadas en agua destilada.

C
NE = D x 100
(Ecuacién 3.8)

Donde:

E: Longitud relativa de la raiz.

C: Longitud promedio de raiz en ensayos realizados con extracto del producto
de la FES.

D: Longitud promedio de raiz en ensayos realizados con agua destilada.

%G X %E .
%IG = EET (Ecuacion 3.9)

Donde:
IG: Indice de germinacion

En la Figura 3.11 (a) se muestran semillas de rdbano al inicio de germinacion,
mientras que la imagen (b) muestra las semillas germinadas que corresponden al

control, con agua destilada. En la Figura 3.11 (c) se pueden observar las semillas
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germinadas después de 7 dias de proceso tanto para las muestras de producto final
como para las muestras control. En la Figura 3.11 (d) se muestra la evaluacion de la
longitud de la raiz de cada semilla germinada.

Figura 3.11 Test de germinacion de semillas de rabano desde el inicio de germinacién (a),
germinacién en agua como control de crecimiento (b) germinacién en sustrato (c) y la medida
de la longitud de raiz (d)
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capituLo 4

Los resultados que se presentan en este capitulo estan publicados en:

Cindy Ballardo, Juliana Abraham, Raquel Barrena, Adriana Artola, Teresa Gea, Antoni
Sanchez., 2016. Valorization of soy waste through SSF for the production of compost
enriched with Bacillus thuringiensis with biopesticide properties. Journal of

Environmental Management 169, 126 -131. (Anexo)
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4 VALORIZACION DEL RESIDUO DE SOJA A TRAVES DE FES PARA LA
PRODUCCION DE COMPOST ENRIQUECIDO CON Bacillus

thuringiensis

4.1 Introduccién

Este capitulo toma como punto de partida la tesis doctoral de Juliana Abraham (2014)
quien trabajé con residuos de soja y otros residuos de la industria alimentaria para
obtener proteasas mediante un proceso de Fermentacion en Estado Sélido (FES). En
el dltimo capitulo de dicha tesis se presentan los resultados de experimentos
preliminares de FES a escala laboratorio, donde se inocul6 Bt en residuo de la
produccion de derivados de soja para ver si este microorganismo incidia

favorablemente en el aumento de las proteasas que se producian.

Con este punto de partida se estudian en este capitulo, no solo los valores de proteasa
a una escala mayor, sino que también el comportamiento de Bt a la hora de crecer en
un residuo estéril y no estéril, buscando la mejor manera de realizar el seguimiento del
crecimiento de este Bacillus. En concreto, se pretende comprobar el crecimiento de Bt
en residuo de soja sin esterilizacion en el proceso de FES, evaluando su
comportamiento a medida que la temperatura se va incrementando como sucederia en
un proceso de FES a escala real con cantidades importantes de residuos. Se
contempla también la posibilidad de utilizar el residuo final como enmienda organica

después de su estabilizacion.

El residuo de soja se produce comunmente en muchos paises de diferentes
localizaciones y situaciones geogréficas. El de soja es el aceite de semilla primaria
mas cultivado en los Estados Unidos (USDA-NASS, 2010) y también domina el
mercado de aceite en la India, uno de los principales productores de semillas
oleaginosas del mundo. Por cada kilogramo de semilla de soja que se procesa para
obtener leche de soja o tofu, se genera cerca de 1.1 kg de residuo fresco (Khare y col.,
1995). Debido a la alta generacion de este residuo, diferentes investigadores han
explorado las posibilidades de valorizarlo como materia prima en la produccién, por
ejemplo, de acidos organicos, acetona, butanol, etanol o enzimas a partir de azlcares

fermentables (Karki y col., 2011).
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Este es el primer estudio realizado en condiciones no estériles y volumen de litros,
como una prueba de viabilidad y valorizacion para una futura aplicacion a escala

industrial.

4.2 Materiales y Métodos
Caracteristicas del residuo de soja

El residuo de soja fue elegido como materia prima para el crecimiento de Bt, por los
elevados niveles de proteinas, grasa, almidén y azlcares que aun se encuentran
presentes en él, ofreciendo un potencial notable para el crecimiento de Bt en
fermentacion. Ademas, es un material muy homogéneo y presenta pocas o nulas

impurezas (por ejemplo, la ausencia de metales).

Este residuo se obtuvo de una industria local que lo genera de manera sostenida
durante todo el afilo como resultado de la produccién de leche de soja y derivados
(Natursoy®, Castelltercol, Barcelona, Espafa). Se ha determinado que tiene un
contenido de un 83.8% de humedad, un 95.9% de materia organica en base a materia
seca, Yy presenta una relacion C/N de 12.2, un pH de 7.35 y una conductividad eléctrica
de 7.37mS cm™. El residuo de soja se mezclé con pallet triturado en los procesos de
FES en proporcion volumétrica 1:1 para proporcionar la estructura necesaria para una

correcta aireacion del material y compensar la elevada humedad del residuo.

Microorganismos

La cepa empleada en esta investigacion fue adquirida de “American Type Culture
Collection” HD -73 ATCC 35866 y fue reconstituida y guardada a -80C para su

posterior utilizacion. Esta cepa también fue utilizada por Abraham (2014) en su tesis.

Inéculo obtenido para iniciar experimentos

Se determind la cinética de crecimiento de Bt medio comercial OXOID® para poder
estimar el tiempo de crecimiento exponencial. Este dato sera necesario para futuros
experimentos en FES. La obtencion del indculo se describe en Materiales y métodos
(Capitulo 3).
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Reactores utilizados

Las fermentaciones se realizaron en reactores de 500 mL y 10 L de capacidad con
residuo de soja estéril y no estéril. En condiciones estériles solo se trabajé en
reactores de 500 mL. El residuo de soja y los reactores de 500mL se esterilizaron en
autoclave a 121 por 30 min. EIl proceso de inocul acion con Bt en el residuo de soja
esterilizado y los muestreos se realizaron en cabina de flujo laminar en condiciones
estériles. En condiciones no estériles también se trabajo en reactores de 500 mL
siendo parte importante de esta investigacion realizar el escalado a reactores de 10 L
con residuo de soja sin esterilizar. También se realizaron pruebas para ver si
efectivamente se podia seguir el crecimiento de Bt con el contaje de células y esporas,
tomando en cuenta que, al ser el residuo no estéril, la carga bacteriana propia del

residuo de soja podia dificultar la observacién y el contaje de UFC.

Inoculacion de los reactores de 10 L de capacidad

La inoculacién del material no se realizé a partir de Bt crecido en medio comercial
liguido como se ha especificado en el Capitulo 3 como procedimiento general, sino
que se realiz6 a partir del material final sélido obtenido en reactores de 500 mL en los
que Bt crecid en el residuo de soja en condiciones controladas temperatura (30C) y
aireacion constante (15 mL/min) durante 7 dias (a partir de in6culo liquido obtenido en
medio comercial siguiendo el procedimiento general). A esta etapa se la ha
denominado proceso de adaptacion de Bt al residuo pues sirvié para que Bt colonizara

la matriz solida de cada Erlenmeyer que contenia 100 g de residuo de soja.

Se incorporaron 100 g de residuo de soja més Bt a cada reactor de 10 L conteniendo
1.3E+08 UFC g MS™.

4.3 Resultados y Discusion

4.3.1 Cinética de crecimiento de Bt en medio comerc ial

Como etapa previa a la realizacién de la FES del residuo de soja con Bt, se determiné
la cinética de crecimiento de Bt en medio comercial OXOID® y fermentacion
sumergida con la finalidad de trabajar bajo condiciones equivalentes en futuras
réplicas, es decir, con la misma cantidad de biomasa en una fase de crecimiento

similar.
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En la Figura 4.1 se presenta la cinética de crecimiento de Bt en medio comercial
iniciando con el 10% (v/v) de in6culo de Bt. La pendiente obtenida fue de 0.3159 con
coeficiente de regresion (R?) de 0.9491. De los resultados se concluye que entre las
20-24 h Bt se encuentra en fase exponencial de crecimiento, momento apto para pasar

como indculo a FES.

12

10 A

Densidad optica (660nm)
(o]

—&— Bt (medio comercial)

0 5 10 15 20 25 30 35
Tiempo (h)

Figura 4.1 Cinética de crecimiento de Bt en medio comercial OXOID utilizando 10% (v/v) de
indculo inicial mediante densidad 6ptica en funcién del tiempo en Fermentacién sumergida.

En la Figura 4.1 también se observa que aproximadamente a las 10 horas la poblacion
de Bt disminuye con respecto a las 8 h. Esta disminucion probablemente se deba a
problemas con la medida por la espuma que se forma en la fermentacion. Pasadas las
8 h la espuma desaparece y el crecimiento se torna exponencial como se observa en

la figura.

4.3.2 Fermentacion en estado sdlido en reactores de 500 mL de capacidad en

condiciones estériles

Para comprobar la viabilidad del crecimiento de Bt en el residuo de soja, en primer

lugar, se realizaron una serie de FES en condiciones controladas de temperatura
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(30°C) y aireacién constante (15 mL/min de aire), y utilizando 100 g de residuo

esterilizado con un 5% (v/p) de inéculo.

Como parametro de seguimiento del proceso se utilizé la velocidad especifica de
consumo de oxigeno (SOUR) ya que representa una medida fiable de la actividad
biol6gica del medio (Barrena y col., 2006). En la Figura 4.2 se presenta la evolucion de

la SOUR respecto al tiempo de la fermentacion por triplicado en condiciones estériles.
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Figura 4.2 Perfil de consumo de oxigeno sOUR en reactores de 500 mL con residuo de soja
esterilizado y Bt

Los perfiles del SOUR muestran un valor maximo de 2.8 gO, kg* MSh que se alcanza
en el segundo dia del proceso después de una fase de latencia de 16 h. El consumo

de oxigeno acumulado durante cuatro dias (AT.) fue de 236 +2 g de O, kgt MS.

En la Tabla 4.1 se muestran los valores de los distintos pardmetros, respirométricos y
microbiolégicos, obtenidos durante el seguimiento del proceso. Las UFC g MS se
incrementaron en dos unidades exponenciales desde el inicio del experimento
(1.5E+09 UFC g! MS) hasta el crecimiento maximo (6.2E+11 UFC g MS)
corroborandose con el incremento del consumo de oxigeno (sOUR) para luego
mantenerse en ese orden de magnitud, siendo la cantidad de esporas en la fase final
(6 dias) del orden de 8.6E+10 (UFC g™ MS). Los valores obtenidos se encuentran

dentro del rango de estudios previos en FES realizados por Devi y col. (2005) quién
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reporté la produccion de Bt a escala laboratorio y empleando salvado de trigo en
condiciones estériles en 6.6 E+10 células viables g* MS y 1E+11 esporas g* MS

cuando se enriquecia el medio con una fuente de carbono y nitrégeno.

4.3.3 Fermentacion en estado sdlido en reactores de 500 mL de capacidad en

condiciones no estériles

Con el objetivo de comprobar la viabilidad de la valorizacion del residuo de soja tal y
como se obtiene de un proceso industrial, se realizd un segundo experimento en
condiciones no estériles. Se decidio incrementar la cantidad de inéculo del 5 a 10%
debido a la posibilidad de una gran competencia con microorganismos autéctonos de
la soja. Se realizaron dos tandas de experimentos, cada uno de ellos por triplicado,
utilizando el residuo de soja procedente de la misma industria alimentaria pero
recogido en dos fechas diferentes. Para cada tanda se siguié también un reactor
control, conteniendo solo el residuo de soja no estéril, sin adicién de Bt. Los resultados

de las fermentaciones se resumen también en la Tabla 4.1 (Prueba 1 y Prueba 2).

En primer lugar, es importante sefialar que los valores de sOUR max y AT obtenidos
en FES en presencia de Bt fueron inferiores a los valores obtenidos en los reactores
sin adicion de Bt (reactor control). Ademas, el indice AT4 muestra como el oxigeno
consumido en los reactores inoculados es menor en un 13% y 10% que en los
reactores de residuo de fibra de soja no inoculados. Este hecho puede ser debido a
que el crecimiento de Bt propiciase una reduccion de la biodiversidad en la matriz
sélida, lo que implicaria menores tasas de consumo de oxigeno en comparacion con la

poblacion microbiana nativa.
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Tabla 4.1 Resultados obtenidos para distintos parametros de proceso a los 6 dias de fermentacién en condiciones estériles y no estériles en los
experimentos de FES con residuos de fibra de soja y con in6culo de Bt en reactores de 500 mL

Fase de Final células
sOUR max AT, latencia Final esporas viable s Actividad
proteasa
(g Ozkg* MS h'1) (g Ozkgt MS) (h) (UFC gt MS) (UFC gt MS) (Ug! MS)
Condiciones estériles
Soja + Bt (1.5E+09)* UFC g MS 28+0.2 236 +2 16+8 8.60E +10 6.20E+11 1282 + 32 (3d)
1357 + 18 (6d)
Condiciones no estériles
Prueba 1
Soja control 6.5+0.7 325+1 6.5+1.0 n.a. n.a. n.a.
Soja + Bt (4.3E+09)* UFCgt MS 48+0.7 292 +13 52+0.6 1.3E+08 + 3E+07 3.8E+09 + 7.7E+07 616 + 18 (3d)
497 + 17 (6d)
Prueba 2
Soja control 7.0+0.9 319+51 46+15 n.a. n.a. n.a.
Soja + Bt (4.3E+09)* UFC g* MS 59+16 277 +£20 14+05 n.a. n.a. n.a.

sOUR: velocidad especifica de consumo de oxigeno; AT,: consumo acumulado de oxigeno en 4 dias; n.a. no analizado. Desviacion estandar +

3 repeticiones, (*) Células viables.

69



Capitulo 4: Valorizacion del residuo de soja

Por otro lado, los valores de sOURmMax en condiciones no estériles son mas altos que
los obtenidos con el residuo de soja esterilizado (2.8 g O, kg MS h1), ademas de ser
la fase de latencia mas corta cuando se utiliza residuos no esterilizados. Esta
comparacion sugiere que la actividad de Bt avanza en paralelo a la actividad de los
microorganismos originales presentes en el residuo de soja que contribuyen a la

degradacion y estabilizacion de la materia organica.

El seguimiento de UFC g MS en residuo no estéril se realiz6 también mediante el
contaje de células viables. Las células viables y los recuentos de esporas se llevaron a
cabo so6lo en una de las repeticiones. Los resultados mostraron una ligera disminucién
en el nimero de células viables durante el experimento (valor inicial de 4.3E+09 a un
valor de 3.8E+09 UFC g! MS en el dia 6), probablemente debido al consumo de
nutrientes y a la competencia con otros microorganismos. El recuento final de esporas
fue de 1.3E+08 esporas g* MS. Estos valores confirman que Bt es capaz de sobrevivir
en residuo de fibra de soja en condiciones no estériles después de 6 dias de un
proceso de FES. Cabe resaltar que cuando el extracto se sometia a 80C por 10 min
para su esporulacion, después de incubar durante 18 a 20 horas, las colonias se
contaban mejor, ya que al pasar la muestra por un shock térmico ésta se higienizaba,

permitiendo contar mejor las UFC en la placa de agar.

Brar y col. (2007) y Yezza y col. (2006) encontraron una correlacién entre la toxicidad
de Bt (formacion de esporas), el recuento de células y la actividad de la proteasa
producida en los experimentos de fermentacibn sumergida con Bt en medio
convencional, aguas residuales y lodos de aguas residuales, siempre en condiciones
estériles. En base a estos trabajos, se determind también en esta investigacion la
actividad de proteasa, con la finalidad de evaluar si la incorporacion de Bt en una
matriz sélida de residuos de soja, incrementaba esta actividad (Tabla 4.1). Los valores
de la actividad de proteasa obtenidos en los dias 3 y 6 de proceso con residuo estéril
fueron 1282 + 32 y 1357 + 18 U g* MS respectivamente. El rendimiento de proteasa
fue mucho mas alto que el obtenido en SmF a la misma escala en condiciones
estériles (336 + 8 U g MS) y en experimentos anteriores de FES utilizando el mismo
residuo en condiciones no estériles sin la adicién de Bt (310 + 9 U g MS) (Abraham y
col., 2013).

Por otro lado, en condiciones no estériles los valores de actividad de proteasa

obtenida después de 3 y 6 dias de fermentacién fueron 616 + 18 y 497 + 17 U g* MS

respectivamente, valores que son claramente inferiores a los obtenidos en residuos de
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soja estéril y superiores a los reportados en Abraham y col. (2013) para el residuo de
soja no estéril sin adicion de Bt. Por lo tanto, se deduce que la presencia de Bt
aumenta la produccion de proteasas a partir de residuos de soja no estéril, aunque las
mejores condiciones para la produccion de estas enzimas parecen encontrarse en

condiciones estériles.

Se intento realizar la identificacion de proteinas mediante geles de electroforesis en
gel de poliacrilamida en condiciones desnaturalizantes, ya que de esta forma se
pretendia estimar el peso molecular de la proteina toxica de Bt por comparacion con
marcadores de peso molecular conocidos (Sambrook y col., 1989). Sin embargo, esta
determinacion no fue posible y UGOnicamente se encontraron bandas de
aproximadamente 37 kDa pero muy tenues. Probablemente el hecho de obtener
bandas tenues, se deba a que no se pudo concentrar la muestra, siempre en
presencia de otras particulas propias del residuo. Smitha y col. (2013) reportan pesos
moleculares de 66 kDa, 45 kDa y 30 kDa, en Bt crecido en en medio convencional LB.
Obtienen los mismos valores al enriquecer el medio convencional con harina de patata
(10% w: v) en FES. Caballero y col. (2001) muestran los perfiles proteicos de distintos
productos comerciales biopesticidas a base de Bt. En el preparado Dipel® encuentran
bandas correspondientes a un peso molecular de 200 y 66 kDa, mientras que Xentari®

y el aislado LEAPO1 (otro producto comercial) muestra bandas de 200 kDa.

4.3.4 Escalado de la FES de residuo de soja inocula da con Bt a reactores de 10 L
en condiciones no estériles

Como se ha comentado, uno de los propésitos novedosos de este capitulo era simular
la produccién de Bt a partir de residuos de soja en condiciones de planta industrial,
parecidas a las del proceso de compostaje. Con este objetivo, se realizaron diferentes
fermentaciones en reactores de 10 L de capacidad, vasos Dewar® adaptados y
validados para su uso en compostaje y en FES (ver Capitulo 3). A diferencia de los
experimentos del apartado anterior, en los reactores de 10 L no se trabajé a
temperatura constante, ya que los reactores estan aislados térmicamente y el calor
metabdlico generado durante la degradacion se acumula generando un perfil dinamico
de temperatura, y trabajando por lo tanto en condiciones pseudo-adiabaticas. De esta
forma se evalud el efecto de la temperatura sobre el crecimiento de Bt a la vez que se

valoraba la viabilidad de higienizar el residuo durante la fermentacion.
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Se pusieron en marcha y se siguio la evolucion de tres reactores: uno sin inéculo de Bt
que sirvi6 como control y dos con inéculo de Bt (duplicado). Se siguid una estrategia
de control de aireacion basada en la medida de OUR con el objetivo de maximizar la
actividad biologica durante el proceso, utilizando un caudal inicial de 400 mL/min (ver
Capitulo 3). En la Tabla 4.2 se resumen los valores iniciales y finales de diferentes
parametros del proceso (pH, humedad e IRD), asi como el recuento total de células

viables y esporas iniciales y finales.

En primer lugar, se observa un aumento de humedad en el material en fermentacion
debido al uso de reactores completamente cerrados ya que una parte significativa del
agua producida durante la FES se retiene en el interior del reactor como condensado

en la tapa, afectando el contenido de humedad en la matriz sélida.

En los 3 reactores evaluados la temperatura alcanzd rangos termdfilos (>45C)
durante el primer dia del proceso. La evolucion de la temperatura, la sOUR y el
namero de células viables y esporas (en el caso de los reactores con Bt), respecto el
tiempo de proceso se presenta en la Figura 4.3, correspondiendo la grafica (a) al
reactor control (R1) y las gréficas (b) y (c) a los reactores inoculados con Bt (R2 y R3
respectivamente). Las temperaturas maximas alcanzadas fueron: para el reactor
control (R1) 60.1<C, alcanzada al tercer dia de pro ceso; para reactores con inéculo, R2
y R3, 63.3C y 65T respectivamente, alcanzados al segundo dia de proceso. Estas
diferencias de temperatura entre reactores inoculados y sin in6culo pueden ser
debidas a la presencia del mismo inéculo de Bt que, antes de ser incorporado a
reactor, estuvo previamente aclimatado (adaptado) al residuo de soja, también en
medio sélido (ver Materiales y métodos de este capitulo) y est4d activo ya a
temperaturas iniciales del proceso degradando el residuo. Ademas, en esta linea, se
puede observar que en los reactores inoculados con Bt, la fase de latencia es casi
inexistente en comparacion con el reactor control donde es de aproximadamente 12 h.
Las temperaturas superiores a 45T se mantuvieron d urante 6.3 dias en R1, 3.6 y 4.7
dias en R2 y R3, respectivamente. En R2 y R3 se alcanzaron valores mas elevados de
temperatura y sOUR durante los primeros dias de proceso, hecho que podria provocar
una fase termdfila mas corta que en R1. Los perfiles de temperatura muestran un pico
después de los muestreos (dias 5 y 8), debido a la mejora de la disponibilidad de
materia organica que se deriva de la homogeneizacion del contenido del reactor que

se realiza durante estos muestreos (Abraham y col. 2013).
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Tabla 4.2 Valores iniciales y finales de pH, humedad, IRD, oxigeno total consumido, contaje de esporas y células viables obtenidos en la FES de
residuo de soja + Bt en reactores de 10 L.

R1 R2 R3

Parametros (Control, sin Bt) (BY) (Bt)

Inicial Final Inicial Final Inicial Final
Humedad (% bh) 48.9 57.3 50.1 56.4 45.7 54.7
pH 6.69 9.10 7.33 9.01 7.25 8.94
IRD (g O2 kgt MS h't) 21+05 0.19 +0.02 0.27 +0.01 0.33+0.03
O: total consumido (g) 418.2 317.4 516.2
indice de germinacion (%) 134 +21 115+ 20 146 + 22
Células viables (UFC gt MS) 0 0 9.3E+ 07+ 0.3E +07 1.8E+07+ 0.7E+07 9.6E+07+1.6E+07 1.7E+07+0.1E+07
Esporas (UFC g MS) 0 0 1.4E+08 + 0.1E+08 1.7E+07 + 0.1E+07 9.6E+07+0.8E+07 1.0E+07+0.1E+07
Enterobacterias (UFC g?) 7E+02 nd 4E+02 nd 2E+02 nd

bh: base himeda; nd: no detectado
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Figura 4.3 Reactores: a) R1 (control, sin Bt); b) R2 (Bt inoculado) y ¢) R3 (Bt inoculado).
Perfil de OUR y Temperatura R1, R2 y R3. Perfil de poblacién de UFC g1 R2 y R3
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El total de oxigeno consumido (Tabla 4.2) no muestra diferencia entre los reactores
inoculados con Bt y el control. Los valores de sOUR en los reactores indican actividad
microbiana significativa hasta el dia 10 del proceso, aproximadamente, en los tres

reactores.

A pesar de alcanzar temperaturas por encima de los 60C y manteniéndose por
encima de 45T durante 3.5 y 5 dias (R2 y R3) respe ctivamente, las células de Bt
viables se mantuvieron casi constantes en R2, creciendo ligeramente en R3. A partir
del dia 8 de proceso se observa una disminucion en los dos reactores tanto de células
viables, como de esporas. Efectivamente, a partir del dia 10 se observo que en los
reactores inoculados el residuo de soja habia reducido significativamente su volumen,
dejando a la vista gran parte del estructurante utilizado. ElI agotamiento de la materia
organica facilmente biodegradable aportada por el residuo de soja podria ser la causa

de la disminucién de la poblacion de Bt.

Por otra parte, los valores de actividad de proteasa obtenidos en R2 y R3 fueron 392 y
290 U g! MS, respectivamente, y corresponden al periodo de la actividad biol6gica
maxima y la temperatura maxima alcanzada en el proceso de FES. Estos valores
fueron inferiores a los obtenidos en la escala de 500 mL en las mismas condiciones,
pero a 30C. El aumento de temperatura al escalar el proceso a reactores de 10 L
podria afectar la produccion de estas enzimas, y seria necesario un estudio mas
detallado para evaluar la viabilidad de utilizar este proceso con el objetivo exclusivo de

producir proteasas.

En cualquier caso, estos resultados indicarian que Bt puede resistir temperaturas
termdfilas que se lograrian en una planta de tratamiento de residuos a gran escala
durante el procesamiento de residuos, siendo capaz de competir con los
microorganismos ya presentes en los residuos de soja y sin adicion de nutrientes
suplementarios o la aplicacién de algun tratamiento previo. Este hecho aumenta las
posibilidades de utilizacion a escala industrial de los residuos de fibra de soja para la
produccién en una enmienda del suelo enriquecida con Bt, no encontrando referencias
de trabajos anteriores en reactores a esta escala (ni inferior) utilizando procesos de
FES a temperaturas no controladas y tan altas como las encontradas en la presente

investigacion y en condiciones de no esterilidad del residuo.

Segun la revision bibliogréafica realizada, la gran mayoria de trabajos que incorporan Bt

en procesos de FES trabajan con residuos esterilizados. Por ejemplo, Zhuang y col.
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(2011) en 56 h de FES en condiciones controladas, consigue valores por encima de
10E+10 UFC g* para las células de Bt viables, trabajando con lodos esterilizados de
depuradora en reactores de 8 L que operan a temperatura constante, mejorando el
crecimiento de Bt con la adicion de salvado de trigo y polvo de paja. Zhang y col.
(2013), atribuyeron la dificultad de mantener los valores deseados de concentracion de
células viables a la temperatura alcanzada en el proceso (no pudiéndola mantener
constante al aumentar la cantidad de residuo tratado), observando una disminucion en
las esporas desde 10E+10 trabajando con 4 kg a 10E+05 con 50 kg de residuos de

cocina esterilizados.

4.3.5 Calidad del producto final de la FES

Para completar la caracterizacion del material final y determinar las posibilidades de su
aplicacion como enmienda en suelos agricolas, se determiné la estabilidad mediante el
IRD, el grado de higienizacion y el indice de germinacion. Los valores finales de IRD
indican que se obtiene un producto estable tanto en los reactores inoculados con Bt
como en el reactor control, (Tabla 4.2) ya que se alcanzan valores de respiracion
bajos, por debajo de 1 g O, kg MO h! (Adani y col., 2004).

Como indicador del grado de higienizacibn se determind la presencia de
enterobacterias: mientras que éstas estaban presentes en el residuo fresco inicial,
estaban ausentes en el material final de R1, R2 y R3 (Tabla 4.2). El indice de
germinacion obtenido para el producto final en los tres reactores fue de 134 + 21 %
(R1); 115 + 20 % (R2) y 146 *= 22 %(R3), como se detalla en la Tabla 4.3,
obteniéndose pues un porcentaje mayor al 100% en todas las muestras. Estos valores
indican efectos no fitotxicos del material analizado (Ponséa y col., 2009). En la Tabla
4.3 se recogen los valores tanto del indice de germinacion (IG) como de germinacion

(G) y elongacion (E) usados para su calculo.

Tabla 4.3 Porcentaje de germinacién, porcentaje de elongacién de raiz de rabano e indice de
germinacion del test utilizando semillas de rdbano.

Germinacion (%) Elongacion (%) 1.G (%)
Control (R1) 104 +13 130 £ 22 134 +£21
Bt (R2) 84 +14 136.8 £15.8 115+ 20
Bt (R3) 100+ 14 145.5+18.2 146 £ 22
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Por lo tanto, el producto final obtenido en los tres reactores se puede considerar como
un material maduro y estable, libre de patégenos, adecuado para la aplicacién en el

suelo.

Finalmente, para comprobar la presencia de la toxina producida por Bt en el material
de FES y comprobar el potencial biopesticida del producto obtenido se utilizd el
microscopio electronico de barrido (SEM). La Figura 4.4 muestra las imagenes de los
cristales paraesporales y las esporas de Bt. La Figura 4.4 (a) muestra el cristal con
forma romboidal caracteristico de la toxina de Bt (Swiecicka y col., 2008) en una
muestra de los reactores de 500 mL; la figura (b), muestra los cristales incrustados en
el residuo de soja en una muestra obtenida a las de 60 h de proceso en los reactores
R2 y R3 y la Figura 4.4 (c) y (d) muestran esporas de Bt también en estas muestras.

Todas estas imagenes confirman la presencia de Bt en la matriz sélida.

Figura 4.4 Imagenes de SEM de los cristales paraesporales y las esporas de Bt: a) muestra
obtenida a escala de laboratorio en Erlenmeyer (10kX); b, ¢ y d) muestras tomadas después de
60 h de proceso en reactores de 10 L (70 KX)
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CAPITULO D

Los resultados que se presentan en este capitulo estan en fase de preparacion para
envio a revista cientifica en los préximos tres meses, junto con los del Capitulo 6. El
titulo tentativo para éste articulo es: Operational strategies for Bacillus

thuringiensis growth in SSF using OFMSW as substrate under non sterile conditions.
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Capitulo 5: Viabilidad de Utilizar la FORM

5 VIABILIDAD DE UTILIZAR LA FRACCION ORGANICA DE RE SIDUOS
MUNICIPALES COMO MEDIO DE CRECIMIENTO DE Bacillus

thuringiensis

5.1 Introduccién

Ademas de las vias de valorizacion de la Fraccién Orgénica de Residuos Municipales
(FORM) de uso més generalizado como el compostaje y digestion anaerobia, en este
trabajo se propone investigar mecanismos que aumenten la rentabilidad de esta
valorizacion y la utilizacién de la FORM como sustrato en procesos de fermentacion,
buscando productos de valor afiadido. Por lo tanto, en esta linea, el desarrollo de este
capitulo aporta una alternativa al uso de la FORM en fermentacion sumergida
incorporando a Bacillus thuringiensis por sus propiedades biopesticias en una primera

etapa de estudio antes de pasar a la evaluacion en fermentacion en estado sélido.

Como ya se ha comentado en la introduccién de esta tesis, existen trabajos donde se
ha estudiado la viabilidad de utilizar distintos residuos como sustrato que sustente el
crecimiento de Bt. Aunque no es el residuo mas comun, ya que existen mas trabajos
utilizando lodos de depuracion y otros residuos agroindustriales, se han realizado
algunos trabajos utilizando como sustrato de crecimieto FORM o similares como
residuos de comida (Zou y col.,, 2016) o de cocina (Zhang y col., 2013), aunque

siempre en condiciones estériles.

Los resultados que se presentan en este capitulo por una parte detallan la viabilidad
del crecimiento de Bt en la FORM procedente de recogida selectiva, y por otro lado
describen el seguimiento del crecimiento de Bt, empleando un medio de cultivo
comercial, con la finalidad de comparar el crecimiento de Bt en cultivo puro y en FORM
mediante sus caracteristicas tipicas (forma, color, estructura). Se presentan pues las
cinéticas de crecimiento de Bt en FORM estéril (autoclavada) y FORM no estéril, asi
como también en medio de cultivo comercial (OXOID®). Estas cinéticas se
determinaron en fermentaciones sumergidas (liquidas) a escala de laboratorio, para
estimar la velocidad de crecimiento de Bt y la concentracién de unidades formadoras

de colonias que se puede alcanzar a partir de los distintos sustratos.

En concreto, se ha considerado importante, como un primer paso en el trabajo con
este nuevo sustrato, conocer el comportamiento de Bt en una fermentacion sumergida,

planteandose los siguientes objetivos especificos:
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- Evaluar el crecimiento de Bt en FORM estéril en medio liquido.

- Comparar la velocidad de crecimiento de Bt en FORM estéril con el medio
estandar comercial.

- Identificar y diferenciar las UFC de Bt con otros microorganismos, en placa
procedentes de extractos de FORM no estéril.

- Evaluar el crecimiento de Bt en FORM no estérii en medio liquido,
comparandola con el medio estandar comercial y la FORM estéril.

- Determinar si la carga bacteriana propia de la FORM no estéril afecta la

sobrevivencia de Bt.

Estos objetivos marcan el desarrollo de este capitulo. De todo ello dependera,
ademas, la posibilidad de emplear la FORM como sustrato en un medio sélido, sin
desmerecer la oportunidad de emplearla como medio de cultivo alternativo al medio
comercial en fermentacion sumergida, abaratando costos de produccion a la hora de
preparar el inéculo para el escalado a volumenes superiores, o bien para producir el

microorganismo.

5.2 Materiales y Métodos
Substrato

La FORM utilizada en el desarrollo de esta investigacion se obtuvo de la planta de
Compostaje de Manresa (Barcelona) que trata FORM de recogida selectiva. La FORM
se obtiene en planta ya mezclada con agente estructurante (restos de poda y palets)
en relacion volumétrica 1:1. La caracterizacion de la FORM ya estructurada se
presenta en la Tabla 5.1. Esta FORM fue separada en lotes de 5 kg y almacenada en

congelador a -20C para futuros experimentos.

Microorganismos

En este capitulo se emplearon dos cepas obtenidas de la Coleccion Espafiola de
cultivos tipo, cepa de Bt kurstaki (CECT 4497) y cepa de Bt israelensis (CECT 5904)
ambas cultivadas en las mismas condiciones detalladas en materiales y métodos del

Capitulo 3 de esta tesis.
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Condiciones para el desarrollo de las cinéticas de crecimiento

La evaluacion del crecimiento de Bt en la matriz de FORM se realizé en condiciones
estériles y no estériles. Para trabajar en condiciones estériles la FORM se autoclavo a
121<C por 30 minutos y posteriormente se inoculé Bt en una cabina de flujo laminar en

condiciones estériles.

Para el estudio de las cinéticas de crecimiento en condiciones estériles y no estériles
en fermentacién sumergida se utilizé un 10% (v/v) de Bt como indculo inicial crecido en
medio comercial estandarizado. La proporcién de FORM utilizada se calcul6 en base a
materia seca de la FORM (40%) y la materia seca del medio comercial. Los reactores
utilizados se acondicionaron para trabajar en estéril y posteriormente en no estéril. Se
emplearon 3 reactores de 1800 mL de capacidad, donde se llevo a cabo el crecimiento
de Bt en FORM. Se afiadieron 112.5 g de FORM a cada reactor. Asimismo, fue
necesario triturar la FORM adicionandole agua destilada para crear una pasta que
pudiera ser agitada sin problemas. Bt requiere de oxigeno para su crecimiento y
multiplicacion. Para asegurar un suministro adecuado de aire, se adapto un sistema de
mangueras de entrada de aire controlado por un rotamentro Tecfluid (modelo 2150) a
un caudal de 2 NL/h. El seguimiento del crecimiento de Bt se realiz6 mediante contaje

de UFC en placa.

5.3 Resultados y Discusién

Tradicionalmente valorizada mediante compostaje y también digestion anaerobia, la
composicién de la FORM la hace, de antemano, un sustrato adecuado para el
crecimiento de Bt. En la Tabla 5.1 se describen las caracteristicas de la FORM ya
estructurada utilizada en este estudio, los valores que se presentan son resultado del
promedio de tres muestreos realizados en tiempos diferentes a lo largo del desarrollo

de los experimentos.

Si se observa la Tabla 5.1, el contenido en materia organica y el contenido en
nitrégeno de la FORM de recogida selectiva presentan valores tipicos (Puyuelo y col,
2011) considerando que estas dos caracteristicas son de especial interés en la
valorizacion de la FORM y que determinan el valor que tendra el producto final como
enmienda para el suelo, si se valoriza como compost o bien su potencial para ser
aprovechada como sustrato para el crecimiento de microorganismos especificos que

permitan obtener productos concretos con valor afiadido.
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Tabla 5.1 Caracteristicas de la FORM utilizada en este estudio (media y desviacion estandar de
al menos tres valores obtenidos a lo largo de la investigacion).

Parametros FORM
Humedad (%, b.h.) 50.3+21
M.O (%, b.s.) 67.4+1.9
pH. 56+0.1
Carbono (%, b.s.) 42.3+1.0
Hidrégeno (%, b.s.) 57114
Nitrégeno 25+22
Azufre <0.1
Conductividad mS cm! 5.4 (26.4C)

% b.s.: Porcentaje sobre base seca; % b.h.: Porcentaje sobre base humeda

A modo de ejemplo, en la Tabla 5.2 se presenta la composicion de residuos de cocina
y lodos hidrolizados empleados como medios para el crecimiento de Bt en otros
estudios. Si se comparan los valores obtenidos para los parametros caracteristicos en
el caso de la FORM (Tabla 5.1) con los de la Tabla 5.2, se observan valores distintos
en cuanto a porcentaje de humedad. Esto es debido a que la FORM que se obtiene de
Manresa ya viene mezclada con residuos de jardineria y con pallets triturados para
mejorar su estructura equilibrando el exceso de humedad. Por lo que a los valores de
pH se refiere, estos no difieren entre la FORM y los residuos de cocina, presentando
los lodos un pH superior en una unidad. El contenido de nitrégeno es también similar
exceptuando el caso de los residuos de cocina estudiados por Zhang y col. (2013)

donde el contenido de nitrégeno es el doble.

Tabla 5.2 Parametros de otros medios utilizados para el crecimiento de Bt segun distintos
autores.

Residuos de cocina Lodo deshidratado Residuos de cocina
Parametros Zhang y col., 2013 Zhuang y col., 2011 Zouy col., 2016
Humedad (%, b.h.) 72.48 £0.30 79.5 75.25
pH 5.63 £0.30 6.86 5.67
Nitrégeno total (%, b.s.) 5.21+0.08 2.76 2.58

% b.s.: Porcentaje sobre base seca; % b.h.: Porcentaje sobre base himeda
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5.3.1 Crecimiento de Bt en FORM estéril en medio li quido. Comparacion con el
crecimiento en medio comercial

Como primer paso al utilizar un nuevo substrato, se ha considerado conocer el
comportamiento de Bt en una fermentacion sumergida utilizando la FORM esterilizada
resuspendida en agua. El hecho de esterilizar la FORM, ademés de permitir observar
el comportamiento de Bt sin competencia de la carga bacteriana nativa, constituye un
pretratamiento del residuo facilitando su biodegradabilidad, ya que se obtiene un
residuo mas poroso y homogéneo. Estas diferencias se observan visualmente en la
Figura 5.1 (a) al comparar la FORM sin esterilizar tal cual se obtiene de la planta de
tratamiento de Manresa y la FORM esterilizada (b).

Figura 5.1 Comparacion entre (a) FORM fresca y (b) FORM esterilizada

El interés de poder comparar la FORM esterilizada con un medio comercial amerita
realizar el estudio de cinéticas de crecimiento en ambos. Inicialmente, la cinética en
medio comercial se evalud en el Capitulo 4 de esta tesis con el residuo de fibra de
soja. En dicho capitulo no fue necesario estudiar la soja en medio liquido debido a que
ya existian trabajos previos de Abraham (2014) en medio sélido. Ademas, al iniciar el
estudio con un sustrato nuevo y tan complejo como la FORM se crey0 necesario
explorar diferentes posibilidades en la busqueda de como proveer a Bt de las

condiciones Optimas para su crecimiento.

En esta etapa de la investigacion se evaluaron dos cepas en medio comercial en
fermentacion sumergida, Bt kurstaki y Bt israelensis para observar si ambas cepas
tenian el mismo comportamiento y respondian a las expectativas para trabajos a

futuro. Los resultados obtenidos al determinar la cinética de crecimiento de Bt kurstaki
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en medio comercial estdndar se presentan en la Figura 5.2 donde se puede ver la
evolucion de crecimiento de las colonias viables, la densidad éptica y el peso seco
respecto el tiempo de fermentacion. El proceso se inicié con un 10% (v/v) de in6culo
de Bt cuya poblacion inicial fue de 5.0E+06 UFC mL™? y finaliz6 con 3.6E+09 UFC mL™.
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Figura 5.2 Representacion de la cinética de crecimiento de Bt cepa CECT 4497 variedad
kurstaki en condiciones estériles y en el medio comercial OXOID® seguida mediante contaje de
células viables (UFC mL -1); densidad 6ptica ssonm Yy peso seco (mg mL 1)

El mismo procedimiento desarrollado para Bt variedad kurstaki se aplicé a la variedad
israelensis. Se decidio trabajar con esta cepa, por su disponibilidad e interés creciente
como alternativa de control bioldégico contra mosquitos y otros dipteros (Zhuang et al.,
2011). La importancia de conocer el comportamiento de esta cepa, se relaciona con la
puesta en marcha de los compostadores domésticos, que se presenta en el
Capitulo 7, donde se evalla su comportamiento a escala real utilizando residuos de

hortalizas y frutas asimilables a restos de cocina.

En la Figura 5.3 se presenta la cinética de crecimiento de Bt israelensis, en forma de la
evolucién de las unidades formadoras de colonias, la DOssonm Y €l peso seco en
funcién del tiempo. En este caso la poblacion de Bt israelensis empezé a decrecer a
partir de las 20 horas y se concluyd el experimento a las 50 horas. Aunque no se

conoce con exactitud porque se presentd este descenso de la poblacion, lo mas
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probable es que se deba al agotamiento de nutrientes. En la Figura 5.3 se puede
observar que Bt israelensis inicia su crecimiento con 6.4E+06 UFC mL* alcanzando el
maximo crecimiento aproximadamente a las 18 horas. El incremento que presenta la
variedad israelensis en UFC mL™? se alcanza mas rapido comparandola con la Bt
kurstaki, no obstante, ambas variedades consiguen los mismos valores maximos de
UFC mL™* entre las 18 a 20 horas.
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Figura 5.3 Representacion de la cinética de crecimiento de Bt cepa CECT 5904 variedad
israelensis en UFC mLt; DOesonm Y peS0 seco en mg mL1 en condiciones estériles y en medio
comercial

Estudios realizados por Ernandes y col. (2013) con variedad israelensis (serotype
H-14) y empleando como sustrato el licor de maiz fermentado y la adicién de triptosa y
triptosa mas glucosa como medios para el crecimiento de Bt en fermentacion
sumergida, alcanzaron valores de DOe2onm inferiores a 3, a las 25h aproximadamente.
Esta investigacion buscaba optimizar el crecimiento de Bt para la implementacion de
un programa de control de vectores viables a través de los bioplaguicidas. Si se
comparan estos datos con los obtenidos en la presente investigacion, a las 24 horas
con la variedad kurstaki se alcanza una densidad Optica de 4.98 y con variedad
israelensis en la misma hora se reporta un 7.37, estos datos son mas elevados a los

gue obtiene Ernandes y col. (2013). Estas diferencias pueden ser debidas al medio
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nutritivo comercial utilizado, siendo un medio preparado comercialmente para

optimizar el crecimiento de Bt.

Zhuang y col. (2011) en su investigacion con lodos de depuradora para producir un
biolarvicida, realizan un andlisis de la cinética de crecimiento de Bt kurtaski en medio
LB convencional. Obsevan el crecimiento de Bt para células viables desde exponente
7 en la hora cero, a la hora 6 crece una unidad exponencial, y a las 12 horas sigue
creciendo hasta valores cercanos a exponente 9 para mantenerse constante hasta las
18h. Estos datos son muy parecidos a los obtenidos en este trabajo empleando el agar

nutriente broth para el crecimiento de Bt.

En el presente estudio se obtiene la maxima poblacién de Bt en promedio a las 22
horas con 1.9E+09 y 2.3E+09 para variedad kurstaki e israelensis respectivamente
empleando el medio comercial. Recogiendo las evaluaciones de las cinéticas de
crecimiento de Bt en medio comercial, se han relacionado linealmente y por separado
el peso seco y la DOssonm €n funcién del tiempo. Las relaciones obtenidas (incluyendo

la correspondiente a las UFC mL™) se resumen en la Tabla 5.3

Tabla 5.3 Relacion entre UFC mL? y tiempo en la fase exponencial de crecimiento de Bt
kurstaki, con respecto a DOssonm Y PESO SECO.

Parametros Pendiente Ordenada origen R2

UFCmL vs t(horas) 1E +08 9E+08 0.8263
Densidad optica vs t(horas) 0.4574 6.1099 0.9874
Peso seco (mg mL™) vs t(horas) 0.1241 1.3935 0.9570
UFC mLvs densidad 6ptica 3.00E-09 0.2631 0.9097
UFC mL " vs peso seco (mg mL 1) 7.00E-10 0.4452 0.9213

Como se puede comprobar en la Tabla 5.3 existe una buena correlacion tanto entre
peso seco, tiempo y UFC como entre DOgsonm Y 10S mismos parametros. La relacion
entre DOssonm Y tiempo (pendiente) es similar al valor presentado en el Capitulo 4
cuando, con un indculo inicial de Bt del 10% también en medio comercial se obtuvo un
valor de 0.32.

La relaciéon de poblacién de Bt israelensis en UFC mL? obtenida en la cinética de
crecimiento, asi como el tiempo en la fase exponencial de crecimiento con respecto a
DOesonm Y PESO Seco se presentan en la Tabla 5.4 Como se puede comprobar en dicha

tabla, existe una buena correlacion tanto entre peso seco y tiempo, asi como también
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entre las UFC mL? y la densidad éptica tal como ocurria en el caso de la variedad

kurtaski.

Tabla 5.4 Relacion entre UFC mL? y tiempo en la fase exponencial de crecimiento de Bt
israelensis, con respecto a DOssonm Y PESO SECO

Parametros Pendiente Ordenada origen R2

UFC mL vs t(horas) 2.00E+08 1.00E+07 0.9857
Peso seco (mg mL™?) vs t(horas) 0.1077 0.004 0.9712
Absorbancia vs t(horas) 0.327 0.4583 0.9957
UFC mL! vs absorbancia 2.00E-09 0.4582 0.9861
UFC mL 1 vs peso seco (mg mL 1) 6.00E-10 0.0094 0.9514

Para las dos cepas, la determinacion de cualquiera de estos valores en las mismas

condiciones del experimento presentado deberia permitir la estimacién de los demas.

Con los resultados de las cinéticas de crecimiento en medio comercial a punto, se
procedi6 a determinar las mismas con la FORM esterilizada en fermentacion

sumergida.

Los resultados obtenidos de las cinéticas de crecimiento de Bt en la FORM esterilizada
(medio liquido) se presentan en la Figura 5.4 al mismo tiempo que se comparan con
los resultados obtenidos de la cinética de Bt kurstaki crecido en medio comercial. Es
importante recordar en este punto, como ya se ha comentado en el Capitulo 3, que en
el caso de la FORM no se pudo seguir el crecimiento mediante DOgsonm Y PESO SECo

por quedar en suspension particulas de FORM no disueltas que alterarian el resultado.

Utilizando el medio comercial, la variedad kurstaki inicia el crecimiento en un
exponente 6 (5.00E+06) UFC mL?, mientras que el in6culo para la FORM esterilizada
inicialmente tiene una mayor concentraciéon de UFC mL? (1.20E+08) ya que este
in6culo se concentré mas por permanecer en incubacion (4 horas mas a diferencia del

del primero).
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Figura 5.4 Perfil de cinéticas de crecimiento de Bt kurstaki crecidas en FORM esterilizada y de

Bt kurstaki crecidas en medio comercial

Analizando los resultados se observd que para Bt kurtaski a las 12 horas de
crecimiento con medio comercial y en condiciones estériles alcanza exponente 9 en
UFC mL? en comparacién a Bt crecido en FORM esterilizada que consigue el mismo
resultado a las 24 horas, partiendo de una concentracion inicial mas elevada. Es decir,
se requieren 6 horas mas en conseguir la misma concentraciéon de UFC si Bt crece
sobre FORM esterilizada. Hay que considerar que el valor de partida es distinto en los
dos casos. Estos resultados indican que es posible utilizar la FORM esterilizada, en
medio liquido como sustrato para el crecimiento de Bt. En un analisis de ventajas e
inconvenientes preliminar, el tiempo adicional que se requiere para una misma

concentracion se podria compensar con la disminucién del coste del sustrato.

Realizando una amplia busqueda de trabajos en los que distintos residuos se han
usado como sustrato para el crecimiento de Bt en la bibliografia, la mayor parte de las
investigaciones realizadas con lodos, que es el residuo utilizado mayoritariamente,
siempre han pasado por un tratamiento previo, por ejemplo: Zhuang y col. (2011)
reportan haber trabajado con lodos deshidratados y auoclavados a 121<C por 30 min,
dentro del mismo reactor. A este sustrato, después de enfriar se incorporé el inéculo
de Bt kurstaki y otros cosustratos dando lugar a 3 medios de crecimiento (ademas de
un medio comercial LB): lodo solo; lodo + salvado de trigo; lodo + residuo de paja. En

todos los substratos a las 30h de fermentacion, el nimero de Bt alcanzé exponente 9y
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a las 72h de fermentacién un exponente 10. Vidyarthi y col. (2002) reportan trabajar
con lodos pasteurizados a 95C por 2 horas con in6culos de Bt kurstaki y en
fermentacion en reactores de 500 mL y con tres diferentes sustratos. Los resultados
reportados con lodos son menores a los obtenidos en este trabajo: para células viables
se alcanzan 6.3E+08 UFC mL* en 36 horas, mientras que la maxima concentracién de
esporas fue de 5.2E+08 UFC mL™* a las 48 h. Estas investigaciones presentan buenos
resultados a la hora de analizar el crecimiento de Bt porque en ambas investigaciones
el lodo fue pretratado, es decir, pasé por una etapa de esterilizado, donde se elimind la
carga bacteriana nativa de cada lodo resultando conveniente para que Bt colonice el

lodo y prolifere.

Del mismo modo, con la FORM esterilizada los resultados obtenidos son viables a la
hora de emplear la FORM como indculo con pocos kilos 0 en pequefias cantidades.
Sin embargo, valorando un escalado del proceso, esterilizar el residuo implicaria
elevar los costes de produccion. Ademas, pensando en la naturaleza del residuo, se
prevé dificultad en esterilizar toneladas de éste. Por este motivo se evalué también el
crecimiento de Bt en FORM no esterilizada para analizar las posibilidades de su
utilizacion en trabajos futuros. De todos modos, no se descarta la posibilidad de
emplear la FORM esterilizada como material que contiene elementos nutricionales

necesarios para sostener el crecimiento de Bt de coste “cero”.

5.3.2 Crecimiento de Bt en FORM no estéril en ferme  ntaciéon sumergida
Trabajar experimentalmente con un microorganismo como Bt y el residuo de FORM
sin esterilizar (conteniendo otros microorganismos competidores) conlleva tener en

cuenta muchos factores que pueden influir en el crecimiento y multiplicacion de Bt.

A diferencia de las pruebas anteriores sobre medio estéril, donde se incorporaba en
reactor un 10% (v/v) de indculo, en una primera evaluacion se decidio incluir
directamente todo el contenido de una placa de cultivo de Bt (variedad kurstaki)
correspondiente a 300 UFC g™. En el primer muestreo, al inicio de la fermentacién, se
obtuvo una poblacién de Bt kurstaki de 2.8E+06 UFC mL?, similar a pruebas

anteriores.

Seguimiento de Bt en placas de agar procedente de e xtracto de FORM sin

esterilizar

Se comprobé que efectivamente era factible realizar el seguimiento mediante el mismo

procedimiento de contaje de células y esporas que se utilizd en medio comercial con
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FORM esterilizada, que también se habia usado con residuo sélido de soja no estéril.
La duda con la FORM se presentaba al asumir una poblacién microbiana propia méas
diversa que en el caso del residuo de soja a causa de la misma naturaleza del residuo.
El seguimiento de las UFC en las pruebas con FORM sin esterilizar se realiz6 también
mediante el contaje de células viables y esporas en base a la morfologia de Bt crecido
en placa. En la Figura 5.5 se puede observar el resultado del cultivo en placa con
medio agar nutritivo de un extracto de FORM sin esterilizar y sin inocular con Bt. En
las Figuras 5.6 y 5.7 se muestra el resultado del cultivo en placa de una muestra del
extracto de FORM sin esterilizar inoculada con Bt (células viables y esporas).

Figura 5.5 Placa con extracto de FORM sin esterilizar y sin cepas de Bt

Como se puede observar en las Figuras 5.6 y 5.7, en placa, al ser incubadas durante
18 a 20 horas, las colonias de Bt procedentes del extracto de muestras de FORM sin
esterilizar se identificaban muy bien por sus caracteristicas morfologicas. Al realizar el
proceso de esporulacién, el hecho de someter a la muestra a 80C por 10 min
eliminaba algunas de las colonias de otros microorganismos que se observaban en

placa al mirar células viables.
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Figura 5.6 Placas de extracto de FORM sin esterilizar a las 24 horas de incubacion : células
viables (izquierda) esporulado (derecha)

Figura 5.7 Placas de extracto de FORM esporulado cultivado por 18 a 20 horas (izquierda).
Placas de extracto de FORM sin esporular incubadas mas de 24 horas con presencia de
hongos, otras colonias diferentes y Bt (derecho)

En el agar nutritivo las colonias de Bt tienen forma circular con borde irregular, de perfil
plano y de color marfil claro como se detalla en la bibliografia (Caballero y col., 2001).
En las placas del extracto de FORM sin esterilizar, las colonias de Bt presentan la

misma forma, color, borde, y estructura, pero ademas se observan otras estructuras
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completamente diferentes, principalmente pequefias cristalinas, brillantes de textura

lisa que a tras luz se pueden diferenciar sin problemas.

Cinética de crecimiento de Bt en FORM no estéril (I iquido)

La Figura 5.8 muestra la cinética de crecimiento de Bt en FORM sin esterilizar. Se
puede observar que Bt logra crecer en un exponente en las primeras 48 h para luego
mantenerse en fase estacionaria a partir de las 60 h y descender al final del proceso.

Este experimento se mantuvo por 120 h y se trabaj6 con la variedad kurstaki.
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Figura 5.8 Comportamiento de Bt kurtaski con indculo proveniente de una placa petri en FORM
no esterilizada

Para comparar los resultados obtenidos con FORM esterilizada y sin esterilizar, en la
Figura 5.9 se recoge la evolucion del crecimiento de Bt en FORM bajo estas dos
condiciones. A las 24 horas en FORM esterilizada se observa un incremento de 9
veces la poblacion de Bt con respecto al valor inicial. En cambio, con la FORM no
esterilizada el incremento es de 2 veces su valor inicial para células viables y 3 para
esporas. En conclusién, Bt puede crecer en FORM no esterilizada pero su crecimiento
es mas limitado en comparacion a la FORM esterilizada. En una FORM no esterilizada

se identificd el maximo crecimiento de Bt a las 40h.
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Figura 5.9 Comparacion del crecimiento de Bt kurstaki en FORM esterilizada y sin esterilizar

La velocidad de crecimiento varia con el tipo de célula y también en funcién de las
condiciones medioambientales fisicas y quimicas. El crecimiento microbiano depende
de la capacidad de la célula para utilizar los nutrientes de su medio y sintetizar los
compuestos macromoleculares de las estructuras celulares y también los principales

compuestos de peso molecular bajo necesarios para la actividad celular (Owen, 1989).

El volumen inicial de medio de cultivo, el tiempo y las condiciones de agitacion y
temperatura son otros factores de importancia a la hora de comparar cinéticas de
crecimiento. Con los datos obtenidos de la FORM esterilizada, sin esterilizar y los
datos del medio comercial se realiz6 el célculo para poder estimar la velocidad de
crecimiento de Bt, en los diferentes medios utilizados. En la Tabla 5.5 se presentan los
valores de la constante de velocidad de crecimiento, k. Estos valores se obtuvieron a

partir de los valores de concentracién de UFC en la fase exponencial de crecimiento.
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Tabla 5.5 Velocidad de crecimiento de Bt en FmS de FORM esterilizada, sin esterilizar y medio
comercial de Bt kurstaki e isralenesis.

Bt kurstaki Puntos Horas Pendiente R2 (hk_l)
FmS FORM esterilizada 3 Delas O alas 16 0.0366 0.9087 0.084
FmS FORM sin esterilizar 3 Alas 0, 24, 48 0.0168 0.9993 0.039
FmS Medio comercial 6 Delas 2 alas 16 0.1408 0.8392 0.324
Bt israelensis

FmS Medio comercial 3 Alas0,2y4 0.544 0.9913 1.253

Como se puede observar en la Tabla 5.5, la velocidad de crecimiento de Bt kurtaski en
medio comercial es 10 veces superior a la velocidad de crecimiento en FORM, tanto
esterilizada, como sin esterilizar. Las diferencias entre la FORM estéril y no estéril
parecen radicar, no tanto en la velocidad de crecimiento de Bt, sino en el nimero
maximo de UFC mL™ que se logra alcanzar (Figura 5.9). La razén entre las constantes
de velocidad en estos dos casos es aproximadamente de 2, siendo mayor en la FORM
esterilizada dénde Bt puede crecer sin competencia alguna. Por lo que a Bt israelensis
se refiere, la velocidad de crecimiento en medio comercial es mucho mayor que la del
kurtaski (4 veces aproximadamente) aunque la concentracion de UFC maxima

alcanzada sea la misma para las dos variedades.

5.3.3 Otras determinaciones realizadas para la comp araciébn entre el

crecimiento de Bt en medio comercial y en FORM (med io liquido)

En esta investigacion también se analizaron muestras mediante electroforesis en gel
de agarosa (SDS PAGE) con la finalidad de determinar el peso molecular de la
proteina toxica de Bt crecido en medio comercial OXOID® y poner a punto la técnica
para poder evaluar muestras similares en futuros experimentos. Cabe recordar que al
realizar estos analisis para el cultivo de Bt en residuo de soja no se obtuvo éxito. En la
Figura 5.10 se observan las bandas correspondientes a muestras obtenidas a las 24 y
48 horas de crecimiento (muestra por duplicado) en medio comercial de Bt a
temperatura constante de 30T, esporuladas y disruptadas. ElI primer carril
corresponde al marcador comercial de Biorad® empleado para la comparacién del

peso molecular con las muestras en estudio.
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Figura 5.10 Gel de electroforesis de Bt crecido en medio comercial OXOID® a las 12, 24 y 48
horas de fermentacion.

Smitha y col. (2013) han reportado valores aproximados de 66, 45 y 30 kDa obtenidos
por fermentacion sumergida a las 48h de fermentacion con LB (muestra control) y con
resultados similares utilizando muestras de FES con harina de patata cruda como
suplemento del medio. Jisha y col. (2014) mostraron pesos moleculares de 45, 35y 60
kDa en electroforesis trabajando con Bt y fermentacion con fibra de soja, en dos
estrategias de fermentacion, primero en FES y luego FmS. Zhang y col. (2013)
reportan pesos moleculares de 130 y 60 kDa trabajando con extractos de residuos de
cocina esterilizados y Bt en reactores de 30, 40 y 45 L correspondientes a 48 horas de
fermentacion en FES. Chang y col. (2007) presenta resultados con una banda clara en
135 kDa para la endotoxina de Bt trabajando con lodos sin tratar y lodos tratados con

ultrasonidos y medio alcalino.

En comparacion a todo lo mencionado se concluye que Bt crecido en medio comercial
OXOID® en este trabajo a las 24 y 48 horas presenta bandas cercanas a los 60 kDa,
gue podrian ser bandas de interés correspondientes a la proteina toxica que
determinaria el efecto biopesticida.
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La evaluacién por electroforesis de la presencia de proteinas de distinto peso
molecular en las muestras con FORM esterilizadas y sin esterilizar también se realizé
sin tener éxito a la hora de observar las bandas esperadas correspondientes a la
endotoxina caracteristica de Bt. En ambas muestras, se emple6 el mismo
procedimiento que se usO con el medio comercial, pero a la hora de realizar la
electroforesis no se consiguieron bandas donde se esperaba. Se debe destacar que
con la finalidad de obtener bandas de la proteina toxica de Bt en FORM esterilizada y
sin esterilizar se realizaron numerosas pruebas, sin embargo, por la naturaleza del
residuo, al obtener la muestra para analizar siempre quedaban particulas en
suspension (tanto en FORM esterilizada como sin esterilizar). Una razén probable de
la inexistencia de las bandas en las pruebas de electroforesis en gel, es que los
cristales de proteina téxica hayan quedado pegados a estas particulas en suspension.
Para limpiar la FORM antes de la electroforesis, se aplicd la técnica descrita por
Rahbani y col. (2015) donde se realizan lavados previos y se disuelve la proteina del
cristal para su analisis, logrando obtener bandas de 25 kDa solo en FORM esterilizada
sin éxito en FORM sin esterilizar. Sin embargo, podria ser discutible el hecho de
determinar proteinas en una FORM no esterilizada ya que podria contener otro
material que interfiriera con el analisis de Bt. Por consiguiente, se suspendio el intento

de seguir buscando proteinas toxicas de Bt en FORM sin esterilizar.

Con la misma técnica se decidié evaluar un producto comercial llamado COMPO®
preparado a base de Bt variedad kurstaki que se comercializa como efectivo contra
estadios tempranos de lepidépteros. Este producto se usa por aspersion y su
presentacion es en polvo liofilizado. Esta evaluacion se realizdé con la finalidad de
identificar a Bt kurstaki y analizar la presencia de la proteina toxica en el producto

comercial liofilizado.

Los resultados de la electroforesis del producto comercial Compo® se presentan en la
Figura 5.11. El extracto analizado fue de 1 g de polvo comercial con Bt diluido en 9 mL
de agua estéril. Se prepararon muestras de 1 mL, primero se esporularon a 80T
mediante un shock térmico, luego se disruptaron y finalmente se prepararon grupos de
duplicados disruptados, esporulados y sin esporular. Se encontraron bandas en Dd1 y
Dd2 (duplicados de muestras disruptadas diluidas) y disruptado diluido esporulado
(Dde-1). Como se puede observar en la Figura 5.11, no se encontré ninguna banda en

los extractos de muestras disruptadas sin esporular.
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Marcador Dse1 Dse-2 Dd1 Dd-2 Dde-1 Dde-2
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Figura 5.11 Gel de electroforesis del producto comercial Compo® de extractos de muestras
Dse (disruptado sin esporular), Dd (disruptado esporulado) Dde (disruptado diluido esporulado)

Como ya se ha comentado, Caballero y col. (2001) reportan perfiles proteicos de los
componentes del cristal paraesporal de las cepas de Bt presentes en los productos
comerciales como Dipel® y Xentari®. Para ambos productos se observa una banda en
aproximadamente 130 kDa mientras que en Dipel® se observa también una banda a
66 kDa. Los resultados obtenidos con el producto Compo® indicarian que
probablemente contiene otras proteinas que se estarian reportando a la hora de
realizar la densiometria del gel. La proteina que se busca se encontraria en las dos
muestras entre los valores de 100 y 150 kDa. Se obtiene una banda clara alrededor de
los 66 kDa para la muestra Dd-2, que segun los resultados obtenidos por Caballero y
col. (2001) podria corresponder a la toxina.
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CAPITULO 6

Los resultados que se presentan en este capitulo estan en fase de preparacion para
envio a revista cientifica en los proximos tres meses, junto con los del capitulo 5. El
titulo tentativo para éste articulo es: Operational strategies for Bacillus

thuringiensis growth in SSF using OFMSW as substrate under non sterile conditions.
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6 ESTRATEGIAS PARA EL CRECIMIENTO DE Bacillus thuringiensis EN
FORM MEDIANTE FERMENTACION EN ESTADO SOLIDO

6.1 Introduccion

Considerando los resultados obtenidos en el capitulo anterior, donde se ha observado
el crecimiento de Bt utiizando FORM como substrato, en el presente capitulo se
estudia la viabilidad de utilizar el residuo en la forma en la cual se obtiene, en forma
solida y sin esterilizar. Se han investigado diferentes estrategias con el objetivo de

encontrar la manera més viable de hacer crecer a Bt en FORM por FES.

La primera FES se desarroll6 en reactores de 500 mL de capacidad, empleando
diferentes porcentajes de inoculo de Bt y FORM esterilizada y sin esterilizar. Las
siguientes fermentaciones se realizaron en reactores de 10 L incorporando, en algunos
casos, indculo crecido en medio comercial y en otros, inéculo crecido en la misma

FORM mediante fermentacién sumergida, como se describio en el capitulo anterior.

En estas fermentaciones se aplicaron diferentes estrategias con el objetivo de una
aplicacion industrial, a condiciones reales, en la busqueda del crecimiento de Bt. Cada
estrategia es resultado de la experiencia anterior, ya que segun los resultados
obtenidos se fue modificando la metodologia operacional hasta obtener la mas idénea

para la produccién de Bt.

6.2 Materiales y Métodos

Se ha utilizado la misma FORM de recogida selectiva procedente de la planta de
compostaje de Manresa (Barcelona) que se utilizé en el capitulo anterior. Esta FORM
se ha recogido ya estructurada, mezclada con pallet triturado y fraccién vegetal, en la
misma instalacion. La FORM se ha pasado por una criba de 8 a 10 cm de didmetro
aproximadamente, para facilitar la incorporacion del residuo en los reactores de 10 L.
En el caso de los reactores de 500 mL, este residuo se ha pasado por una criba méas

pequefa, de aproximadamente 2 cm de diametro.
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Se evalud el crecimiento de Bt en reactores de 500 mL, 4.5 L y 10 L de capacidad, en
condiciones estériles y no estériles, probando diferentes estrategias de aireacion,
porcentaje de in6culo, tiempo de inoculacion y efecto de la agitacion de la matriz
sélida. Se realizé el seguimiento del perfil de temperatura, concentracion de oxigeno,
velocidad especifica de consumo de oxigeno (SOUR). Se seguié la evolucion del
porcentaje de humedad, materia organica y pH durante los muestreos siguiendo
procedimientos estandar (US Department of Agriculture and US Composting Council,
2001). El seguimiento de Bt se realizé mediante el contaje de células viables y esporas
(Zhuang y col., 2011) y la identificacién de Bt y el cristal paraesporal mediante tincion
de Gram (células) y tincion de Schaeffer y Fulton, mediante verde malaquita (esporas)

e imagenes SEM.

Preparacion de inéculo de Bt en FORM esterilizada

La preparacién del inéculo de Bt en FORM se realizé siguiendo el mismo
procedimiento descrito en el capitulo anterior. En resumen, la FORM fue triturada y se
utilizé 112.5 g en 1800 mL de agua MiliQ, utilizando la misma proporicion de solidos
que contiene el medio comercial. La fermentacién se realizé en condiciones estériles
con el 10% (v/v) de in6culo de Bt previamente obtenido en medio comercial
(incubacion de crioperla a 30T con agitacion de 13 0 rpm en un promedio de 20h). En
la Figura 6.1 (a) se observa el in6culo de Bt en FORM después de centrifugar a 3500
rpm por 10 min y eliminar el sobrenadante, donde se aprecia que Bt queda suspendido
en la parte superior del vaso. En la Figura 6.1 (b) se observa la mezcla y
homogenizacion de todo el material centrifugado.

Figura 6.1 (a) in6culo de Bt en FORM después de centrifugar a 3500 rpm por 10 min y
eliminar sobrenadante (b) mezcla y homogenizacion de inéculo de Bt
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Prueba estadistica

La prueba estadistica que se utilizé para la comprobacion de los distintos substratos
inoculados o no con Bt, fue ANOVA (un factor). Para poder hacer una comparacion
entre los grupos de resultados se utilizé el test de comparaciéon multiple de Tukey. El
nivel de confianza fue del 95%. Las pruebas estadisticas se llevaron a cabo con
Minitab vs 17.

6.3 Resultados y Discusion

6.3.1 Viabilidad de crecimiento de Bt en FORM media nte FES en reactores de

500 mL a temperatura y caudal de aire constante

Conocer el material de entrada para la FES es de mucha importancia, ya que de este
material depende obtener un sustrato que pueda sostener el proceso y brindar
posibilidades de crecimiento a Bt. Por otro lado, los microorganismos propios que
pueda contener la FORM hacen posible la velocidad de descomposicién para una
transformacion biolégica eficiente. La FORM es un residuo bastante heterogéneo y
variable por los diferentes materiales organicos que la componen en distintas épocas

del afno.

En primer lugar, y teniendo en cuenta que se ha trabajado con FORM muestreada en
diferentes épocas del afio, en la Tabla 6.1 se presentan los resultados de tres FES de
FORM sin inocular. Dada la variabilidad intrinseca de la FORM, se ha creido necesario
conocer el comportamiento de la FORM sin esterilizar y sin indculo en un proceso
normal de FES, en reactores de 500 mL con temperatura y aireacion constante, que
servira como control cuando se realice la evaluacibn en reactor con FORM sin
esterilizar y con in6culo. En la Tabla 6.1 se detallan los pardmetros caracteristicos de
los tres procesos de FES como el porcentaje de humedad, MO, pH, medida de la
actividad bioldgica especifica (SOUR) y consumo de oxigeno acumulado en 4 dias
(ATa4).
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Tabla 6.1 Valores iniciales y finales de H, MO, pH y valores finales de sOUR, ATs y fase de
latencia en reactores de 500 mL con FORM sin inocular

Parametros Control 1 Control 2 Control 3
Dias totales de proceso 7 8 6
Humedad inicial (% b.h.) 59.3 57.3 59.1
Humedad final (% b.h.) - 52.5 -
M.O. inicial (% b.s.) 67.4 67.85 67.1
M.O. final (% b.s.) - 53.24 -

pH inicial 5.58 5.16 5.48
pH final 7.14 7.89 7.44
SOUR méx (g Oz kgt MS h?) 3.25+0.13 3.0+£0.6 42+0.3
ATa (g O2 kgt MS) 240 + 22 203 £ 39 299 + 23
Fase de latencia (h) 15+3 12.7+£0.7 199+1.1

b.h.: base himeda; b.s.: base seca

Los valores iniciales de los pardmetros caracteristicos de la FORM presentan
desviaciones inferiores al 5%, pudiendo considerar uniformidad de caracteristicas del
residuo. En concreto, en el caso de la humedad inicial la desviacion de los tres valores
era del 1.4%, para la materia organica, un 0.4% y para el pH, del 3.1%. En el caso del
pH final la desviacion fue de 3.56%. Las mayores diferencias entre los resultados de la
FES recogidos en la Tabla 6.1 para los tres controles se registraron para SOUR, ATsy
fase de latencia siendo la desviacion entre ellos de 13.7%, 13.9% y 16.6%

respectivamente. Sin embargo, esta variabilidad es comun en la FORM (Ponsé, 2010).

Fermentacién en estado sélido con FORM estéril

Se realizé una fermentacion utilizando el residuo de FORM esterilizado y se incorporé
un 10% (v/p) de indculo crecido en medio comercial OXOID®. En la Tabla 6.2 se
presentan los valores de la evaluacion inicial y final de los pardmetros determinados.
También se presentan los valores iniciales y finales del seguimiento de Bt en células
viables, esporas y el total de UFC g* expresados en base a materia seca, de los 10

dias de proceso que duré la FES.
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Tabla 6.2 Valores iniciales y finales obtenidos en el proceso de FES con FORM esterilizada

inoculada con Bt en reactores de 500 mL de capacidad.

FORM esterilizada

Parametros Inicial Final
In6culo (%, v/p) 10 -
Humedad (% b.h.) 55.24 53.85
Materia Orgéanica (% b.s.) 64.59 52.03
pH 5.84 8.19

Células viables (UFC g MS)
Esporas (UFC g MS)

Total (UFC g1 MS)

SOUR méx (g Oz kg MS h?)
ATs (g Oz2 kgt MS)

Fase de latencia (h)

1.5E+08 + 4E+07
1.1E+08 + 3E+07
2.6E+08 + 7TE+07

1.9E+08+2E+07
2.5E+08+1E+07
4.5E+08+4E+07
2.07 £03
138.1+16.1
6.26% 0.63

b.h.: Base humeda; b.s.: Base seca

Durante este proceso se evaluo la cinética de crecimiento de Bt, a través de contaje de
células viables y esporas obteniendo el perfil de crecimiento que se presenta en la
Figura 6.2. Asimismo, para facilitar la interpretacién de los resultados, se muestra el
perfil de velocidad de consumo de oxigeno (SOUR g O; kg* MS h*) como medida de

actividad biolégica de las 8 replicas realizadas.
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Figura 6.2 Perfil de seguimiento de Bt (UFC g-! MS) en FORM esterilizada e inoculada con el
10% (v/p) Bty perfil de 8 repeticiones de sOUR (g Oz kgt MS h'1) en FES.

107



Capitulo 6: Estrategias para el crecimiento de Bt en FORM mediante FES

Como se observa en la Figura 6.2, hay un aumento en el nUmero de células viables de
Bt durante los primeros 4 dias de proceso. Inicialmente el in6culo fue de 1.5 E+08
UFC g1 MS y el dia 4 de proceso, el valor maximo fue de 1.9E+09 UFC g'MS, lo que
supone un incremento 12 veces el valor inicial, mientras que las esporas sufren una
reduccion los primeros 3 dias y el dia 4 se incrementan en un 21.5% respecto al valor
inicial. Esto puede ser debido a que al inicio del proceso la materia organica facilmente
biodegradable que presenta la FORM esterilizada (que, como se ha comentado, es
més homogénea y porosa que la FORM sin esterilizar), hace que Bt esté en
condiciones idGneas para crecer y, mas adelante, al disminuir esta materia organica se

produce la esporulacién en mayor proporcion.

El consumo acumulado de oxigeno a los 4 dias fue 138 g O, kgMS. Comparando
este valor con el obtenido con FORM control (sin esterilizar y sin indculo) descrito
anteriormente (247 g O, kgMS) se ve que el consumo de oxigeno acumulado en 4
dias de proceso fue menor en un 44% para las muestras esterilizadas y con indculo de
Bt, con respecto a las muestras sin esterilizar y sin in6culo de Bt. Probablemente,
como ya se ha visto con el residuo de soja también, el mayor consumo de oxigeno se
deba a la diversidad de poblacion microbiana que presenta el residuo de FORM nativa

sin esterilizar.

La fase de latencia obtenida en condiciones estériles de proceso fue 6.26 h, mientras
gue en reactor sin indculo y sin esterilizar la fase de latencia en promedio fue de
15.9 h. Este efecto puede ser debido a la mayor disponibilidad de materia organica
facilmente biodegradable después de esterilizar la FORM. En estas condiciones, y solo
inoculado con Bt, los resultados muestran que Bt no necesita mucho tiempo para
adaptarse a la matriz sdélida, teniendo en cuenta ademéas que ya el inoculo se

encuentra en fase exponencial de crecimiento.

En la Figura 6.3 se ha representado, junto a la evolucién de las células viables de Bt
en FES, la obtenida durante la fermentacién sumergida del capitulo anterior, donde se
utiliza igualmente FORM estéril como sustrato de crecimiento. Para facilitar la
comparacion, las UFC de ambas fermentaciones se han expresado en las mismas

unidades, respecto a gramos de materia seca de substrato.
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Figura 6.3 Comparacion de crecimiento de células viables y esporas de Bt en FORM
esterilizada en FmS y FES expresados en UFC/g de materia seca.

El coeficiente de correlacion obtenido para FES y fermentacion sumergida fue de
0.8796 con pendiente 2E+07 y 0.9996 con pendiente 6E+08, respectivamente. Estos
resultados demuestran que en 24h de fermentacion, que corresponde a la etapa de
crecimiento exponencial, la mejor tendencia lineal se encuentra cuando Bt crece en
fermentacion sumergida. El valor de la constante de velocidad de crecimiento
calculada en funcién de las UFC g MS es de 0.050 h! en el caso de la FES y de
0.084 h? para la fermentacién sumergida (fase exponencial de crecimiento, R? de
0.9134 y 0.9087 respectivamente). El orden de magnitud de este valor es el mismo,
aunque en el caso de la FES se reduce al 60% respecto de la fermentacion sumergida
mostrando menor velocidad de crecimiento en solido. No se han encontrado valores

de esta constante para este residuo en las mismas condiciones en la bibliografia.

Zhang y col. (2013) reportan recuentos de esporas de 5.01E+10 UFC g* en FES en 48
h utilizando un sustrato con un contenido de 55.21% de residuos de cocina, 22.08%
cascara de trigo, 11.04% torta de soja en polvo y 11.04% de cascara de grano. Como
se puede observar en la Figura 6.3, en la FES con FORM esterilizada, en 48 h de
fermentacion las esporas se redujeron en un 95.2% respecto al indculo inicial y
representan un valor 4 érdenes de magnitud inferior al presentado por Zhang y col.
(2013), mientras que las células viables se incrementaron en un 400% respecto al
inoculo inicial.
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La reduccion que se presenta en comparacion a los resultados de Zhang y col. (2013)
probablemente se deba a una limitacion de la disponibilidad de nutrientes durante la
FES. En principio, un cultivo de Bt esporula cuando existen condiciones adversas en
su medio, mientras eso no suceda son células viables en constante adaptacion.
Ademas, en 48h de fermentacion con la misma FORM en fermentacién sumergida con
residuo esterilizado no existen problemas de restricciobn de nutrientes, como sugieren

los resultados obtenidos en el capitulo anterior.

Por otra parte, en 6 dias de FES con residuo de fibra de soja (capitulo 4 de esta tesis)
se obtuvo 8.6E+10 UFC g de esporas y 6.20E+11 UFC g* de células viables. En esta
investigacion en 6 dias de FES se obtuvo para esporas 7E+07 UFC g*y para células
viables 3.6E+08 UFC g. Esta diferencia favorable al aumento de las colonias de Bt en
residuo de soja se corrobora también si se tienen en cuenta los valores de consumo
maximo de oxigeno que se obtuvieron para residuo de soja (2.8 £ 0.2 gO, kg™ MS h?)
y los obtenidos para FORM (2.1 + 0.3 gO, kgt MS h), demostrando una velocidad de

consumo de oxigeno de Bt mas elevada en el primer caso.

El residuo de soja contiene mas cantidad de materia organica biodegradable que la
FORM. Esta conclusién se ve reflejada en el consumo de oxigeno acumulado a los 4
dias de fermentacién que para el residuo de soja fue de 236 +2 g O, kg MS y para la
FORM de 138 £16 g O, kg*MS.

Fermentacion en estado s6lido con FORM no estéril

La viabilidad del crecimiento de Bt en condiciones no estériles a escala 500 mL se
estudioé con 3 dosis en torno al 10% de in6culo, las dosis fueron 7%, 9% y 12% (v/p)
obtenidas a partir del cultivo de Bt en medio comercial OXOID® mediante
fermentacion sumergida. En la Tabla 6.3 se muestran los resultados obtenidos de los
parametros de seguimiento del proceso. Los valores de humedad inicial en todas las
muestras evaluadas presentaron valores muy similares, ya que la Unica diferencia
entre ellos fue el porcentaje de in6culo incorporado a inicio de proceso, con un 2% de
desviacion vy finalizaron con un 8% de desviacion. Estos porcentajes de humedad

garantizan el correcto desarrollo de la actividad microbiana.
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Tabla 6.3 Valores iniciales y finales de parametros en estudio con FORM sin esterilizar y con

diferente porcentaje de indculo de Bt en reactores de 500mL

Parametros

FORM Sin esterilizar

In6culo probado % (v/p)
Humedad inicial % (b. h.)
Humedad final % (b. h.)
M.O. inicial %

M.O. final %

pH inicial

pH final

Inicial células viables (UFC g*
MS)

Final células viables (UFC g-*
MS)

Inicial esporas (UFC g* MS)
Final esporas (UFC g MS)
Total inicial (UFC g MS)
Total final (UFC g1 MS)
SOUR max (g Oz kg MS h?)
ATz (g O2 kgt MS)

Fase de latencia (h)

60.98

48.75

73.51

42.93

5.26

8.82

1.1E+07 = 2E+06

9.9E+05 + 8E+04

1.6E+07 £ 9E+06

8.8E+05 + 1E+04

1E+07 £ 1E+07

1.9E+06 + 2E+05

20+01

157 +9

269 %2

9

64.34

59.93

82.06

57.72

5.97

7.88

2.E+07 + 1E+06

1.1E+07 + 2E+06

1.1E+07 = 9E+06

3.67E+06 + 9E+04

4E+07 + 2E+07

1.5E+07 = 2E+06

4.3+02

226 +2

14.0+01

12

62.34

58.79

80.89

64.88

5.26

8.62

1.3E+07+7E+06

2.5E+07 £ 5E+06

3E+07 £ 2E+07

2E+07 + 1EQ7

5E+07 + 3E+07

5E+07 + 2E+07

3+03

2002

205+%2

bh: Base humeda;( v/p) relacién volumen peso

El resultado de las fermentaciones con 7 y 12% (v/p) de indculo presentan valores de
OUR y AT, inferiores a los valores obtenidos en reactores sin adicion de indculo.
El AT, muestra como el oxigeno consumido en ambos reactores inoculados es menor
en 37 y 19%. Para comprender mejor estos valores, se ha comparado
estadisticamente el valor de SOUR y el AT, para el residuo de FORM y de soja en las

diferentes opciones estudiadas (Tabla 6.4)
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Tabla 6.4 Comparacion de sOUR y AT4 para residuo de FORM y de soja

Residuo sOUR méx (g Oz kgt MS h1) ATa (g O2 kgt MS)
FORM 35+064 246 £ 47 A
FORM estéril + Bt 19+1.08 138 +16 €
FORM no estéril + Bt 29 +06A 186 +32 B
Soja 7.1+£0.84 326 £41 A
Soja estéril + Bt 54+12F¢ 285 + 28 AB
Soja no estéril + Bt 2.8 £ 038 221+16°B

Para cada residuo, letras distintas indican que hay diferencias significativas (test de comparacion multiple
de Tukey p< 0.05)

En la Figura 6.4 se ha representado en forma de diagrama de caja, los valores de
sOUR méaxima de los diferentes replicados de las fermentaciones realizadas con
FORM, FORM esterilizada y sin esterilizar inoculada con Bt, en este ultimo caso

considerando conjuntamente los diferentes porcentajes de Bt inoculado.
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Figura 6.4 Diagrama de caja de comparacion de los valores de sOUR max. en funcion de la
FES utilizando FORM sin Bt, FORM esterilizada y sin esterilizar con Bt.
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Como se puede observar, hay diferencias significativas entre la sOUR de la FORM y la
FORM no estéril + Bt con la FORM estéril + Bt. La distribucion de los valores es
diferente en funcion la fermentacion. Asi, la FORM sola presenta los valores mas
elevados de sOUR si se compara con la FORM estéril inoculada con Bt. La gran
diversidad de microorganismos autéctonos, con diferentes sinergias entre ellos,
explicarian la elevada tasa de consumo de oxigeno, que implicaria a su vez una mas
rapida degradacion de la materia organica. En el caso de la FORM inoculada, pero sin
esterilizar, los valores se encuentran distribuidos en un rango mas amplio. Aunque el
valor promedio no es estadisticamente diferente a la FORM (Tabla 6.4), el hecho de
encontrar una distribucién més elevada de valores inferiores indica que Bt tiene algun
tipo de influencia en el comportamiento del resto de los microorganismos. Si esta
misma comparacién se realiza con los valores obtenidos con el residuo de soja
(Figura 6.5) se observa la misma tendencia. En este caso ademas, hay diferencias

estadisticas entre los tres valores (Tabla 6.4).

sOUR (g 02/ kg MS h)
vl

Soja Soja esterilizada + Bt Soja no esterilizada + Bt

Figura 6.5 Diagrama de caja de comparacion de los valores de sOUR max. en funcién de la
FES, utilizando el residuo de soja sin Bt, residuo de soja esterilizado y sin esterilizar con Bt.
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Se observan los mismos resultados si se comparan los valores de consumo
acumulado a 4 dias, donde es mas evidente el mayor consumo de la poblacion
autoctona de ambos residuos (Figura 6.6, a y b). Ante estos valores, se puede asumir
que la presencia de Bt en la matriz sin esterilizar influye en alguna medida en la

actividad de los microorganismos nativos del residuo, disminuyéndola.

300 a)

i

g

Oxigeno acumulado (4 d)

150

100

FORM FORM esterilizada + Bt FORM no esterilizada + Bt

375
b}

350

325

300

250 S\,

Oigeno acumulado (4 d)

225

Soja Soja esterilizada + Bt Soja no esterilizada + Bt

Figura 6.6 Diagrama de caja de comparacion de los valores de consumo
acumulado a cuatro dias en funcion de la FES, utilizando el residuo de soja
imagen a) y FORM imagen b).
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Los resultados del crecimiento de células viables de Bt empleando diferente porcentaje
de in6culo en la FES, se presentan en la Figura 6.7 donde se compara el
comportamiento de Bt utilizando FORM esterilizada con el 10% (v/p) de inoculo y
FORM sin esterilizar con porcentajes de 7, 9y 12 % (v/p) de in6culo. Se observa que
con un porcentaje del 7% (v/p) de indculo, Bt no crece respecto al indculo inicial
(1.1E+07 UFC g* MS), disminuyendo en un 24% durante las primeras 24 horas para
posteriormente seguir decreciendo. Entre el porcentaje de inoculo 9 y 12% (v/p)
estudiados, se encuentran pequefas diferencias, ambos crecen en el primer dia de
proceso y se mantienen posteriormente hasta el dia 4 para decrecer en adelante hasta
el dia 10. Con el 9% (v/p) de inéculo, Bt logra crecer 3 veces respecto a su valor inicial
a las 24 horas y con el 12% crece 4 veces su valor inicial en las mismas 24 horas.
Comparando la evolucion del crecimiento para los distintos porcentajes de inéculo de
Bt en FORM sin esterilizar con el 10% (v/p) en FORM esterilizada, se observa un
mejor crecimiento de Bt en FORM esterilizada, seguramente por el mismo hecho de
estar libre de carga bacteriana y por tanto, de posible competencia. A partir del dia 4,
la disminucién de la concentracion de células viables es comun para todos los casos y

podria estar relacionado con la disminucién de los nutrientes disponibles en el medio.
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Figura 6.7 Variacién del recuento de células viables, usando diferentes porcentajes de inéculo
en FORM sin esterilizar y comparada con la FORM esterilizada.
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Al igual que en células viables, las esporas también decrecen cuando se emplea un
in6bculo del 7% (v/p) como se observa en la Figura 6.8, obteniendo valores de
poblaciobn mas altos cuando se utiliza un in6culo de 9 y 12% (v/p). Con la FORM
esterilizada, el comportamiento de Bt es distinto: como ya se ha comentado, en las
primeras horas decrece para luego a los tres dias alcanzar un exponente 8 y
mantenerse constante. La estabilizaciébn del numero de esporas es comun en los 4
perfiles presentados en la Figura 6.8. El mayor nUmero de esporas en condiciones no
estériles lo presenta el experimento realizado con el 12% de indculo inicial, quedando
ligeramente sobre el 1E+7 UFC g1 MS.
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Figura 6.8 Variacion del recuento de esporas, usando diferentes porcentajes de inoculo en
FORM sin esterilizar y comparada con la FORM esterilizada.

En la Figura 6.9 se presentan los perfiles de seguimiento de sOUR y el seguimiento de
Bt mediante células viables y esporas con diferentes porcentajes de indculo inicial. En
la Figura 6.9 (d) se observan triplicados de sOUR en FORM sin esterilizar y sin indculo
como control, datos que se recogen del primer apartado con la finalidad de comparar
los resultados obtenidos al inocular con diferente porcentaje de inéculo. Las Figura 6.9
(a, b y c), corresponden a los diferentes porcentajes de in6culo (7, 9 y 12% v/p)

respectivamente.
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Figura 6.9 Perfiles de seguimiento de sOUR en FORM con 7, 9 y 12% de inéculo de Bt (a, b y
¢) y control (d) respectivamente.

Como se observa en la (Figura 6.9 b), con un in6culo de 9%, la cantidad de células
viables se incrementa 3 veces su valor inicial (6.8E+07 UFC g'*MS) a las 24 h, justo
cuando la velocidad de consumo de oxigeno llega al maximo(4.3 + 0.2 gO- kg 'MSh™?),
para descender al tercer dia corrobordndose con el descenso de la velocidad de
consumo de oxigeno. Con inéculo de 12% (Figura 6.9 c), a los 4 dias, Bt sigue
creciendo y llega a incrementarse 5 veces su valor respecto el valor inicial). Es
interesante observar en la Figura 6.9 (b) como se produce un pico agudo de actividad
en la FORM inoculada con Bt si se compara con la FORM original (Figura 6.9 d)
coincidiendo con el aumento del numero de colonias viables. Con el 7% de in6culo
este pico es muy pequefo y podria estar relacionado de alguna forma con el descenso
de células de Bt observado. En este caso, en la Figura 6.9 (a) se puede observar que
el perfil de sOUR presenta valores mas bajos, lo que podria demostrar la presencia de
menor cantidad de materia organica facilmente biodegradable para Bt en competencia

con el resto de poblacién microbiana.

Ante los resultados presentados en la Figura 6.9 se puede concluir que es necesaria

una cantidad minima de inéculo para conseguir el crecimiento de Bt en FORM no

estéril.
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Evaluacion de la actividad de la proteasa con FORM  esterilizada y sin esterilizar

Como se ha comentado anteriormente, se ha apuntado que la actividad de proteasa se
podria utilizar como medida del crecimiento de Bt. En esta investigacion se evalud la
actividad de proteasa con la finalidad de compararla con los datos presentados por
Abraham y col. (2014) y con los datos obtenidos al trabajar con residuo de soja,
descritos en el Capitulo 4. Asi pues, la actividad de proteasa fue evaluada con FORM
esterilizada y con FORM sin esterilizar, ambas con la misma cantidad de in6culo 10%
(v/p). El método empleado se encuentra detallado en materiales y métodos del
Capitulo 3.

En la Tabla 6.5 se presentan los resultados obtenidos con FORM y con residuo de

soja en medios esterilizados y no esterilizados.

Tabla 6.5 Actividad de proteasa en FORM y en residuo de soja con indculo de Bt en reactor de
500 mL

Residuos
FORM Residuo de Soja
Estéril No estéril Estéril No estéril
Muestreo Act. Proteasa Act. Proteasa Act. Proteasa Act. Proteasa

(d) (Ul gt MS) (Ul gt MS) (Ug?t MS) (U gt MS)
3 7661 + 299 8978 £ 187 1282 + 32 616 + 18
6 - 6633 +£172 1357 +18 497 £ 17
9 - 10749 + 242 - -

10 24220 + 1508 - - -

Se observa que al tercer dia de FES con FORM no estéril la actividad es mayor (8978
U g! MS) en comparaciéon a la FES con FORM estéril (7661 U g MS) y también la
actividad es méas elevada cuando se compara con el residuo de soja (estéril y no
estéril). Esta mayor actividad de proteasa en el residuo no estéril serd seguramente
debida a la contribucion de los microorganismos nativos de la FORM. Awasthi y col.
(2015) encontraron valores de actividad proteasa maximos de aproximadamente 7000
U g!MS (dia 10 de proceso) durante el compostaje de FORM. Los resultados en
residuos esterilizados indican que hay una mayor actividad de proteasa cuando se usa
FORM comparada con el residuo de soja. Este resultado es mas directamente

comparable y atribuible al sustrato debido a que en el reactor con residuo estéril, la
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actividad de proteasa que se genera deberia ser debida exclusivamente a Bt, ya que

en medio esterilizado no hay otros microorganismos.

Los resultados que se presentan en la Figura 6.10 reflejan los valores de actividad de
proteasa en comparaciéon con el seguimiento de poblacion de Bt (células viables y
esporas). Los resultados no permiten relacionar directamente la poblacion de Bt con la
actividad de este grupo de enzimas ya que, en el caso de la FORM estéril, el valor de
actividad proteasa aumenta notablemente a los 10 dias de proceso con una poblacion
de Bt que ha disminuido respecto al maximo alcanzado. También es el caso de la
FORM sin esterilizar, donde el aumento de poblacion inicial no conlleva un aumento de
actividad proteasa, ésta aumenta al final. Por lo tanto, la actividad proteasa debe
relacionarse, no con la cantidad de Bt presente sino con el estadio de crecimiento, o,
en el caso de la FORM estéril, con el aumento del nUmero de esporas (relacionado
también con el aumento de la produccion de la endotoxina por Brar y col. (2007)). Los
resultados si sugieren que Bt incrementa la actividad de proteasa cuando crece en
FORM esterilizada con mejores resultados que cuando se emplea con una FORM sin

esterilizar, como ya ocurria con el residuo de soja.
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Figura 6.10 Actividad de proteasa en relacién a concentracion de células viables y esporas
(UFC g™tMS) en residuo de FORM esterilizada y no esterilizada con inoculo de Bt al 10% (v/p)
en reactores de 500 mL en FES.
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6.3.2 Viabilidad del crecimiento de Bt durante FES en FORM en reactores de 4.5
y1l0L

A partir de los resultados del apartado anterior, donde se observa el crecimiento de Bt
en FORM sin esterilizar mediante FES, el siguiente paso fue trabajar a un mayor
volumen de substrato, en reactores de 4.5y 10 L de capacidad. Este cambio de escala
implica un cambio en las condiciones de operacion, ya que no sera posible trabajar en
condiciones controladas de temperatura, y sera necesario controlar la aireacion para
mantener un porcentaje adecuado de oxigeno. Ademas, la aireacion influird
directamente en el perfil de temperatura. Uno de los puntos clave de este apartado es
comprobar si la temperatura puede afectar el crecimiento y la esporulacion de Bt. Se
utilizaron diferentes estrategias de operacion con el objetivo de asegurar el crecimiento
de Bt durante la FES.

Estrategia 1

En primer lugar, se utilizé una estrategia de control del caudal de aire (lazo feedback)
que implica la medida del porcentaje de oxigeno en los gases de salida del reactor
modificando, si se requiere, el caudal de aire que entra al sistema. El caudal de aire
cambia en funcién de la evolucion de las variables del proceso, tomando valores de

100 mL min*t 0 400 mL min. Este lazo esta descrito en el Capitulo 3.

Como se ha comentado, la temperatura ya no serd constante como lo fue en los
reactores de 500 mL, ya que ésta evoluciona debido al calor generado por la actividad
metabdlica de los microorganismos aerobios. Sera preciso, por lo tanto, evaluar el
comportamiento de Bt en rangos de temperatura termofilos en la matriz de FORM.
Cuando se estudié el comportamiento de Bt en una matriz de residuo de soja
(Capitulo 4), la temperatura alcanzada en reactores de 10 L fue de 65C y en esa
matriz, Bt logr6 mantenerse con resultados prometedores, es asi que, en este
apartado, el interés de primera mano es conocer como se comporta Bt en rangos de
temperatura terméfila y con un controlador basado en la concentracién de oxigeno a la

salida.

Para facilitar el seguimiento, en la Figura 6.11 se muestra un esquema de los pasos
seguidos durante esta primera estrategia. Se siguieron tres reactores de 10 L: dos
conteniendo FORM inoculada con Bt (duplicado) y uno mas con FORM sin inocular

gue se us6 como control.
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El inéculo inicial empleado en esta estrategia contenia 2.09E+07 (UFC g MS) crecido
en suspension de FORM esterilizada en fermentacién sumergida iniciando con un 10%
de in6culo (v/v). La proporcion que se us6 de FORM se calcul6 en base a la referencia
del medio comercial OXOID® (25g/L). De esta suspension de FORM se obtuvieron
722 g de FORM con Bt que se distribuyeron en partes iguales entre los reactores 1y 2
(duplicados) correspondiendo a un 7.6% de FORM mas Bt (en peso, base hiumeda) a

cada reactor, respecto al peso total de la FORM contenida en cada reactor (4727 g).

El porcentaje de Bt que se encuentra en la suspension de FORM no se pudo estimar
al estar mezclado con la FORM esterilizada. Por este motivo, se tomé como
concentracion inicial de UFC g MS la mezcla del inéculo con la FORM destinada para
cada reactor, disminuyendo la poblacién de Bt en una unidad exponencial (3.3E+06
UFC g*! MS) Células viables y (4E+06 UFC g! MS) esporas, desde este punto se

estimo el crecimiento de Bt.

FORM sin esterilizar
Caracterizacion fisicoquimica

l !

Incorporacion de
Reactor 3 (control)

indculo crecidoen ——» Reactor 1y 2 (duplicado)
FORM esterilizada

___ |

FES
(Evaluacién de
sobrevivencia del Bt en
rango terméfilo)

l l

Evaluacién del perfil de
consumo de oxigeno,
temperatura y conteo de
UFC

FES (Evaluacién de
comportamiento del
residuo sin inéculo)

Evaluacién del perfil de
consumo de oxigeno y
temperatura

Figura 6.11 Proceso de FES en reactores de 10 L, con inoculo cultivado en FORM esterilizada
en medio liquido (Estrategia 1)
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En la Tabla 6.6 se presentan los pardmetros de seguimiento obtenidos en este
experimento y el valor maximo de células viables y esporas a los dos dias de proceso
reportando un incremento de 2 veces el valor inicial para células viables (6E+06 UFC

g1MS) y para esporas se reduce a la mitad (2E+06 UFCg™* MS).

Si se compara con resultados de experimentos anteriores, en los reactores de 500 mL
empleando la FORM sin esterilizar, a los dos dias de fermentacion con 7% y 9% de
in6eulo (v/p) el incremento de poblacion no llega a duplicar su valor inicial, en cambio
con el inoculo de 12% (v/p) se obtenia un incremento de 3 veces su valor inicial en el
mismo tiempo. Sin embargo, los mejores resultados a los dos dias de fermentacién se
alcanzan con la FORM esterilizada, donde se supera en 5 veces el valor inicial de Bt.
Es importante remarcar que en los reactores de 500 mL se trabaja a temperatura
constante de 30C mientras que en los de 10 L, a los dos dias se alcanzé una
temperatura cercana a 49°C. Estos resultados demostrarian que este aumento de

temperatura registrado a los 2 dias no influye negativamente en el crecimiento de Bt.

Tabla 6.6 Valores iniciales y finales de pH, humedad, MO, sOUR, contaje de células viables y
esporas en reactor de 10 L de capacidad empleando un control oxigeno en el proceso de FES.

Reactores (Medigtljg\ilzlores) R3
Pardmetros in6culo desde inicio cc_nnt,rol Sin
indculo
Inéculo inicial -CV (UFC g MS) producido
en suspension de FORM esterilizada 209807 )
Humedad inicial (% b.h.) 56.2+1.8 57.6
Humedad final (% b.h.) 51.1+05 50.2
Materia Organica Inicial (% b.s.) 81.0+1.3 65.6
Materia Organica final (% b.s.) 64.2+0.4 56.2
pH inicial 5.1+0.2 5.2
pH final 8.2+0.1 8.0
T de inicio T 20+15 20
T max C 69.3+1.7 65.6
Inicial células viables (UFC g'MS) 3.3E+06 + 4E+05 -
Max valor células viables (UFC g'tMS) 6E+06 + 1E+06 -
Inicial esporas (UFC gt MS) 4E+06 + 1E+06 -
Max valor esporas (UFC g MS) 2E+06 + 1E+06 -
Total inicial (UFC g MS) 7E+06 + 2E+06 -
Total final (UFC g MS) 8E+06 + 3E+06 -
sOURmMAx (g Oz kgt MS ht) 3.8+0.6 2.2
Fase de latencia (h) 34+6 34

b.h.: Base himeda; b.s.: Base seca
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En la Figura 6.12 (a) se presenta la evolucion de la temperatura y la velocidad
especifica de consumo de oxigeno, asi como la evolucion de las UFC para los
reactores 1y 2 (FORM + Bt). En la Figura 6.12 (b) se presenta el perfil de temperatura
y sSOUR del reactor control (reactor 3) sin inodculo de Bt. El promedio de la SOUR de los
R1y R2 alos dos dias de proceso fue de 3.0 g O, kg'*MS h1, con una fase de latencia
de 34 h y la temperatura alcanzo los 50.26C. Para el reactor control, sin Bt, la SOUR
fue de 1.78 gO- kg* MS h! a los dos dias, inferior a los reactores inoculados. En este

intervalo, la temperatura dentro del reactor alcanzé los 49C, como se observa en la

Figura 6.12 (b).
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Células viables / esporas (UFC g'lMS)
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Figura 6.12 a) Perfiles de seguimiento de sOUR, temperatura y contaje de células viables y
esporas de Bt de reactor 1y 2). b) Perfiles de seguimiento de sOUR y temperatura de reactor 3
control sin indculo de Bt. usando control de oxigeno en todos los reactores.
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El segundo muestreo se realizd a los 5 dias de proceso. En esta evaluacion, donde se
realizd el contaje de células viables y esporas por triplicado no se evidenciaron
colonias de Bt en los reactores inoculados (R1 y R2). Cuando se abrieron, los
reactores presentaban signos de haber sufrido un proceso de anaerobiosis. El bajo
valor de concentracion de oxigeno (7%) observado a partir de dia 2 del proceso con
fluctuaciones entre 3 y 5% pudo ser la causa de la desaparicion de Bt. Sin embargo,
en el reactor control, donde se utilizd la misma estrategia de control de aireacién, no
se observaron valores tan bajos de oxigeno, por debajo de la consigna utilizada. El
proceso se mantuvo hasta los 21 dias, en el que se siguié evaluando el consumo de
oxigeno de los tres reactores R1, R2 y R3 y la temperatura alcanz6 un promedio

maximo de 69<C.

Para asegurar un porcentaje de oxigeno adecuado para el desarrollo de la FES se
optd por repetir el experimento utilizando un control mas preciso, el control por OUR,
(ver Capitulo 3). Este control permite trabajar a un caudal de aire mas elevado,
ajustando los requerimientos del proceso en cada momento. Por lo tanto, con su
utilizacion se pretendia no trabajar en condiciones limitantes de oxigeno a la vez que
controlar el exceso de elevada aireacion, que podria traer problemas de enfriamiento y

secado de la masa en fermentacion.

Réplica de Estrategia 1: utilizando inoculo crecido en medio comercial y el

control por OUR en el sistema de aireacion.

En la réplica de la Estrategia 1, se empleé el control OUR y el in6culo fue producido en
medio comercial OXOID® por 20 h con el objetivo de controlar mejor la concentracion
inicial de Bt en reactor. La concentracién de Bt inicial fue de 8.47E+06 UFC mL%,
aproximadamente un 5% (v/p). No fue posible producir mayor cantidad de in6culo en
las condiciones de trabajo. Como se ha comentado, el cambio a control OUR se
implementd con la finalidad de mejorar la aireacion y evitar condiciones anaerobias
dentro de los reactores. Aunque en fase sdlida la distribucion del oxigeno en la matriz
no es equiparable a la de la fermentacion liquida, el control por OUR tiene como
objetivo garantizar niveles de oxigeno satisfactorios debido a que el sistema va
modificando el caudal de aire de acuerdo a los requerimientos del reactor (Puyuelo y
col., 2010). Se fij6 un caudal inicial de 400 mL min™ al inicio del proceso. Este caudal
fue duplicado en el primer ciclo, y a partir de ahi el controlador seleccioné el caudal

idoneo para los siguientes ciclos de la FES.
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En la Tabla 6.7 se presentan valores iniciales y finales obtenidos de los pardmetros en

estudio (R1 y R2, reactores inoculados con Bt, R3, reactor control, sin Bt).

Tabla 6.7 Valores iniciales y finales de pH, humedad, MO, sOUR, contaje de células viables y
esporas en reactor de 10 L de capacidad empleando un control OUR en el proceso de FES

Reactores R1yR2 (Media de valores) R3
Parametros Inoculado desde inicio Control sin in6culo
Inéculo inicial -CV (UFC mL1) producido en

Medio comercial (5% v/p) 8.47E+00 )
Humedad inicial (% b.h.) 63.24 +4.41 59.28
Humedad final (% b.h.) 59.84 +3.95 50.96
Materia Orgénica inicial (% b.s.) 68.28 +1.03 67.4
Materia Orgénica final (% b.s.) 61.87 £3.03 44.17
pH inicial 5.44 +0.22 5.23
pH final 8.24 +0.33 8.01
T°de inicio C 8.66 +1.90 10
T°méx T 67.56 £2.76 69.51
Inicial células viables (UFC g* MS) 4.1E+06 + 7E+05 -
Final células viables (UFC g MS) 3.3E+04 + 41E+03 -
Inicial esporas (UFC g* MS) 1.3E+07 + 7TE+06 -
Final esporas (UFC g MS) 1.1E+05 = 4E+04 -
Total inicial (UFC g MS) 1.7E+07 + 8E+06 -
Total final (UFC g1 MS) 1.4E+05 + 5E+04 -
sOURmax (g Oz kgt MS ht) Nd 2.96
Fase de latencia (h) Nd 35.76

b.h.: Base humeda; b.s.: Base seca.

En la Figura 6.13 a) se presentan los perfiles de seguimiento de poblacién de Bt
(media de valores de reactores R1 y R2) y perfil de temperatura de cada reactor. De la
misma manera se presentan los datos de seguimiento de temperatura y sOUR en el
reactor control (Figura 6.13 b)). Solo se disponen de datos de los 12 primeros dias del
proceso, ya que se tuvo un problema con el sistema de adquisicién, al mojarse los
sensores de oxigeno con condensados procedentes de los reactores inoculados con
Bt. A pesar de esto, el seguimiento de células viables y esporas se realiz6 con
muestreos puntuales mas alla de los 12 dias (0, 5, 8,11, 13 y 21) como se observa en
la Figura 6.13.
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Figura 6.13 a) Perfiles de seguimiento de poblacion de Bt con indculo inicial en reactores 1y 2,
y temperatura. b) Perfil de seguimiento de temperatura y sOUR de reactor 3 (control sin
inoculo).
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El perfil de seguimiento de Bt que se observa en la Figura 6.13 sufre un descenso muy
marcado desde su incorporacion, probablemete sea por causa de las altas
temperaturas (superiores a los 60°C) alcanzadas en un periodo de tiempo prolongado
(de 2 a 8 dias) con un ligero incremento de poblacion el dia 10, para estabilizarse a

partir del dia 12, cuando la temperatura alcanza los 33 aproximadamente.

Si se compara con los resultados obtenidos con el residuo de soja (Capitulo 4), en ese
caso Bt crece a pesar de alcanzar temperaturas de 63-65TC, en un rango de 3 a 5
dias. Es decir, el tiempo en el que los reactores se encuentran a temperaturas
mayores de 45T influye en el crecimiento de Bt. Otro punto que también puede haber
influido en el crecimiento de Bt dentro del reactor es el porcentaje de indculo utilizado
(en este caso, del 5%), que podria acentuar la competencia con los microorganismos

presentes en cada fase del proceso de fermentacion (fases mesofila y terméfila).

En cuanto al reactor control, la temperatura siguié una evolucién caracteristica del
proceso de FES alcanzando temperaturas superiores a 45C a los dos dias de

proceso y manteniéndose hasta el final.

Estrategia 2

A partir de los resultados de la estrategia anterior, y viendo los efectos que puede
tener la temperatura y la carga bacteriana propia de la FORM en el crecimiento de Bt,

se decidio utilizar otra estrategia de inoculacion.

Este proceso se llevd a cabo en dos reactores: El primero (R1) inicid sin inéculo. La
idea fue esperar a inocular a que se alcanzasen rangos termdfilos en la matriz y se
higienizara de esta forma, eliminando la mayor cantidad posible de microorganismos
propios de la FORM. Una vez alcanzado el rango termofilo se esperd a que la matriz
alcanzase una temperatura adecuada, sobre los 35C, para incluir el nuevo in6culo ya
en menor porcentaje (sobre un 2% v/p). El segundo reactor (R2) se inoculé desde el
inicio del proceso a fin de evaluar y comparar el comportamiento de Bt en rangos
termofilos, pero esta vez con mayor indculo, de un 9.5% v/p, a fin de que Bt pudiera

repoblar mas rapido la matriz y superar los rangos termofilos del proceso.

Los pasos de esta estrategia se detallan en la Figura 6.14
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Figura 6.14 Estrategia de inoculacién en dos tiempos diferentes, el primero después del rango
termdfilo y el segundo desde inicio con mayor porcentaje de inéculo (v/p)

Esta estrategia se realizé en reactores de 4.5 L de capacidad por facilitar la utilizacion
de un porcentaje mas elevado de in6culo. El primer reactor (R1), para proceso de
higienizacion, inicié el proceso con FORM sin inocular con una temperatura inicial de
22.3T. Al cabo de 3 dias la temperatura alcanz6 un valor de 58.7<C. Este material se
conservo para su inoculacién con Bt al cuarto dia de proceso (R1' reinoculado). El
segundo reactor (R2) se inoculé con Bt desde un inicio del proceso incorporando el

9.5% (v/p). Los resultados de mayor relevancia se detallan en la Tabla 6.8.

El perfil de sOUR y temperatura en el reactor R1 (FORM sin in6culo) se pueden
observar en la Figura 6.15, alcanzando una temperatura maxima de 57.8<C. Después
de 3 dias, la temperatura inicia su descenso, momento en el que se incorpord el
in6culo de Bt (sobre los 35C) a este mismo reactor (2.1%v/p) con la consigna de que
al pasar por rangos termdfilos la matriz quedara higienizada y no se necesitaria mayor
porcentaje de Bt para colonizar y proliferar en un residuo con un contenido de materia

organica de 67%.
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Tabla 6.8 Valores iniciales y finales de parametros caracteristicos en el proceso de FES

aplicando la Estrategia 2.

R1 ) R2 R1’

Parédmetros _Pr_oceso gl,e Inoculo_dg _Bt Inoculado
higienizacion desde inicio

Indculo inicial Sin in6culo 9.5% (v/p) 2.1% (v/p)
Duracion de experimento en dias 3 13 10
Peso inicial (g) 12125 12125 979.5
Humedad inicial (% b.h.) 60.67 65.37 45.16
Humedad final (% b.h.) 60.89 60.16 39.26
Materia Organica inicial (% b.s.) 78.36 80.61 67.11
Materia Orgéanica final (% b.s.) 67.11 64.81 62.85
pH inicial 6.73 7.23 8.22
pH final 8.22 8.14 8.89
T inicial () 22.3 22.1 30.2
T max (T) 57.8 40.4 37.3
Inicial células viables (UFC giMS) - 2.1E+07 + 4E+06 1E+06 + 5E+05
Final células viables (UFC g MS) - 4E+06 + 1E+06 4E+05 + 1E+05
Inicial esporas (UFC g* MS) - 1.3E+07 + 6E+06 1E+06 + 1E+06
Final esporas (UFC g MS) - 4E+06 + 1E+06 5E+05 + 4E05
Total inicial (UFC g* MS) - 3E+07 + 1E+07 2E+06 + 2E+06
Total final (UFC g MS) - 9E+06 + 3E+06 1.0E+06 = 6E+05
SOUR méx (g Oz kg SM h?) 4.5 5.9 1.8
Fase de latencia (h) 1.1 2.2 15

b.h.: Base hiumeda; b.s.: Base seca

En el reactor inoculado (R1) se evalué el comportamiento de Bt con muestreos
puntuales los dias (4, 7, 10 y 13). También se continué con la evaluacion de
temperatura y sOUR hasta el final del proceso (13 dias). Como se observa en la
Figura 6.15, el valor inicial de UFC de Bt no se incrementé ni en células viables
(1.0E+06 UFC g*MS), ni en esporas (1E+06 UFC g*MS). Probablemente el hecho de
gque las temperaturas se mantuvieran en rangos termdfilos (57.8C) un periodo corto,
24h aproximadamente, no consiguid reducir suficientemente la carga bacteriana de la
matriz de FORM, y por lo tanto, seguramente la competencia con Bt se mantuvo
presente a lo largo del proceso después de la inoculacion. En la Estrategia 1, usando
control OUR en reactores de 10 L, las temperaturas terméfilas se mantuvieron durante
un periodo de 8 a 10 dias. El hecho de haber trabajado con diferente cantidad de
material (reactores de 4.5 L) seguramente haya influido en el tiempo de esta fase.

Por lo tanto, probablemente se requiera trabajar con un mayor volumen para conseguir
dichos rangos y poder higienizar la matriz antes de su inoculaciéon con Bt. Algunos

autores consideran que el rango 6ptimo para higienizar un residuo se encuentra entre
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52 y 65T, otros indican rangos mas amplios entre 45 y 65T y para residuos

especificos rangos superiores entre 65y 70C (Elia s, 2005).
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Figura 6.15 Perfil de evolucién de la poblacién de Bt, velocidad de consumo de oxigeno y
temperatura del reactor R1 (Estrategia 2)

Por lo expuesto anteriormente, se decidié repetir la Estrategia 2 en reactores de 10 L
de capacidad utilizando por tanto un mayor volumen de FORM.

Por otro lado, en la Figura 6.16 se presenta el perfil de crecimiento obtenido en el
reactor R2 con in6culo de Bt desde el inicio de proceso. Bt incrementa poblacion a las
24 y 48 horas respecto al inéculo inicial (2.1E+07 UFC g*MS) para luego mantenerse
en el tiempo con una poblacion muy homogénea. Este crecimiento a inicios de proceso
se entenderia que fue posible ya que los microorganismos propios de la FORM
probablemente se encontraban en una fase de latencia (adaptacion) y que al
incorporar un 9.5% de in6culo (v/p) Bt tuvo la oportunidad de dominar la matriz e iniciar
su crecimiento. La evolucion de la temperatura también se muestra en la Figura 6.16.
El proceso se mantiene a temperaturas mesofilas por 13 dias, siendo 40.4C la
temperatura maxima alcanzada. Este comportamiento de la temperatura ha sido
debido al control de aireacién utilizado (OUR) que, con los valores elevados de sOUR
registrados ha mantenido el caudal de aire a valores elevados también propiciando el
enfriamiento de la masa. Este hecho podria haber también influido positivamente en el

crecimiento de Bt.

131



Capitulo 6: Estrategias para el crecimiento de Bt en FORM mediante FES

10

le+8 A
’g - 60
o -8
o
) -
LL =
3 le+6 4 %)
n —@—— Célulasviables | 6 s
© — -A —  Esporas — - 40
= SOUR ‘o
8 lets S (N A A Temperatura C f\l
3 i s 2
9 ¢ 4
S le+d 2
s o - 20
%)
o
= r2
)
& 1e+3 A
le+2 T T T T T T T 0 -0
0 2 4 6 8 10 12 14 16

Tiempo(d)

Figura 6.16 Perfil de evoluciéon de la poblacion de Bt en UFC, velocidad de consumo de
oxigeno y temperatura del reactor 2 inicialmente inoculado con Bt (estrategia 2)

Réplica de la Estrategia 2 trabajando en reactores de 10 L de capacidad y con

dos cepas de Bt (Bt kurstaki y Bt israelensis )

La Estrategia 2 se volvid a repetir en reactores de 10 L de capacidad para asegurar
tener etapas térmofilas de duracidbn mas larga. En esta estrategia se trabajé con
porcentajes menores al 5% (v/p) de inoculo, debido a que no se conté con un
fermentador liquido para obtener in6culos homogéneos para todo el residuo en estudio
(aproximadamente 5 kg de residuo por experimento). La preparacion del inoculo se
realiz6 mediante fermentacién sumergida con medio comercial, en tres tiempos, al final
de cada fermentacién se unifico toda la cantidad de in6culo obtenido y se incorporo a
reactor. Controlar la cantidad inicial de in6culo para poder hacer una réplica con
precision se tornd un tanto complicado. Por este motivo se decidié emplear
porcentajes menores al 5% (v/p), ya que de esta forma era mas viable trabajar con
in6culos puros crecidos en medio comercial. Se evalué en este caso el
comportamiento de Bt kurstaki y Bt israelensis, ambos de la misma familia de bacillus
pero con patogenicidades diferentes, el primero orientado al control de lepidépteros y
el segundo al control de dipteros (CECT, 2014). Se trabajé con 4 reactores, los dos
primeros, R1 y R2, corresponden a la incorporacion de Bt kurstaki. Los otros dos, R4y

R5 son los reactores donde se incorpord el Bt israelensis. Las inoculaciones en cada
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par de reactores se realizaron en tiempos diferentes, replicando el esquema de la

Estrategia 2 descrita en la Figura 6.14
Replicando la Estrategia 2: Bt kurstaki

Con la variedad kurstaki se ha desarrollado la mayor parte de los experimentos de
esta tesis, y en la bdsqueda de la mejor manera para su crecimiento y proliferacion en
FES se replic la Estrategia 2 de la siguiente manera: se inicio el estudio con el reactor
R1 con FORM Yy sin inéculo (reactor de higienizacion de FORM) para ser inoculado
con cepas de Bt después de 15 dias de fermentacion e higienizacion. El in6culo de Bt
permanecié 15 dias en R1'. En dicho reactor Bt incremento su poblacion durante los
15 dias que estuvo en fermentacién. Después de ello el material producto de la
fermentacion con Bt se almacend en condiciones ambiente (maduracion) y se
evaluaron las UFC de Bt después de 15 dias mas. La duracién total de este proceso
fue de 45 dias. El Reactor 2 fue inoculado con Bt desde un inicio de proceso. El
material se mantuvo en el reactor durante 28 dias almacenandose también
posteriormente, como en el caso de R1, en condiciones ambiente para su maduracion
(duracion total de 45 dias). En la Tabla 6.9 se presentan los valores iniciales y finales

obtenidos para el proceso realizado en los dos reactores.

Tabla 6.9 Parametros de interés en R1 y R2, réplica de la Estratégia 2 con la variedad kurstaki

R1 R2 R1’
Parametros Hi%ieerll_iéaé:'i\;)n Inoculado desde inicio anCUIaﬂ?az los 15
Inéculo sin inéculo 2 % (vip) 3 % (vip)
Duracién (d) 15 28 15
Peso inicial (g) 3200 3200 2217
% H inicial (% b.h.) 65.16 65.71 40.15
% H final (% b.h.) 54.62 70.14 58.65
% M.O. inicial (% b.s.) 75.87 80.32 42.28
% M.O. final (% b.s.) 72.24 71.97 45.21
pH inicial 5.23 5.27 8.16
pH final 8.15 9.18 8.98
Inicial células viables (UFC gMS) 0 6E+06 + 1E+06 2.5E+06 + 3E+05
Final células viables (UFC g'MS) 0 2.7E+05 = 2E+04 3E+06 + 3E+06
Inicial esporas (UFC g*MS) 0 2.4E+06 = 5E+05 4.3E+06 + 3E+05
Final esporas (UFC g'*MS) 0 3E+06 + 2E+06 5E+06 + 1E+06
Total inicial (UFC g*MS) 0 8E+06 + 2E+06 8E+06 + 6E+05
Total final (UFC g*MS) 0 4E+06 + 2E+06 7.5E+06 + 4E+06
sOUR maéx (g Oz kg'*MS h?) 6.0 4.9 5.1
Fase de latencia (h) 11.0 121 4.3

b.h.: Base hiumeda; b.s.: Base seca
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El seguimiento de temperatura y sOUR se realiz6 hasta los 28 dias que duré el

proceso de fermentacion en reactor y se presenta en la Figura 6.17.

En la Figura 6.17 a) se observa que la maxima temperatura alcanzada en R1 (sin
in6culo inicial) fue de 64.63TC. Se puede observar también que rango termofilo se
alcanzé a las 24h de iniciado el proceso (61.46<C) y tuvo una duracion de 7 dias con
un promedio de temperatura de 59 + 5C. Durante el dia 6 de proceso se observa un
descenso de temperatura brusca que se corresponde con un punto de muestreo. El
in6culo de Bt crecido en medio comercial se incorporé al reactor a los 15 dias de
proceso cuando la temperatura era de 30.6C. Desde ese momento hasta terminar con
el proceso (15 dias mas), la temperatura no se increment6 y se mantuvo alrededor de
25C. Como se puede observar en la Figura 6.17 a), la tasa de consumo de oxigeno y
la temperatura siguen curvas casi paralelas: Cuando hay mayor consumo de oxigeno
5.98 (g O2kg*MS h?) la temperatura se incrementa, mientras que cuando el consumo

de oxigeno es menor, la temperatura baja.

Bt in6culo de Bt kurstaki fue incorporado a la matriz higienizada en un 3% (v/p) con
una concentracion inicial de 2.5E+06 UFC g'MS células viables. En la Figura 6.17 a)
se observa un incremento de Bt de 4 veces su valor después de 13 dias con una
concentracion de 9E+06 UFC g *MS de células viables. La evaluacion continu6 por 15
dias mas fuera del reactor (condicibn ambiente) observando una disminucion de la
poblacion de Bt, tanto en células viables (3E+06 UFC g'MS), como en esporas
(5E+06 UFC g1MS).

En la Figura 6.17 b) se observa el comportamiento de Bt kurstaki inoculado desde el
inicio de proceso (R2) donde se produce un descenso de poblacién en la toma de
muestra del dia 6 del proceso, correspondiendo a un 12% menor que el indculo inicial.
En cambio, el numero de esporas duplica su valor en el dia 6 de proceso. Una
explicacion a este resultado podrian ser las condiciones no favorables para Bt dentro
del reactor, como son la existencia de microorganismos propios de la FORM que
generan algun tipo de competencia con Bt y, evidentemente, el aumento de
temperatura hasta valores superiores a los 60°C en el segundo dia de proceso y el
mantenimiento de ésta en rango termdfilo. Después de este descenso inicial, la
poblacion de Bt se mantiene mientras el material continué en el reactor, para
descender hasta 26C pasados los 15 dias en condici ones ambiente. Por el contrario,
el nimero de esporas presente en el material final (después de los 45 dias) es
superior a la inicial, con un aumento de 134%.
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Figura 6.17 Perfiles de sOUR, temperatura y poblacion de Bt kurstaki en (a) R1, inoculado
después de la etapa termofila (temperaturas superiores a 45C) y (b) R2 inoculado con Bt
kurstaki desde inicio de proceso.

Replicando la Estrategia 2: Bt israelensis

Los valores iniciales y finales del proceso de FES con Bt israelensis se describen en la
Tabla 6.10 donde se muestran los parametros del seguimiento de la FES y se evalta
el comportamiento de Bt israelensis en el residuo de la FORM con la misma Estrategia

aplicada a Bt kurstaki.
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Tabla 6.10 Parametros de interés en reactores 4 y 5 con Bt israelensis

R4 R5 R4’
Parametros Hl?jfglég{/?n Inoculado desde inicio Inoculat(ij?az; los 15
Inéculo sin in6culo 2 % (v/p) 3 % (v/p)
Duracion Dias 15 28 15
Peso (g) 3200 3200 2362
Humedad inicial (% b.h.) 54.62 58.93 38.42
Humedad final (% b.h.) 51.24 54.61 35.37
Materia Organica Inicial (% b.s.) 72.81 79.57 44.37
Materia Organica final (% b.s.) 61.73 44.36 31.54
pH inicial 5.34 5.45 8.26
pH final 8 8.14 8.35
Inicial células viables (UFC gMS) - 5.4E+07 + 4E+06 3.7E+07 + 1E+07
Final células viables (UFC gt MS) - 5.7E+05 + 5E+04 4.34E+05 + 8.1E+04
Inicial esporas (UFC gt MS) - 4.5E+07 + 5E+06 1.23E+07 + 1.2E+06
Final esporas (UFC g MS) - 6.9E+05 + 5E+04 9.5E+05 + 2E+05
Total inicial (UFC g* MS) - 1E+07 £ 1E+07 5E+07 + 1E+07
Total final (UFC g MS) - 1.3E+06 = 1E+05 1.3E+06 = 3E+05
sOUR méax (g Oz kg™t SM ht) 6.25 3.37 6.76
Fase de latencia (h) 12.58 7.6 17.06

b.h.: Base hiumeda; b.s.: Base seca

El comportamiento de Bt israelensis resulto diferente si se compara con Bt kurstaki, a
pesar de haber empleado la misma estrategia. El Reactor R4 inicio el proceso de FES
sin in6culo de Bt por 15 dias alcanzando temperaturas superiores a los 45C a partir
del primer dia de proceso, estas temperaturas en promedio alcanzaron los 59 + 4T
con una duracién de 10 dias. En la Figura 6.18 a) se observa el perfil de temperatura
gue va descendiendo a partir del dia 5 del proceso hasta alcanzar valores inferiores a

40 para incorporar el indculo de Bt israelensis a los 15 dias de proceso.

Bt israelensis disminuyé en poblacion como se observa Figura 6.18 a) tanto en células
viables como en esporas a pesar de que la matriz de FORM se mantuvo en rangos
terméfilos por 10 dias. Los resultados obtenidos sugieren que Bt israelensis es menos
afin a la matriz de FORM que el kurstaki aiin empleando la misma estrategia. Después
de 15 dias en reactor, el material fermentado de FORM con Bt se coloc6é al medio
ambiente donde después de 15 dias mas se evalud la poblacion de Bt obteniéndose

un valor muy similar al muestreo anterior.
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Figura 6.18 Perfiles de sOUR, temperatura y poblacion de Bt israelensis en (a) R4, inoculado
después de la etapa terméfila (temperaturas superiores a 45C) y (b) R5 inoculado con Bt
israelensis desde inicio de proceso.
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En la Figura 6.18 b) se observa el comportamiento de Bt israelensis inoculado desde
el inicio del proceso, en FORM fresca. El seguimiento de Bt se realizé desde la
incorporacién del inéculo, obteniéndose el mismo resultado que en el reactor R4', un
claro descenso de la poblacién de Bt. La poblacion de Bt decrece tanto en células
viables como en niumero de esporas mientras se mantiene en reactor (28 dias). En la
maduracion posterior, a los 17 dias de permanecer al medio ambiente, la poblacién de

Bt se mantiene en el mismo nimero que al finalizar la etapa de reactor.

No se logré el crecimiento de Bt israelensis ni inoculando en la FORM higienizada

(después del proceso termdfilo) ni sin higienizar inoculandose al principio del proceso.

Debido a los resultados negativos obtenidos con Bt israelensis se decidié continuar la
investigacion con una tercera estrategia utilizando exclusivamente Bt kurstaki. Bt
israelensis se volvera a utilizar de nuevo en el compostador doméstico, experiencia

gue se desarrolla en el Capitulo 7 de esta tesis.

Estrategia 3: Propagacion en reactores de 10 L
La Estrategia 3 se desarrollé de la siguiente manera:

- Un primer reactor (R1) conteniendo solo FORM, inici6 el proceso con la
finalidad de alcanzar temperaturas mayores a 45 p ara higienizar la matriz. A
continuacion de este proceso, que durd aproximadamente dos semanas, se
inocul6 la matriz con Bt crecido en medio comercial OXOID® en condiciones
estériles en un porcentaje 6 a 10% (v/p) realizando el seguimiento de unidades
formadoras de colonias, el consumo de oxigeno y temperatura de proceso.

- Un segundo reactor con FORM fresca (R2) se puso también a fermentar
aproximadamente dos semanas después del primero (R1), con el objetivo de
obtener un material higienizado.

- Después de 7 dias de fermentaciéon el contenido del reactor R1 se dividié en
dos partes iguales con el objetivo de utilizarlas como inéculo, mezclandose
cada una de ellas con una mitad del contenido de R2 (material ya higienizado).
Como resultado se obtuvieron dos reactores idénticos inoculados con Bt en

medio solido (RA y RB). El esquema de trabajo se presenta en la Figura 6.19.
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Reactor 1
(FORM sin esterilizar)

i

Incorporacién de FES
indeulo % (v/p) (Finalizacién del rango (FORGZ?ﬁtgétirilizar)
terméfilo)

l l

Evaluacion del perfil de
) FES
consumo de oxigeno
sOURT °Cy contaje de
UFC gMS

l l

Mezcla de reactor 1 (con inéculo de Bt)y reactor 2 en
proporciones iguales

l l

(Finalizacion del rango
termofilo)

Reactor 1.1 Reactor 1.2
Seguimiento y evaluacion Seguimiento y evaluacion

Figura 6.19 Estrategia 3, incorporacion de inoculo a R1 tras el rango terméfilo y separacion de
la matriz inoculada en dos nuevos reactores

En la Tabla 6.11 se recogen los valores iniciales y finales de los porcentajes humedad,
M.O. y pH tanto de los reactores sin indculo, como de los inoculados. En esta misma
tabla también se detalla la concentracion de UFC para células viables y esporas
(iniciales, finales y totales), asi como los datos obtenidos de consumo de oxigeno de la

matriz con y sin indculo.

En la Estrategia adoptada, el reactor R1, que inicio proceso sin indculo, alcanzé el
rango termdfilo en el dia 2 de proceso (44.63C) y el maximo valor el dia 4; (58.78C);
se mantuvo en rango termofilo desde el dia 2 al dia 10. A los 12 dias de proceso se
incorpord en R1 el inéculo de Bt 10% (v/p) (dando lugar a R1"). Pasados 7 dias mas, el
contenido de R1' se mezcld con el de R2 que se encontraba en el dia 19 de proceso,
ya a temperaturas en el rango mesofilo. El perfil de seguimiento se puede observar en

la Figura 6.20. En la primera parte de la Figura, los primeros 19 dias, los perfiles de R1
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y R2 son idénticos. A partir de este momento, el perfil de temperatura, sOUR y el

contaje de colonias corresponden a los reactores RA y RB.

Tabla 6.11 Valores iniciales y finales de pardmetros caracteristicos en el proceso de FES

aplicando la Estrategia 3

R1 R1' RA RB
Parametros FORMa  inoculado con Bt crecido FORMa 1 R1+R2) 12 (R1+R2)
higienizar en medio comercial higienizar
Inéculo sin inéculo 10 % (v/p) Sin in6culo
Duracion (dias) 12 7 11 28 28
Peso inicial (g) 4000 3000 4000 2885 2885
H inicial (% b.h) 60.65 67.42 62.15 63.21 62.68
H final (% b.h) 57.88 61.65 58.69 59.43 60.17
M.O. inicial (% b.s) 79.13 75.69 75.13 69.35 67.38
M.O. final (% b.s) 75.78 69.9 71.89 62.81 61.16
pH inicial 5.76 8.29 5.74 8 8.1
pH final 8.86 8.45 8.12 8.94 8.95
Inicial células viables
- 2.34E+07 £ 7.4E+05 - 5.4E+05 £ 3E+04 1.9E+05 + 3E+04
(UFC gt MS)
Final células viables
- 3.37E+06 £+ 4.2E+04 - 8.5E+05 £+ 9E+04 8E+05 + 1E+05
(UFC g MS)
E{C,{,?'S‘;Sporas (UFC 1.89E+06 + 7.4E+04 ; SE+05+1E+04  1.47E+05+6.4E+03
Final esporas
- 1E+06 + 2E+05 - 1.6E+06+6.4E+04 2.1E+06 + 3E+05
(UFC gt MS)
Total inicial
- 2.53E+07 £ 8.2E+05 - 1.1E+06 £+ 1IE+05 3.4E+05 + 3.4E+04
(UFC gt MS)
Total final
- 4.4E+06 + 2E+05 - 2.5E+06 £+ 2E+05 2.9E+06 + 4E+05
(UFC gt MS)
4 -1
iﬂo#l? max (g Oz kg 2.68 1.68 4.92 1.82 1.98
Fase de latencia (h) 17.25 2.42 26.83 1.18 4.25

b.h.: Base himeda; b.s: Base seca
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Figura 6.20 Perfil de temperatura y sOUR de todo el proceso de fermentacién de la estrategia
3. Incluye proceso de higienizacion, incorporacién de inéculo de Bt, mezcla y separacién en a)
RA yb) RB

Como se puede observar en la Figura 6.20, después de la puesta en marcha de los
reactores RA y RB la temperatura se incrementé ligeramente, pero no llegé a rangos
termofilos, quedandose en rangos mesofilos y favoreciendo de este modo el
crecimiento de Bt. Aunque en principio los reactores fueron idénticos en cuanto a
composicion, presentan algunas diferencias en algunos de los pardmetros analizados
como se observa en la Tabla 6.11. Ademas, en el reactor RB, el crecimiento de Bt
sigue una tendencia exponencial en comparacion al reactor RA, donde la poblacion de

Bt aumenta menos. Sin embargo, ambos logran incrementar su poblacion
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aproximadamente en un orden de magnitud al dia 4 de proceso (desde la puesta en
marcha de RAy RB).

Con los resultados satisfactorios de los reactores RB y RA, se decidié realizar una
réplica de estrategia, pero implementando un paso méas en el proceso: esta vez se
realizarian volteos periédicos a la matriz una vez incorporado el in6culo con el objetivo
de homogeneizar el material y conseguir condiciones mas uniformes de humedad y

distribuciéon de Bt.

Réplica de la Estrategia 3 realizando volteos perio  dicos del material

La diferencia de esta réplica con la Estrategia 3 inicial son solo los volteos periodicos

de la matriz con in6culo de Bt.

El reactor R4 inicié su proceso de higienizacion por 12 dias, después de ello se
incorpord el in6culo de Bt al 10% (v/p). Un segundo reactor, R5 se puso a higienizar
una semana después de R4. Asi se consigue tener a R4' con Bt y al reactor R5
higienizado. La mezcla de ambos (en el dia 19 de proceso) gener6 dos reactores
iguales RC y RD, ambos reactores comparten mitad y mitad la FORM higienizada con
Bt. En ambos reactores la homogenizacién se realizé dos veces por dia los 2 primeros
dias (20 y 21), una vez al dia durante los siguientes dias (23, 27 y 30) y finalmente 1
vez en los dias 32, 41, 43 y 48.

El resultado del seguimiento de la poblacion de Bt, de cada reactor se presenta en la

Tabla 6.12 donde también se recogen los parametros iniciales y finales del proceso.
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Tabla 6.12 Valores iniciales y finales de parametros caracteristicos en el proceso de FES
aplicando la Estrategia 3 con volteos periddicos del material

R4 R4’ R5 RC RD
inoculado con Bt,
FORMa o ido en medio  FORMa 1/2 ( R4+R5) 1/2 (R4+R5)
higienizar - higienizar
comercial
In6culo _ sin 10 % (v/p) . ,Sm
in6culo inéculo

Duracién (dias) 12 6 11 28 28
Peso inicial (g) 3800 3000 4000 3067 3067
H inicial (% b.h) 67.42 65.47 63.13 66.58 66.34
H final (% b.h) 64.23 62.14 60.46 62.57 62.82
M.O. inicial (% b.s) 72.92 78.45 76.65 70.52 70.34
M.O. final (% b.s) 68.13 72.03 73.12 63.82 64.27
pH inicial 5.38 8.22 5.53 8.24 8.32
pH final 8.16 8.36 8.23 8.83 8.45
Inicial células viables

- 6E+06 £ 1E+06 - 7.8E+05 + 8E+04 1.1E+06 + 3E+05
(UFC g MS)
Final células viables

- 3.8E+06 + 8E+05 - 1.7E+07 £ 3E+06 2.2E+07 = 6E+06
(UFC g MS)

. 1

',\;l“g)'a' esporas (UFC g - 5E+06 + 3E+06 - 1.5E+06 + 3E+05  1.42E+06 + 4.5E+04
,'\:A'g‘;" esporas (UFC g-1 3.52E+06 + 4.9E+04 - 1.3E+07 + 2E406  2.1E+07 + 2E+06
Total inicial

- 1.1E+07 £ 1E+06 - 2.3E+06 = 3E+05 2.5E+06 + 3E+05
(UFC g MS)
Total final

- 7.4E+06 £ 8E+05 - 3.0E+07 + 5E+06 4.3E+07 + 8E+06
(UFC g MS)
SOUR méx (g O, kg* M h%) 4.9 0.8 6.1 2.5 2.2
Fase de latencia (h) 32.8 6.1 11.4 1.7 3.0

b.h.: Base humeda; b.s.: Base seca

En el proceso de abrir y mezclar el material, la temperatura se incremento ligeramente

en ambos reactores manteniéndose no obstante por debajo de 30C. Se verifico la

humedad de la matriz que siempre se mantuvo alrededor del 55% para los dos

reactores en evaluacion. En la Figura 6.21 se presenta los perfiles de seguimiento de

temperatura, SOUR y poblacién de Bt para los reactores RC (a) y RD (b).

En ambos reactores se logré incrementar la poblacion inicial de Bt, tanto en numero de

células viables, como en numero de esporas. En el reactor RC (Figura 6.21 a) se

lograron incrementos en células viables de 2 y 3 veces su valor respecto al valor inicial
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del dia cero de mezcla (dia 19 de proceso). Los mayores incrementos se reportan el
dia 41 y 43 de proceso (dia 13 y 22 si se cuenta desde el inicio de mezcla de Bty
FORM higienizada). En cuanto a esporas, el mayor incremento se observa el dia 43
(12 veces el valor inicial). En el reactor RD se consiguieron mayores incrementos de
poblacion de Bt, destacando el de células viables desde el dia 32 de proceso hasta el
dia 48. Las esporas también se incrementan durante el proceso, pero con mas altos

valores a partir del dia 32 y 41 hasta el final (Figura 6.21 b).
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Figura 6.21 Replica de Estrategia 3 (con volteos periédicos). Perfil de temperatura y sOUR de
todo el proceso de fermentacion incluye proceso de higienizacion, incorporacion de indculo de
Bt, mezcla y separacion en a) RC y b) RD.
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Cabe destacar que con esta Estrategia de operacion se logra incrementar la poblacion
de Bt respecto a la inicial, ademéas de doblar la cantidad de material inoculado, que
contiene esta poblacion de Bt incrementada: un reactor (R4') con una concentraciéon
de células totales de Bt de 6E+06 UFC g* MS da lugar a dos reactores, RC y RD con
una concentracion de células viables (1.7E+07 y 2.2E+07 UFC g! MS) cada uno con
la misma cantidad de material que (R4'). Siendo el incremento de la concentracion de

esporas similar.

Confirmacioén de la presencia de cristales paraespor  ales de Bt en los reactores

En las Figuras de la 6.22, 6.23 y 6.24 se presentan imagenes obtenidas mediante
SEM correspondientes a material en los reactores RA, RC y RD, (Estrategia 3) en ellos
se puede comparar la presencia de cristales tdxicos producidos por el Bt.

28mm

Figura 6.22 Imagen de células y cristales en muestra esporulada (Reactor RC, a
las 24 horas de proceso, réplica Estrategia 3)
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EHT = 2.00 kV Signal A = SE2

\ = S 02
WD = 2.8 mm Mag= 10.00 K X File Name = 8 espora_02.4f

Figura 6.23 Imagen de cristales en muestra esporulada (reactor RC, réplica
estrategia 3)

Figura 6.24 Imagen de cristal en una muestra sin esporular a las 24 horas de
proceso (reactor RD, réplica estrategia 3)
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En resumen, los experimentos realizados en este capitulo muestran que el crecimiento
de Bt en FORM no estéril es posible, tanto en fermentacién sumergida como en FES.
En reactores de 10 L, la aireacion se ha demostrado como un factor importante en el
crecimiento, asi como la temperatura de operacion. De las diferentes estrategias de
operacion probadas, la inoculacion de Bt al reactor después de la fase termdfila de
temperatura se ha demostrado la mas adecuada. Se ha logrado la propagacion de
reactores de 10 L, con crecimiento de Bt en un intento de operacién en semicontinuo.
Este tipo de operacion podria ser un primer paso para la aplicacion del proceso a

escala industrial.
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cAPiTULO [

Los resultados que se presentan en este capitulo estan en fase de preparacion para
envio a revista cientifica en los préximos tres meses. El titulo tentativo para éste
articulo es: Home composting as a biopesticide producer. Bacillus thuringiensis

behaviour and compost quality assurance.
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7 PRODUCCION DE COMPOST CON EFECTO BIOPESTICIDA EN UN
PROCESO ESTANDAR DE COMPOSTAJE DOMESTICO

7.1 Introduccidn

El auge actual de la demanda de productos de proximidad y la tendencia creciente de
practicas de autoconsumo ha llevado a la aparicion de numerosos huertos urbanos y
al aprovechamiento de patios y jardines con esta finalidad. La autogestion de residuos
generados en las casas y la opcion de producir un compost propio se enmarcan

claramente en esta tendencia.

El objetivo de este capitulo es estudiar el efecto de la adicidon de Bt en un compostador
casero para obtener un compost de calidad y con propiedades biopesticidas,
empleando como sustrato residuos de frutas y hortalizas. Este compost se aplicaria en
el propio huerto 0 en huertos vecinos para contribuir al control de algunas plagas
comunes. Otra opcidn seria realizar un extracto del compost (conocido como té de
compost), y utilizarlo directamente para su aplicacion en las partes aéreas de las
plantas. Para determinar las diferencias que pueda presentar un compost a causa de
la presencia de Bt, se pusieron en marcha simultaneamente dos compostadores

caseros, uno sin adicion de este microorganismo.

7.2 Materiales y Métodos
Residuo

El residuo utilizado en los compostadores fue restos de frutas y hortalizas procedentes
de tiendas y mercados situados en la periferia de la UAB, asimilables a restos
vegetales de cocina domeésticos (de ahora en adelante, FORM verde). Los residuos se
trituraron manualmente a un tamafio no superior a 2 cm, para acelerar su
transformacién. Cada vez que se alimentaron los compostadores se utlizé material
fresco, recogido en los dias previos a su uso. El estructurante que se usé en la mezcla
de FORM verde fue broza (restos de poda) procedente de las areas verdes de la
misma Universidad. Se trituraron a un tamafio aproximado de 2 a 4 cm con una
trituradora Modelo Eco 5.5 de 4kw de potencia (TECOINSAEN SL. Espafa). La FORM
verde y el estructurante se mezclaron en una relacion 2:1 en volumen antes de

incorporarlos a los compostadores.
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Microorganismos

Se emplearon las cepas de Bt, variedad israelensis CECT 5904 (Bti) y variedad
kurstaki CECT 4497 (Btk), las mismas con las que se ha trabajado en los capitulos

anteriores, (5y 6)

Preparacion del in6culo

La preparacion del in6culo se inicio a partir de una crioperla de Bt incubada a 30C vy a
130 rpm en 100 mL de medio comercial OXOID® durante 20h. El pre-inéculo se
afnadié después a FORM liquida en un porcentaje del 10% (v/v) dejandolo crecer por
96 horas. La proporcion de FORM en el liquido (112.5 gr de FORM fresca esterilizada
y 1800 mL de agua destilada) se calcul6 en base a materia seca de la FORM original
(40%) y la materia seca del medio comercial. La FORM utilizada en toda la

preparacion del indculo procedia de la Planta de Compostaje de Manresa.

Las cepas Btk y Bti crecieron en reactores separados con agitacion y suministro
continuo de aire a temperatura constante (30°C). Al cabo de las 96 horas se centrifug6
la suspension y se obtuvo un sélido conteniendo Bt y algunos restos de FORM. Este
proceso se describe con mas detalle en el Capitulo 3. El peso de sdélido obtenido fue
de aproximadamente 600 g de cada variedad, mezclandose ambas variedades de Bt
para ser utilizado como in6culo en un reactor de 50 L de capacidad conteniendo
FORM previamente higienizada en el mismo reactor. Este reactor sirvié a su vez como
in6culo del compostador doméstico. La incorporacion de las dos variedades de Bt
pretendia ampliar el efecto pesticida del producto final a lepidépteros y dipteros (en
este Ultimo caso se pretendia que Bt tuviera ya efecto durante el proceso sobre las

larvas de mosca dentro del compostador domeéstico).

Se pusieron en marcha dos reactores de 50 L (descritos en el Capitulo 3) conteniendo
FORM de la Planta de Compostaje de Manresa ya estructurada. Estos reactores se
mantuvieron en operacién durante 21 dias, alcanzando temperaturas superiores a
45C. Pasado este tiempo, la FORM higienizada de uno de los reactores (R1), se
destin6 al compostador doméstico usado como control. El otro reactor (R2) se inocul6
con Bt, manteniendo la operacion de R2 durante 6 dias mas para incrementar la
poblacion de este microorganismo. El pardmetro de control durante el proceso fue la
OUR.
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Puesta en marcha de los compostadores domésticos

Los compostadores domésticos de 400 L de capacidad Modelo Thermo star de
dimensiones 79x79x100 (altura, anchura y profundidad), fueron acondicionados cada
uno, con una capa de tierra de 10 cm de altura, otra capa de 5 cm de pallet triturado y
8 kg de compost maduro procedente de la planta de compostaje de Manresa. El
objetivo de incorporar la tierra y los pallets fue el de dar porosidad a la base del
material a compostar para que circulara bien el aire y por otro lado absorber los
lixiviados que se pudieran producir. Al afiadir el compost maduro, el objetivo era
incorporar un indculo para favorecer el arranque del proceso con el nuevo material.
Aprovechar el compost previamente obtenido para poner en marcha un nuevo

compostador (es una practica habitual).

La puesta en marcha de los dos compostadores se realizé con un intervalo de tiempo
de una semana. En primer lugar, se inicid el compostador control (sin inéculo) y el
segundo compostador 7 dias después (FORM verde + in6culo de Bt). Durante los dias
posteriores a la puesta en marcha (19 dias en el caso del compostador control sin Bty
12 dias en el compostador con Bt), se alimentaron ambos compostadores en diversos
dias con FORM verde mas estructurante. Se tomo muestra del material de ambos
compostadores (50 g de cada compostador) antes de cada adicion de nueva FORM
verde para determinar parametros de seguimiento habituales como el porcentaje de

humedad, materia organica y pH, ademas del contaje de colonias de Bt.

En la Figura 7.1 se pueden observar algunas de las etapas y materiales mencionados
en la puesta en marcha de los compostadores. En la imagen a) se observan los
compostadores armados listos para ser acondicionados; en la imagen b) se observa el
llenado de tierra; en la imagen c) sobre la capa de tierra se puede observar los pallets
y la capa de compost maduro y finalmente, en la imagen d) se observa el residuo de
frutas y hortalizas ya en el compostador mezclado con el estructurante en una

porporcion de 2:1 en volumen.
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Figura 7.1a) Compostadores domésticos de 400 L; b) Preparacion de lecho para compostaje
rellenando con capas de tierra; c) Incorporacion de estructurante y compost en ambos
compostadores; d) Incorporacion de FORM verde mas estructurante

Estabilidad y test de germinacion

Se determind la estabilidad del material final de ambos compostadores mediante un
test de respirometria dindmica (IRD). También se realizé el test de germinacion para
descartar efectos fitotoxicos del material. Ambos tests se encuentran descritos en el
Capitulo 3.

Identificacion de Bt

La identificacion de Bt, se ha realizado, ademas de los métodos de contaje de células
en placa y SEM, mediante pirosecuenciacion. El protocolo seguido para la extraccion
de ADN se encuentra descrito en el Capitulo 3 de materiales y métodos. Ademas, se

ha identificado a Bt mediante la prueba 16S rDNA (desde colonias en placa Petri).

Prueba ecotoxicologica de compost con y sin Bt

Para la realizacion de la prueba ecotoxicolégica, las muestras de compost de ambos
compostadores (con y sin inéculo) se enviaron al Centro de Investigacion Ecoldgica y

Aplicaciones Forestales (CREAF) de la UAB. En el CREAF se realiz6 un ensayo de
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toxicidad basado en el colémbolo (insecto) edafico Folsomia candida, utilizado como
especie modelo representativo de potenciales efectos del compost en suelos,
siguiendo la norma estandarizada OECD 232:2009 (Collembolan Reproduction Test in
Soil. OECD Guidelines for the Testing of Chemicals, Section 2. Effects on Biotic
Systems. Test No. 232. Organisation for Economic Co-operation and Development,
Paris, Francia). Para la realizacion del test, el compost se mezcloé con suelo agricola
alcalino tipico de la zona. La cantidad de muestra (compost) se calculé en base a la
cantidad de compost que se recomienda usar en la tierra agricola, 50 t’/ha (Moreno y
col., 2014). Para trasladar esta dosis a los ensayos de laboratorio, se realizan las
siguientes consideraciones y célculos: se consideran 20 cm de profundidad del suelo
(capa arable) y una densidad del suelo de 1.3 t m3. A partir de estos valores se calcula
el peso equivalente de suelo para una hectarea arable, 2600 t. La dosis recomendada
de compost (Sanchez y col., 2014) y las caracteristicas de compost y suelo referentes
a humedad resultaron en la mezcla de 2.34 g de compost y 117.6 g de suelo para

cubrir los 6 replicados de cada ensayo (compost con y sin Bt).

Las muestras fueron evaluadas de la siguiente manera: se humedecieron al 50% de la
capacidad de campo (capacidad maxima de retencion de humedad después de
saturacion y 24h de drenaje). Se prepararon 6 réplicas para cada tipo de mezcla. En
cada contenedor test se colocaron 30 g de muestra humedecida. En cada uno, se
introdujeron 10 individuos (colémbolos) de 10-12 dias de edad y se afiadi6 levadura
como alimento adlibitum. Se realizd, ademas, un blanco conteniendo sélo suelo. Los
contenedores se mantuvieron a 21°C, sin luz, y se airearon dos veces por semana. Se
volvio a afadir alimento a los 14 dias. Al cabo de 28 dias del inicio de la incubacion,
cada contenedor se inunddé con agua para reflotar los adultos iniciales y su
descendencia y se hizo una fotografia de la superficie a fin de realizar el recuento de

colémbolos mediante un software de tratamiento de imagenes.

7.3 Resultados y Discusion

7.3.1 Puesta en marcha y seguimiento de los compost  adores domésticos

Primera fase: obtencion del inoculo de Bt for FES e n reactores de 50 L de

capacidad

Como ya se ha comentado, para la obtencién del inoculo de Bt en suficiente cantidad

para el compostador doméstico, se realizé una FES en un reactor de 50 L, utilizando la

Estrategia 3 definida en el capitulo anterior, es decir, inoculando Bt después de la fase
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termofila. Para poder comparar la evolucion del compostador doméstico con Bt con un
control, se realiz6 el mismo proceso en otro reactor de 50 L, pero sin inocular con Bt.
De esta forma se disponia de la misma cantidad de material fermentado (uno con Bty
otro sin) para afiadir a los dos compostadores, con el objetivo de que el arranque de
ambos se hiciese de forma similar. La fermentacion en el reactor R1 duro 21 dias, esta
matriz ya fermentada pas6 al compostador casero que se usG como control. La
fermentacion en el reactor R2 se mantuvo 28 dias (inoculando con Bt a los 21 dias),

para pasar después al compostador doméstico (compostador con Bt).

En la Tabla 7.1 se presenta un resumen de valores iniciales y finales de los
parametros caracteristicos del proceso de FES obtenidos para los dos reactores de
50 L de capacidad. Se puede observar que la humedad se mantuvo constante,
siempre dentro del rango de valores recomendados para el proceso (40-60%
humedad) en los dos reactores. El pH inicial de la muestra de ambos reactores fue
5.36 en promedio y el final 8.29. Como era de esperar, se produjo una progresiva
alcalinizacion del medio debido a la pérdida de los &cidos organicos y la generacion de
amoniaco procedente de la descomposicién de las proteinas. Ambos reactores
alcanzaron valores maximos de temperatura de 69.51 y 70.60C (R1 y R2
respectivamente), manteniéndose las temperaturas en el rango terméfilo durante 7 y 6

dias respectivamente, tiempos de proceso que aseguran la higienizacién del material.

Tabla 7.1 Parametros iniciales y finales de proceso de FES de FORM en reactores de 50 L
para obtener el preinoculo de Bt para el compostador doméstico

R1 R2

Reactor de 50 L Reactor de 50 L
Parametros Inicial Final Inicial Final
Humedad (% wb *) 54.62 48.82 51.43 50.24
pH 5.24 8.32 5.48 8.26
Temperatura T 14.24 40.00 17.31 32.19
Temperatura Max € 69.51 70.60
Pesog 20000 12000 20000 12000
N°de dias de 21 21

permanencia en reactor
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Tras 21 dias de proceso, se procedid a inocular el reactor R2 con las cepas de Bt. La
cantidad de inoculo obtenida inicialmente de la fermentacion liquida con FORM
esterilizada fue de 1200 g en peso humedo, correspondiendo a la mezcla de Bt
kurstaki y Bt israelensis (suspension de FORM + Bt a 70% humedad), con una
concentracion de 3.2+09 UFC g* totales. Este in6culo se mezclé con los 12 kg de
FORM higienizada de R2, alcanzando una concentracién de colonias viables de de
8.9E+06 UFC g MS. Con la inoculacién se incrementé la humedad del material de un
50.24% hasta un 61.28%. Esta mezcla permanecié en el reactor (R2) durante 6 dias
alcanzando una una poblacion final de Bt de 1.3E+07 UFC g MS de células viables y
5.7E+07 UFC g* MS de esporas.

En la Figura 7.2 se presenta el perfil de consumo de oxigeno para los 6 dias de
proceso del reactor R2 con inb6culo, asi como también el de temperatura. Se
representan asimismo los valores iniciales y finales, ya comentados, para el recuento
de colonias de Bt. Durante este periodo se observa un incremento de la temperatura
alcanzando como méaximo 53°C, que se relaciona con el aumento en la sOUR, y que
es debido al efecto de mezclar el material y hacer accesible materia organica
biogradable que todavia no habia sido degradada a los microorganismos (Berthe y
col.,, 2007) (Abraham, 2013). A pesar del aumento de temperatura, se observo un
incremento de UFC de Bt, seguramente propiciado por el poco tiempo que la
temperatura se mantuvo por encima de los valores reportados como éptimos para el

crecimiento de este microorganismo (Caballero y col., 2001).
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Figura 7.2 Evolucién de la temperatura y la SOUR de la FORM incoculada con Bt en reactor de
50 L. Valores iniciales y finales de células viables y esporas
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7.3.2 Segunda fase: Inoculacion y seguimiento de lo s compostadores

domeésticos

El primer compostador que se puso en marcha fue el control (sin in6culo de Bt). El
material procedente de reactor R1 se adiciond al compostador casero que contenia 20
kg de FORM verde mezclada con 7 kg de estructurante (proporcion volumétrica 2:1).
Este punto se considera como el dia 1 de proceso en el compostador casero o el dia
22 del proceso global, considerando la primera etapa en reactor. El compostador se
alimento los dias, 25, 29, 34 y 41. Antes de cada alimentacion se tomé una muestra
para seguir la evolucién de la humedad, la materia organica y el pH. Los valores de
estos parametros se recogen en la Tabla 7.2. En esta tabla se muestra la duracion del
proceso total, diferenciando los dias que la FORM permanecio en reactor de 50 L, los
dias que duro la alimentacion (19 dias) y los dias de maduracion (193 dias). En total,
se afiadieron al compostador domeéstico 59 kg de FORM verde y 23 kg de

estructurante.

Tabla 7.2 Parametros evaluados en el proceso control (reactor y compostador doméstico
control) segun etapa de proceso

R1 Alimentacion de compostador control Maoil:)rnzimggtdel
Proceso control (21 dias) sin indculo (19 dias) PO
193 dias
(compost
estandar) Inicial | Final 19 28 79 86
Dias muestreo
ylo 0 21 22 25 29 34 41 69 148 234

alimentacion

Humedad (%) 54.62 48.82 48.82 7539 69.93 56.83 52.77 54.72 3892 3344

MO (% b.s.) 78.62 62.73 62.73 65.82 66.21 65.37 67.43 - 58.72 56.45
pH 5.2 8.3 8.3 7.8 8.3 8.5 - - 8.17 8.42
FORM verde

20 10 9 10 10
(kg)
Estructurante

7 4 4 4 4
(kg)

El compostador doméstico inoculado con Bt se puso en marcha una semana después,
con el material procedente de R2 e, igual que el compostador control, con 20 kg de
FORM verde y 7 kg de estructurante. Analogamente, en la Tabla 7.3 se presentan los
parametros de seguimiento del proceso de compostaje para los dos periodos, en

reactor de 50 L y en compostador doméstico. Se realizaron dos alimentaciones en los
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dias 34 y 41 del proceso completo, muestreando el compostador antes de cada
alimentacion. En total se incorporaron al compostador 55 kilogramos de FORM verde y
19 kilogramos de estructurante. Se realizaron un total de 7 muestreos. Los tres
primeros se realizaron antes de cada alimentacién, mientras los dos Ultimos
corresponden a la maduracion del compost, una vez que se dejo de incorporar

material nuevo, etapa que tuvo una duracion de 193 dias.

Un estudio realizado por la Agencia de Residus de Catalunya (ARC) en base a datos
reales procedentes de 300 familias durante un afio, establecid que se generan (de
media) 254 g de FORM por persona y dia (Agéncia de Residus de Catalunya, 2014).
Con este valor, el aporte medio a los compostadores domeésticos corresponde,
aproximadamente, a la FORM generada por 12-18 personas (en realidad, podrian ser
mas pues se ha alimentado solo FORM verde y el valor proporcionado por la ARC
correspondia a FORM total). La carga podria simular la que recibe un compostador de

una pequefia comunidad.

Tabla 7.3 Parametros evaluados en el proceso con Bt (reactor y compostador doméstico
control) segun etapa de proceso

Alimentacion de Tiempo de maduracion de

Proceso con R2 compostador (12dias) compost (193 dias)
. - Higienizaciéon | Incorporacion
incorporado de FORM de Bt
(compost (21 dias) (6 dias)
enriquecido) 12 28 79 86
Inicial  Final Inicial Final
Dias
muestreo y/o 0 21 22 28 29 34 41 60 69 148 234
alimentacion
Humedad (%) 51.43 50.24 6128 59.2 59.2 65.7 60.28 57.85 5457 33.13 31.51
MO (% b.s.) 75.87 64.78 70.24 68.45 68.45 73.78 n.d. 60.35 n.d. 58.82 n.d.
Ph 55 8.3 8.5 9.0 9.0 8.3 n.d. 8.2 8.2 8.15 8.23
FORM verde
20 15 20
(ka)
Estructurante
7 5 7
(ka)

n.d.= no determinado
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7.3.2. Seguimiento de Bt en los compostadores domés  ticos

El reactor R1 de control se muestre6 al inicio del proceso y se descart6 la presencia de
Bt (células viables y esporas). El seguimiento del crecimiento de Bt en R2 se realizé en
los dias 29, 34, 41, 60 y 69 de proceso global. En la Figura 7.3 se presentan los
perfiles de seguimiento de Bt, tanto de células viables como esporas. Aunque la
tendencia que se observa es la disminucion de la concentracion de Bt, se ha de tener
en cuenta que en el compostador doméstico se fue aumentando progresivamente la
cantidad de material a compostar. La mayor disminucion de poblacion corresponde a
los primeros dias de operacion del compostador (del 29 al 34), pudiéndose atribuir a
una aclimatacion de Bt al nuevo sustrato y a las nuevas condiciones de proceso. A
partir de ese momento, la concentracién del microrganismo se mantiene mas o menos
constante.

En la misma figura se observa el perfil de temperatura desde el inicio del proceso
hasta los 21 dias (primer proceso en reactor de 50 L), periodo en el que la matriz se
higienizd, de los 21 a los 28 dias, periodo de crecimiento del in6culo de Bt y los 40

dias en compostador doméstico.
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Figura 7.3 Perfil de temperatura en reactores de 50 L y en compostador doméstico control e
inoculado. Seguimiento de poblacion de Bt (células viables y esporas) en compostador
doméstico inoculado
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También se observa en la Figura 7.3 el perfil de temperatura correspondiente primero
a R1 y después al compostador control. La evolucién de la temperatura en ambos
casos es similar, mientras se encuentran en reactor, la Unica diferencia que se observa
es que en R1 se tarda més en alcanzar la temperatura maxima y que R2 muestra un
repunte de la temperatura al incorporar el inoculo y mezclar. Este repunte se observa
también en el caso del compostador control al incorporar el material de R1,
debiéndose también al efecto mezcla y la fraccion biodegradable que ain conserva el
material al finalizar el periodo de reactor (Berthe y col., 2007). Ambos compostadores
siguieron en evaluacion con muestreos puntuales, hasta el dia 69 del proceso,
después de 28 dias sin afladir FORM verde nueva a los compostadores. Este periodo

corresponderia a la etapa de maduracion del compost.

Contra todo prondéstico, en el muestro que se realizé al compost a los 28 dias de
maduracion (69 de proceso), se observd la aparicibn de colonias que podrian
corresponder a Bt en las muestras del compostador doméstico control (sin inéculo de
Bt). En las primeras fases del proceso, hasta el quinto muestreo no se observaron
estas colonias en el reactor control. Hasta el momento, esta es la Unica vez que se
habia detectado una colonia parecida a Bt en las muestras control. Este hecho,
implicaba por una parte, que el reactor control se hubiese contaminado con Bt, o la

aparicion de otro Bacillus de morfologia parecida a Bt.

Para comprobar o descartar la presencia de Bt en ambos compostadores se remitieron
muestras al laboratorio de Microbiologia de la Facultad de Veterinaria de la UAB (se

enviaron muestras de tres tiempos diferentes de maduracion).

Para la realizacion de estas evaluaciones se emplearon agares selectivos e incubacion
en placa mediante diluciones e identificacion al microscopio con tinciones. El resultado
de estos analisis se recoge en la Tabla 7.4 donde se detalla la poblacion de Bt en
UFC g * de compost y también en base a su materia seca. La poblacién de Bt se
mantiene durante toda la fase de maduracion, quedando en el producto final a

exponente 6.
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Tabla 7.4 Poblaciéon de Bt procedente de muestras de compostador doméstico inoculado en
tres tiempos diferentes de evaluacion (dias totales de proceso).

Dias 69 148 234
MS (%) 45.43 66.87 68.49
UFCg? 1.25E+06 7.00E+06 2.00E+06
UFCg!MS 2.75E+06 1.05E+07 2.92E+06

Para la muestra de compost del compostador control no se observé presencia de Bt en
ninguna de las tres evaluaciones. Estos resultados sugieren entonces la presencia de
otro Bacillus a partir de un determinado momento del proceso en el compostador
control, y posiblemente en el reactor inoculado con Bt. Para estudiar esta posibilidad
se realizaron diferentes analisis (pirosecuenciacion y analisis 16S rDNA desde

colonias en placa Petri).

Andlisis microbiolégico de las muestras de composta dor doméstico con y sin

in6culo mediante pirosecuenciacion

Una vez confirmada la presencia de Bt, y debido a la interferencia de otro u otros
Bacillus en el contaje rutinario de colonias, se decidid buscar otras opciones para
poder tener una idea de la cantidad de Bt que contenia el compost. Se realizé una
pirosecuenciacion de genes (16S ARNr) para bacterias, con la finalidad de conocer el
porcentaje de Bt del compost enriquecido con Bt y del resto de Bacillus. Este andlisis
se realiz6 sobre dos muestras de compost, normal y enriquecido con Bt, a los 79 dias

de maduracion.

En contra de lo esperado, los resultados de la pirosecuenciacion no mostraron la
presencia de Bt en la muestra de compost enrriquecida con este Bacillus.
Sin embargo, una busqueda bibliografica mostro la posibilidad de que Bt hubiese sido
identificado como otro Bacillus, en concreto, Bacillus cereus. Estudios realizados por
Chen y Tsen (2002) mencionan que es dificil desarrollar un método molecular fiable
para la diferenciacion de cepas de Bacillus thuringiensis y Bacillus cereus. Sus

resultados mostraron que no hubo claras diferencias en los sitios de hibridacion de
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cebadores de 16S rDNA y gyrB genes de Bacillus cereus y cepas de Bacillus
thuringiensis.

Por este motivo, y para asegurar que se habia producido este error en la identifiacion,
se procedid a realizar la identificacion de las colonias obtenidas en placas de agar
nutriente, derivadas de extractos de muestras de ambos compostadores. Estas
colonias, previamente identificadas en placa por su morfologia, fueron enviadas a la
Universidad de Leon, al area de acidos nucleicos, donde se aislé el ADN y se procedi6

a su secuenciacion.

Los resultados confirman la existencia de Bt en las muestras del compostador
inoculado (muestras triplicadas) y también confirman la presencia de Bacillus cereus
en ambos compostadores, tanto en el control como en el compostador inoculado.
Bacillus cereus es un patdégeno comun de los alimentos (Drobniewski, 1993), y en
comparacion a Bt, fenotipicamente son muy parecidos, la Gnica caracteristica por la
cual se pueden distinguir es por el cristal paraesporal junto a la espora que presenta Bt

gue es liberado en el momento de la esporulacion (Chen y Tsen., 2002).

Trabajar con sustratos complejos como es el caso de la FORM, y obtener la muestra
de placa Petri para su identificacion bacteriana mediante el ADNr 16S resulté en
algunas ocasiones complicado pues algunas placas evaluadas no solo presentaban
colonias de Bt puras, si no también otras muy pequefas. Colonias grandes de Bt
podrian haberse solapado con colonias mas pequefias de otras especies y a la hora
de extraer el ADN de una sola especie y utilizar primers universales resulté en algunos
casos en presencia de otros microorganismos. Sin embargo, se comprob6 la presencia
de Bt en las muestras de compost procedentes de FORM inoculada y se descartd de

las muestras control.

Por otro lado, los resultados de la pirosecuensiacion han permitido comparar los
microorganimos presentes en ambos compost, el estandar y el enriquecido con Bt. En
la Figura 7.4 se muestra el procentaje de los Phylum de bacteria encontrados para

cada compost.

163



Capitulo 7: Proceso estdndar de compostaje doméstico

40

35 -|

30

Porcentaje

—
-2
-]
<

i~ -~ _

T 82 LI i ——
i 2 5 5 ¢ 00 v ou - = o
oA & o = o E = i = w -_ - -
M E ¥ 5 b 3 E £ 5 o8 i v g5 _ oy
=0 T = = W = [ i m E = T - -
o 5 2 E g 2=z @4 B 84 2 8 2 = 3 & B uw - Y
L g 2s:csEEEfRRBER REECSE R E Y s
0B = u O s T 88 ¢4 B E @34 =2 B 5 ¥ 5 8 & 8 = g
E = o w =] =] e o a & T [=] = i
Ea®IE § ZET P EgER8EFEgs5 e ®EEEoeog o
= B BB o = U 5 § = E > 8 § 2 » 35 ¥ =
2 E o = g = 5 L 4 < 4 = £ £ W
g £ E O @ = A = = = £ = 8 o
=R 7] =] [sa] I il S ' = o o 5
a0 = E 3 w O e g =
& = w = o
w
Phylum
B Compostador Control Compostador con indculo de Bt

Figura 7.4 Porcentaje de Phylum identificados mediante pirosecuenciacion en muestras de
compost estandar y compost con Bt.

En ambos compostadores, (con y sin inéculo de Bt) destacan las Proteobacterias que
suelen convertirse en competidores superiores en condiciones de enriquecimiento de
carbono, desplazando asi a otras bacterias (Trillas y col., 2014). También se observan
diferencias entre ambos compostadores, existiendo pequefios porcentajes de Phylum
presentes en un compostador y ausentes en el otro. En concreto, en el compostador
control se evidencian seis Phylum que no estan presentes en el compostador con
in6culo de Bt. Se desconoce la razon teniendo en cuenta que las diferencias entre
ambos compostadores solo deberian ser atribuidas a la inoculacion de Bt en uno de
ellos. En la Figura 7.5 estan representados los porcentajes de diferentes especies del
genero Bacillus identificados en ambas muestras de compost, donde se observa que

también hay diferencias entre ambas muestas.
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Figura 7.5 Porcentaje de Bacillus identificados mediante pirosecuenciaciéon en muestras de
compost estandar y compost con Bt

Confirmacién de la presencia de Bt mediante SEM, id  entificacién de la espora y
el cristal paraesporal

Se analiz6 el material de los compostadores domésticos, con y sin Bt mediante SEM
para confirmar la presencia en este Ultimo, de esporas y cristales paraesporales de Bt.
Las imagenes que se presentan a continuacién revelan la presencia de la toxina
producida por Bt, con la forma romboidal caracteristica. En la Figura 7.6 se presentan
los cristales paraesporales de forma romboide, esporas y bacillus obtenidos mediante
SEM, resultado del extracto de muestras de compostador con inoculo de Bt del dia 79

de proceso de maduracion.

Smitha y col. (2013) reportan medidas de esporas de Bt producidas en fermentacion
sumergida y en FES, concluyendo que las que se producen por FES son més grandes
a las producidas en fermentacion sumergida. Las medidas que reportan para esporas
obtenidas en FES son de 0.7 a 2.0 micras de largo y de 0.6 a 1 micras de diametro,
mientras que con fermentacién sumergida las medidas que reportan son 0.5-1.0
micras de largo y 0.4-0.6 micras de diametro. En la Figura 7.7 se pueden observar
esporas obtenidas en el material del compostador doméstico incoculado con Bt, con
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dimensiones de 1.25 micras de largo y 0.74 micras de diametro, valores dentro de los

rangos reportados por Smitha y col. (2013) trabajando en FES.

Figura 7.6 Imagen de cristales, esporas y células de Bt obtenida mediante SEM de compost
enriquecido con Bt

File Mame = 3 BT CD_11.tif

Figura 7.7 Dimensiones de esporas (1.25 x 0.74 pm) y de Bt (3.26 x 1.19 um) de material de
compost doméstico enriquecido con Bt
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Los cristales paraesporales de Bt encontrados en compost enriquecido con Bt se
observan en la Figura 7.8. Sus dimensiones son de 1.14 micras de largo y 0.32 micras
de ancho. Caballero y col. (2001) reportan cristales paraesporales de diversas formas
dependiendo de las proteinas que los integran, encontrandose cristales con tamafios

desde 350 nm hasta 2 micras de longitud.

| bm File Name = 3 BT GD_07 if

Figura 7.8 Dimensiones de cristal paraesporal (1.14 x 0.32 pum) de Bt en el compost
enriquecido con Bt

Los resultados del analisis con SEM de muestras del compostador sin in6culo de Bt se
presentan en la Figura 7.9, donde se aprecia algun tipo de bacilo, pero no se ven

esporas ni cristales caracteristicos de Bt, pudiéndose tratar de Bacillus cereus.

File Name =9 CONTROL espora_01.tif

Figura 7.9 Resultados del analisis por SEM del material del compostador doméstico control,
sin inéculo de Bt
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7.3.3. Calidad del compost final

La caracterizacion del compost final se realiz6 para ambos compostadores sobre una
muestra de material correspondiente al dia 79 de maduracion (dia 148 de proceso
total) de ambos compostadores. En la Tabla 7.5 se presentan los valores medios de
composicion de muestras de compost del compostador control y del compostador con

indculo de Bt.

Tabla 7.5 Caracterizacion de compost del dia 148 de proceso total (dia 79 de maduracion) de
compostador control sin indculo de Bt y de compostador inoculado con Bt.

Parametros Compostador Compostador
control con Bt
Humedad (% b.h.) 38.92 33.13
M.O (% b.s.) 58.72 58.82
pH. 8.17 8.15
CIN 12.9 13.2
Carbono (% b.s) 38.8+05 41+1.2
Hidrégeno (% b.s.) 45+1.7 48+1.7
Nitrégeno (% b.s.) 3.0+£29 3.1+£1.7
Azufre (% b.s.) <0.1 0.15+3
Na (mg gt MS) 48+0.8 36+2.1
Mg (mg gt MS) 49+19 4717
P (mg g1 MS) 45+2.4 48+1.3
K (mg g1 MS) 22.0+05 23+1.4

% b.s: Porcentaje sobre base seca; % b.h: Porcentaje sobre base humeda

El contenido en materia organica y de nitrégeno en ambos compostadores es muy
parecido. Estas caracteristicas son de especial interés en la valorizacion del compost,
ya que determinan el valor que tendrd como enmienda para el suelo (Young y col.,
2016).

Estabilidad y madurez del compost

Un compost inmaduro y sin estabilizar puede tener efectos negativos sobre el suelo y
el crecimiento de las plantas. La medida de la estabilidad biol6gica suele ser
determinada mediante indices respirométricos, a través del consumo de oxigeno de un
compost en un tiempo determinado, y por lo tanto puede considerarse equivalente a la
actividad biologica del material, condicionando su comportamiento agrondémico
(Barrena y col., 2006). En la Tabla 7.6 se presenta el valor de IRD maximo promedio

de triplicados y el consumo acumulado de oxigeno (ATs) obtenido de muestras de
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compostadores con indculo y sin inéculo a los 69 de proceso general y 28 dias de

maduracion.

Tabla 7.6 IRD max y AT4 de compostador doméstico con y sin indculo.

Compostador Compostador
Parametros control con Bt
IRD méax (g Oz kg* MO h?) 09+0.1 0.5+0.1
ATa Total (g Oz kgt MO) 56 + 4 23 +4

Los valores de IRD obtenidos, por debajo de 1g O, Kg* MO h, indican que el material
de ambos compostadores es estable. Por otro lado, y siguiendo el mismo patron, el
consumo acumulado de oxigeno para el compostador control sin inéculo fue mayor
gue el compostador con in6culo. Estas diferencias no son importantes, sobretodo
teniendo en cuenta que se realizaron a los 28 dias de maduracion y podrian deberse
al tiempo extra que paso parte del material en el reactor. A partir de este momento se
considera que el compost ya es estable y no se realizaron mas respirometrias de las

muestras que se obtuvieron al final del proceso de maduracion.

En la Tabla 7.7 se recogen los valores del indice de germinacion (%), el porcentaje de
germinacion y la longitud relativa de la raiz correspondientes al test de germinacién
realizado. Tiquia y col. (1996) sugieren que valores IG (producto del % de germinacién
y la longitud relativa de la raiz) superiores al 80% indican la ausencia de sustancias
fitotoxicas en el compost (Tiquia y col., 1996). Ademas, al estar estos valores por
encima del 100% indican un efecto beneficioso en la germinacion y crecimiento de las

semillas (Ponsay col., 2009). La combinacién de),

Tabla 7.7 indice de germinacion de muestras de compost, compostadores domésticos con y sin
in6culo de Bt a los 79 dias de maduracion

Germinacion (%) Longitud relativa indice de
de la raiz Germinacion (%)
Compost 103.8 +15.1 245.8 £17.7 255.3 £15.7
Control sin Bt
Compost con Bt 100 +13.8 2149 +14.2 2149 +14.2
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La combinacién de ambos parametros, madurez y estabilidad se consideran una
buena opcién para determinar la calidad de un compost (Komilis y Tziouvaras, 2009).
De acuerdo a los valores obtendios, los compost procedentes de los compostadores
domeésticos, tanto el que ha seguido un proceso estandar, como el que contiene Bt, se
pueden considerar un material estable y maduro, y se pueden aplicar de forma segura

como enmienda orgénica al suelo.

Andlisis microbioldgico del compost final

Se realiz6é un analisis microbiolégico del material de los compostadores domeésticos en
la etapa de maduracion incluyendo la determinacion de la presencia o ausencia de
patdgenos. Se enviaron muestras de ambos compostadores al laboratorio de
microbiologia de la Facultad de Veterinaria de la UAB. En la Tabla 7.8 se presenta el
resultado del andlisis microbiolégico de las muestras de compostador control y en la

Tabla 7.9 el de las muestras de compostador con inéculo de Bt.

Como se puede observar en las Tablas 7.8 y 7.9, no se detect6 la presencia de
patégenos de importancia (segun la normativa espafiola de fertilizantes, BOE, 2013)
como E coli, Salmonella sp, Listeria sp, C. perfringes, S. aureus en ninguno de los
compostadores. Respecto a la presencia de enterobacterias, la concentracion obtenida
es relativamente alta en ambos compostadores si se compara con los trabajos de
Christensen y col. (2002) que reportan enterobacterias para un compost acabado de
10E+04 a 10E+06 UFC g. La evolucion de la concentracion de enterobacterias indica

que en el proceso de maduracién estas pueden aumentar y volver a poblar el compost.

En cuanto a poblacién de Coliformes, esta es mayor en una unidad exponencial en el
reactor control sin indculo si se compara con la del compostador con inéculo de Bt. En
un estudio realizado a 4 compost elaborados a base de residuos verdes (Nagerabi y
col., 2012), se encontro presencia de aspergillus niger en todos los compostadores y
coliformes en concentraciones de 1.55E+03 y 6.40E+01 respectivamente. Estas
concentraciones son menores a las reportadas en las Tablas 7.8 y 7.9 de esta

investigacion.
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Tabla 7.8 Analisis microbiolégico de compost procedente de muestras de compostador control
(sin inéculo de Bt) en tres tiempos de evaluacion correspondiente a periodo de maduracion

Muestras de compostador control (sin indculo)

Microorganismos Dias de maduracién del compost
28 79 86

Enterobacterias totales 2.00E+08 2.00E+08 6.00E+08
Coliformes 9.00E+07 6.00E+07 7.00E+07
E. coli* Ausencia Ausencia Ausencia
S. * aureus Ausencia Ausencia Ausencia
Salmonella ** sp. Ausencia Ausencia Ausencia
Listeria sp. Ausencia Ausencia Ausencia
Bacterias lacticas 2.00E+03 8.00E+09 3.00E+03
Bacterias anaerobicas 3.00E+06 7.00E+05 3.00E+06
Bacterias aerdbicas 8.00E+09 4.00E+09 2.00E+08
C*. perfringens Ausencia Ausencia Ausencia
Hongos filamentosos 2.00E+07 1.00E+09 8.00E+08
Levaduras 2.00E+02 9.00E+03 7.00E+03

Ausencia * en 10 g ** en 25¢g
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Tabla 7.9 Andlisis microbioldgico del compost procedente de compostador inoculado con Bt en
tres tiempos de evaluacion correspondientes al periodo de maduracién

Muestras de compostador con inéculo de Bt

Dias de maduracion del compost con

Microorganismos Bt
28 79 86

Enterobacterias totales 2.00E+08 8.00E+08 4.00E+08
Coliformes 8.00E+06 5.00E+06 6.00E+06
E. coli Ausencia Ausencia Ausencia
S. aureus Ausencia Ausencia Ausencia
Salmonella sp Ausencia Ausencia Ausencia
Listeria sp. Ausencia Ausencia Ausencia
Bacterias lacticas 1.00E+06 2.00E+08 2.00E+03
Bacterias anaerdbicas 8.00E+06 8.00E+05 6.00E+05
Bacterias aerdbicas 6.00E+08 8.00E+09 2.00E+09
C. perfringens Ausencia Ausencia Ausencia
Hongos filamentosos 1.00E+07 2.00E+09 6.00E+08
Levaduras 2.00E+02 8.00E+03 6.00E+03

Ausencia *en 10 g ** en 25¢g

En la Tabla 7.10 se presentan, a modo de resumen y comparacion, los resultados para
cepas del género Bacillus, bacterias y hongos detectados en ambos compostadores.
Se puede observar la presencia de poblaciones microbianas beneficiosas
pertenecientes a los géneros que degradan materiales lignoceluldsicos recalcitrantes,
los hongos, tales como Penicillium, Fusarium y Aspergillus, y las especies procariotas

afiliados a Bacillus (Ventorino y col. 2016).
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Tabla 7.10 Evaluacion de muestras de compostador control y compostador inoculado con Bt en
tres tiempos diferentes. Incluye cepas del género Bacillus, bacterias y hongos

Compost control Compost - Bt
(Sin indculo) (Conindculo de Bt)

Muestras tomadas en dias de maduracion compost 28 79 86 28 79 86
Cepas del Género Bacillus
Bacillus subtilis X X
Bacillus stearothermophilus X X
Bacillus thuringiensis X X X
Bacterias
Bacillus spp. X X X X X X
kocuria spp. X X X X X X
Pseudomonas sp. X X X X X X
Streptomyces sp. X X X X X X
Thermus sp. X X X X X X
Staphylococcus spp. X X X X X X
Lactobacillus spp. X X X X X X
Lactococcus spp. X X X X X
Clostridium spp. X X X X
Serratia sp. X
Proteus sp. X X X
Hongos
Aspergillus spp. X X X
Rhizopus sp. X
Penicillium spp. X X X
Fusarium spp.
Saccharomyces sp. X X X X X

Segun Trillas y col. (2014) la microbiota presente en un compost depende del tipo de
sustrato de partida, el tipo de operacion y las condiciones ambientales externas.
Vargas y col. (2014) apuntan que la composicion de la microbiota fangica asociada al
proceso de compostaje es diversa, pero habitualmente se detectan géneros tales
como Aspergillus, Fusarium, Penicilium o Trichoderma entre otros, aunque las
poblaciones de Aspergillius suelen predominar. Los géneros Penicillium, Aspergillus,
Trichoderma y Fusarium son importantes solubilizadores de elementos poco
disponibles en el suelo como el fésforo, hierro etc., facilitando a la planta su absorcién
y transporte. Sin embargo, Anastasi y col., (2005) también reportan que existen otros
géneros, como las especies integradas al género Penicilillium, que se caracterizan por
un elevado potencial enzimatico que les permite la degradacion de las principales
macromoléculas presentes en la materia organica, tales como almidén, proteinas,
celulosa o hemiceluosa. Adema4s, actian como agentes de control biologico (bacterias
que controlan fitopatdégenos) y agentes promotores del crecimiento vegetal. Entre los
géneros bacterianos encontramos a los Azotobacter, Acetobacter, Azospirillum,

Pseudomonas y Bacillus (Trillas y col., 2014).

173



Capitulo 7: Proceso estdndar de compostaje doméstico

No existe un patrén de diversidad microbiana general en compostaje, pero se conoce
que el grupo de las bacterias alcanza mayores niveles en las fases mesodfilas y
termdfilas iniciales, decreciendo considerablemente en la fase de maduracion (Trillas y
col., 2014). Estas bacterias se convierten en un grupo muy competitivo debido a su
adaptacion a la disponibilidad de sustratos, temperatura, humedad y oxigeno. Grupos
de hongos y actinomicetos predominan en las fases de enfriamiento y maduracion, en
las cuales, polimeros como la lignina, celulosa y hemiceluosa constituyen los Unicos

sustratos disponibles (Trillas y col., 2014).

Ensayo ecotoxicoldgico del compost final

Confirmada la presencia de Bt, y una vez comprobada la existencia de cristales
paraesporales en el compost, se procedioé a realizar un ensayo ecotoxicologico para
asegurar que la aplicacion de compost enriguecido con Bt no tendria ningun efecto

perjudicial sobre el suelo.

Los ensayos ecotoxicologicos se utilizan para evaluar la toxicidad de una sustancia o
mezcla de sustancias hacia la fauna del suelo. Las pruebas de contaminacion del
suelo se han normalizado en Europa utilizando el colémbolo Folsomia candida
(Chenon y col., 2000). Entre las pruebas estandarizadas para suelos, la prueba de la
reproduccion de este colémbolo se encuentra entre las mas ampliamente utilizadas
(Filser y col. 2014). Los colémbolos son un grupo que es muy abundante en casi
cualquier entorno (Hopkin, 1997) y por lo general dominan los nimeros individuales de
los artropodos en suelos mas cultivables en todo el mundo (Filser y col., 2002). La
supervivencia y la reproduccion de colémbolo Folsomia candida en la muestra en
estudio bajo las condiciones de laboratorio, garantizan la no toxicidad del material en

estudio.

En el presente trabajo, afiadiendo dosis de aplicacién agrondmica realistas (1,9% p/p),
no se detectaron reducciones globales significativas en la supervivencia ni en la
reproduccion entre tipos de mezcla (Kruskal-Wallis test p= 0.78 y p= 0.37,
respectivamente). Al hacer comparaciones dos a dos, tampoco se detecté ningun
efecto significativo en la supervivencia y la reproduccién (Mann-Whitney test p <0,05).
La Tabla 7.11 presenta los resultados de la supervivencia y la reproduccion del
colémbolo. Las evaluaciones se realizaron al compostador control sin inéculo y al

compostador con inéculo de Bt.
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Tabla 7.11 Supervivencia y reproduccion de F. candida en un suelo agricola (control) y la
mezcla de éste con un compost convencional i con compost enrriquecido con Bt.

Muestra Supervivencia (%) Reproduccion (%)
Suelo control 100+ 5.3 100£11.5
Suelo + compost 98+5.7 108 +20.1
Suelo + compost 97 + 8.4 108 = 10.8
con Bt

Los resultados indican la inexistencia de efectos nocivos en la aplicacion del compost
en la especie indicadora, respecto al suelo control, en términos de supervivencia y
reproduccion, descartando efectos téxicos para el suelo a corto plazo a las dosis
probadas. No hay ninguna diferencia significativa entre los dos composts probados,
indicando la falta de efecto nocivo de la inoculacion con Bt. Los resultados son
representativos de los 28 dias siguientes a la aplicacion de los composts en el suelo

agricola estudiado, aungque no se pueden descartar efectos a mas largo plazo.

En resumen, el compost obtenido en ambos compostadores cumple con los
estandares de calidad establecidos en el R.D. 506/2013 sobre productos fertilizantes,
presentando humedad entre el 33-38%, contenido de materia organica del 60% Yy
relacion C/N de 13 (3% en peso de nitrdgeno en base seca). El material es estable
(IRD max, 0.9-0.5 g O2 kg*MO h?), libre de patégenos (ausencia de E. coli, S. aureus,
Salmonella sp. y Listeria sp.), con un indice de germinacion superior a 200%
(255-214%) indicando efectos no fitotoxicos y beneficiosos para su aplicacion al suelo.
Ademas, el compost prodecente del compostador donde se inoculé Bt contiene este
microorganismo a una concentracion de 2E+06 UFC gMS vy cristales paraesporales
correspondientes a la toxina que produce Bt. La concentracién de esta toxina y el
efecto biopesticida no se han determinado quedando este aspecto como propuesta de
trabajo futuro. Se podria también explorar la posibilidad de extraer Bt del material
sélido para su aplicacién por aspersion, pues en los extractos observados mediante

SEM se detecto el cristal toxico.
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8 Conclusiones

Las conclusiones derivadas del trabajo de investigacion son las siguientes:

* Los resultados obtenidos a diferentes escalas, principalmente en reactores de
10 L confirman la posibilidad de la valorizacion de distintos residuos orgénicos
por medio fermentacién en estado sdlido (FES) a través de un producto que
puede ser aplicado como enmienda orgénica para el suelo conteniendo

Bacillus thuringiensis (bacteria con poder biopesticida).

* Se seleccionaron dos residuos: uno de procedencia industrial (residuo de fibra
de soja procedente de una industria que produce leche de soja y otros
derivados) y otro de amplia produccién, de procedencia doméstica y comercial,
la Fraccion Organica de Residuos Municipales (FORM) recogida

selectivamente.

e Se seleccionaron las varierades kurstaki e israelensis de Bacillus thuringiensis
(Bt). La primera, con poder pesticida frente a lepidépteros y la segunda frente a
dipteros. Se ha observado que la variedad kurstaki ofrece mejores resultados
en FES.

e Se utilizaron técnicas respirométricas para el seguimiento de la actividad
biologica durante el proceso de FES. El seguimiento y evaluacion de la
poblacién de Bt se realiz6 mediante técnicas microbiol6gicas como el contaje
de células viables y esporas en placa, las tinciones y la microscopia electrénica
de barrido, demostrandose adecuadas tanto en condiciones estériles como no

estériles de residuo.

e Se concluye que en reactores de 500 mL es viable el crecimiento de Bt en
residuo de soja y en FORM a través del proceso de FES, logrando el
crecimiento optimo de Bt en residuos estériles a temperatura constante (30°C)
y aireacioén constante que asegure concentracion de oxigeno por encima del
15% (v/v).
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A escala superior, en reactores adiabaticos de 10L, se ha conseguido la
supervivencia de Bt en residuo de soja incluso alcanzando temperaturas
superiores a 60°C por un periodo corto de tiempo que permitieron eliminar
microorganismos patégenos. El producto final se demostr6 estable e
higienizado, apto para su aplicacion al suelo como enmienda orgénica

conteniendo Bt.

Se confirmo6 que la FORM estéril en fermentacion sumergida, puede suplir al
medio comercial a la hora de preparar el inéculo de Bt, consiguiendo ademas
un indculo aclimatado al sustrato en caso de utilizarse para FES. La utilizacién
de FORM estéril como medio de cultivo supone también una reduccion de

costes en materia prima.

En un medio no estéril y a escala 500 mL se concluye que la mayor proporcién
de indculo inicial puede favorecer el crecimiento de Bt. Cabe tener en cuenta
gue, en estas condiciones, se establece competencia entre Bt y la poblacién

microbiana propia del residuo.

En reactores adiabéticos de 10 L, trabajando en FES con residuo no estéril, el
incremento de la temperatura sumado a la carga bacteriana propia de la FORM
y la falta de aire dentro del reactor, son impedimentos para que Bt pueda

desarrollarse plenamente.

Cuando la matriz de FORM se ha mantenido en rango termofilo por un
promedio de 7 dias aproximadamente, se garantiza la reduccion de
competencia de los microorganismos nativos de la FORM, asegurando el
crecimiento de Bt. Las mejores condiciones para este crecimiento se dan al

homogeneizar regularmente el contenido del reactor.

Se ha desarrollado una estrategia de operacién en reactores de 10L que
permite el crecimiento de Bt en FORM mediante FES consitente en inocular Bt
después de la etapa termdfila del proceso. Las condiciones que se dan durante
esta etapa permiten reducir la carga microbiana propia de la FORM
favoreciendo el crecimiento de Bt. Ademas, con esta estratégia no se somete a
Bt a elevadas temperaturas. Se ha comprobado que la homogeneizacion del

material influye positivamente en el crecimiento de Bt.
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* La estrategia desarrollada, permite utilizar el material de un reactor de FES
como inéculo de un segundo reactor permitiendo la operacién en semicontinuo.
Esta estrategia podria ser extrapolada a escala industrial, asegurando obtener
un producto que proviene de un residuo que se ha mantenido en condiciones
termdfilas durante suficiente tiempo para cumplir con los estandares de

higienizacion.
* Se ha obtenido, mediante compostaje doméstico, un compost de calidad,

higienizado y estable que no supone efectos téxicos para el suelo y que puede

aplicarse a éste de forma beneficiosa conteniendo Bt y cristales paraesporales.

TRABAJO FUTURO

Los siguientes aspectos podrian ser de interés para complementar este trabajo de

investigacion:

1. Escalado del proceso.

2. Determinacion de los efectos biopesticidas del producto obtenido.
Estos dos puntos se desarrollaran dentro del proyecto DECISIVE (iniciado a Setiembre
de 2016). Los objetivos de este proyecto contemplan la produccion de biopesticida a
partir de digestato de FORM a escala piloto (100 L) y su aplicacion en campo para

determinar los efectos téxicos sobre organismos plaga especificos.

3. Busqueda de una técnica fiable que permita cuantificar la toxina de Bt en el

compost y también durante el proceso de FES en condiciones de no esterilidad.
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There is a growing generation of biodegradable wastes from different human activities from industrial to
agricultural including home and recreational activities. On the other hand, agricultural and horticultural
activities require significant amounts of organic amendments and pesticides. In this framework, the
present study evaluates the viability of soy fiber residue valorization as organic soil amendment with
biopesticide properties through aerobic solid-state fermentation (SSF) in the presence of Bacillus thur-
ingiensis (Bt). The experiments were performed first under sterile and non-sterile conditions at lab scale
using 115 g of sample and controlled temperature (30 °C). Bt growth was successful in sterile conditions,
obtaining 6.2 x 10" CFU g~ DM and 8.6 x 10'” spores g¢~! DM after 6 days. Bt survived on solid culture
under non-sterile conditions (3.8 x 10° CFU g~! DM and 1.3 x 10% spores g~! DM). Further, the valori-
zation process was scaled-up to 10 L reactors (2300 g) under non-sterile conditions obtaining a final
stabilized material with viable Bt cells and spores (9.5 x 10’ CFU g~ ! DM and 1.1 x 10% spores g~! DM in
average) after 9 days of SSF. These results confirm the possibility of managing biodegradable wastes by
their transformation to a waste derived soil amendment with enhanced biopesticide effect, in compar-
ison to traditional compost using a valuable and low-cost technique (SSF).
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1. Introduction

Organic wastes are worldwide produced in increasing amounts
from different sources. Many industrial wastes contain an organic
fraction or are mainly organic in nature. From those wastes, some
are biodegradable. In that case, preferred management options
include their valorization to obtain biogas, valuable products or a
soil organic amendment among others (Murthy and Naidu, 2012). A
good example are wastes from agro and food industries that are
hardly contaminated by substances that can prevent them from
being recycled into valuable products such as fertilizers, closing in
this manner the cycle: raw materials for agro and food products
come from agriculture and agricultural soils, thus valorization of
organic wastes from these industries into soil will contribute to
maintain soil fertility and compensate the loss of nutrients (Chiew
et al, 2015; Paradelo et al., 2013). Specifically, a local factory
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E-mail address: adriana.artola@uab.cat (A. Artola).
! Both authors contributed equally.
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produces soy milk and tofu and generates 20 t per week of soy
residues following grain processing. These soy residues are
currently treated by composting and/or used for livestock feed.
Furthermore, these soy residues are rich in water-insoluble in-
gredients including fiber in its majority, but also protein, fat, starch
and sugar. Thus, they can be potentially used as high quality media
for fermentation (Hiesh and Yang, 2004). About 1.1 kg of fresh
residue has been reported to be produced from every kilogram of
soybeans processed into soy milk or tofu (Khare et al., 1995). In fact,
different researchers explored the possibilities of soy wastes as raw
material in the production of organic acids, acetone, butanol,
ethanol or enzymes from fermentable sugars (Karki et al., 2011).
There is also the novel possibility of obtaining a soil amendment
with added biopesticide properties through solid-state fermenta-
tion processes in presence of Bacillus thuringiensis (Bt). Solid-state
fermentation (SSF) has been defined as the fermentation process
that involves a solid matrix and it is performed in the absence or
near absence of free water on a substrate possessing enough
moisture to ensure microorganisms’ growth and metabolism
(Pandey, 2003). The SSF process has been used in different studies
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for the production of high value added products such as enzymes,
biofuel, biosurfactants and biopesticides from many residues,
mostly working at laboratory scale (Murthy and Naidu, 2012;
Singhania et al., 2009). Thus, SSF is also presented as a viable
technique for waste valorization as a source of valuable products to
be considered in a biorefinery scheme (Forster-Carneiro et al.,
2013).

On the other hand, B. thuringiensis (Bt) is a spore former,
facultative anaerobic gram-positive bacterium present in soil, wa-
ter and plant surfaces. It is a producer of a paraesporal crystal
protein also called d-endotoxin. The toxin has a great potential to
cause mortality to insects belonging to different orders such as
Diptera, Coleoptera and Lepidoptera, pests that destroy more than
40% of the world's food, forage, and fiber production. Conversely,
these toxins are innocuous for plants, animals and human beings.
The biopesticides used in biological control of plagues are an
environmentally safe alternative to synthetic pesticides. They have
been used worldwide for many years for food crops and forestry
pests (Chandler et al., 2011).

The production of Bt based-biopesticides has been studied
mainly by submerged fermentation and applied at industrial scale,
with few studies in solid-state fermentation. In these cases,
different wastes have been used as substrates, such as soy residues,
wastewater treatment sludge, kitchen waste, wheat bran, among
others (Devi et al., 2005; Zhang et al., 2013; Zhuang et al., 2011). So
far, all the SSF studies have been performed under sterile conditions
and mesophilic temperatures (Pham et al., 2010; Smitha et al.,
2013).

Taking advantage of the ability of Bt to produce spores in
adverse conditions, the aim of this study is to valorize soy fiber
residue (from food industry) by SSF to obtain a soil amendment
with the biopesticide effect of Bt. In this sense, the challenge is to
make this specific bacterium grow in soy fiber residue under SSF
process without sterilization and under self-heating conditions
(which is the case of SSF at real scale with significant amounts of
waste) including two scales (500 mL and 10 L reactors). This is, to
our knowledge, the first study conducted under these conditions, as
a viability waste valorization test for future application at industrial
scale as a management option for different biodegradable organic
residues including industrial, agricultural and municipal wastes.

2. Materials and methods
2.1. Materials

Soy fiber residue (95.9% organic matter, C/N 12.2, pH 7.35) from
a local food industry in Barcelona (Spain) was used as substrate in
valorization tests. Wood sticks were mixed with soy fiber (1:1, v:v)
to add structure to the solid matrix and compensate the soy waste
high moisture content (83.78%). Soy fiber residue presented a dy-
namic respiration index (DRI) of 4.7 + 0.2 g O kg~! DM h~! that
indicates a high biodegradability (Ponsa et al., 2010), due to its N
and C content and availability. A strain of B. thuringiensis subsp.
kurstaki (ATCC 35866) was used in this study.

2.2. SSF at 500 mL and 10 L reactors

Both 500 mL and 10 L reactors were equipped with temperature,
airflow and oxygen monitoring and online calculation of the spe-
cific oxygen uptake rate, sOUR. This value was calculated as the
difference in O, content of input and output airflow per amount of
dry matter present in the reactor, following Equation (1):

P x 60 x 32

where sOUR is the specific oxygen uptake rate (g 0, kg~ DM h™1);
F, the airflow in the reactor (L min~'); yO,, is the oxygen molar
fraction in the exhaust gases (mol O, mol~'); P, the pressure of the
system assumed constant at 101,325 Pa; 32 is the oxygen molecular
weight (g O, mol 031); 60 is the conversion factor from minute to
hour; R, the ideal gas constant (8310 Pa L K~! mol™!); T, the tem-
perature at which F is measured (K) and DM, the dry matter present
in the reactor (kg).

The experiments at 500 mL scale were performed at constant
temperature (30 °C) in triplicate both in sterile and non-sterile
conditions as well as control test (without Bt inoculation, in trip-
licate) for a period of 6 days, using 100 g of soy residue with 5—10%
Bt as inoculum and properly mixed with wood sticks as bulking
agent (15 g). Constant aeration was provided at 15 mL min~.

Experiments at 10 L scale were performed with 2300 g of
mixture operating under near-adiabatic conditions (no tempera-
ture control). Aeration was provided following a control strategy
with sOUR as the control parameter in order to maximize biological
activity as detailed in Puyuelo et al. (2010). Runs were undertaken
for 20 days, taking samples in days 0, 6, 9, 13, 16 and 20. The mixture
was prepared by first mixing soy fiber and Bt inoculum (10%), and
adding in a second step wood sticks as bulking agent in a wet
weight ratio of 1:1.

Inoculum for SSF was prepared by culturing Bt in 5 mL nutrient
broth (Oxoid®, Powder 1%, Peptone 1%, NaCl 0.5%) at 30 °C and
130 rpm for 3 h, then 1 mL of the mixture was transferred to a
500 mL Erlenmeyer flask with 100 mL of liquid medium until
achieving 24 h of growing. Biomass was centrifuged (3500 rpm)
and the concentrated inoculum was applied to the substrate in the
500 mL reactors. In the case of 10 L reactors, a Bt-soy fiber mixture
obtained by SSF in 24 h at 500 mL scale (attaining viable cells and
spore counts of 3.5-10° and 4.6-10° CFU g~! DM) was used as
inoculum.

2.3. Analytical methods

Viable cells were quantified by mixing 10 g of solid sample with
90 mL of Ringer solution (NaCl 0.225%, KCl 0.001%, CaCl, 0.012%,
NaHCO3 0.005%) in a shaker at 130 rpm for 30 min. Serial dilutions
were prepared from this mixture, then plated on nutrient agar petri
dishes and incubated at 30 °C during 18 h. Manual counting of
viable cells was performed afterwards. To quantify the spore's
content, the diluted sample was maintained at 80 °C during 10 min,
followed by 5 min in a cold bath (iced bath) (Zhuang et al., 2011).
After this, the same procedure for viable cells was applied. In both
cases, results were expressed as the mean value of triplicates. The
viable cells are expressed as CFU (colony forming units) per gram of
dry matter of the solid matrix. Gram stain was used to differentiate
and identify Bt in the mixture and malachite green (Brock et al.,
1984) was used as a differential stain for bacterial endospores.
Scanning electron microscopy (SEM) was used (Evo® MA10, Carl
Zeiss) in order to identify the toxin morphologically.

The dynamic respiration index (DRI) of initial mixtures and final
products was measured in triplicate using a dynamic respirometer
(Ponsa et al., 2010) to evaluate the degree of biological stability and
final material stability. In this analysis, 100 g waste sample was
placed in an Erlenmeyer flask, containing a plastic net to support
the organic waste and provide an air distribution chamber, placed
in a water bath at 37 °C (Barrena et al., 2005). Airflow in the reactors
was manually adjusted by means of an air flow controller (Bronk-
horst Hitec, the Netherlands) to provide constant airflow, and
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modified when necessary to ensure minimum oxygen content in
exhaust gases of 10% v/v. Exhaust air from the flasks was sent to an
oxygen sensor prior dehumidification in a water trap. Both air flow
meters and oxygen sensors were connected to a data acquisition
system to continuously record these values for DRI calculation.
Equation (1) is also valid for DRI in the conditions of the analysis.

Germination tests were performed as proposed in Komilis and
Tziouvaras (2009) using radish seeds. 10 g (ww) of the final ma-
terial obtained in the 10 L reactors were mixed with deionized
water in an Erlenmeyer flask at a ratio of 10:1 (water volume, in ml,
to dry weight, in g) for 30 min at room temperature using a mag-
netic stirrer. The suspension was then filtered under vacuum using
a 0.45-pum filter. 10 radish seeds were plated in a Petri dish where
also 10 mL of filtrate were added. A control test was performed
adding 10 mL of deionized water instead of filtrate. Tests were
undertaken in triplicate. Petri dishes were left at room temperature
(22 °C) for seven days. After this period germinated seeds were
counted and root length measured. Germination percentage and
root length were expressed as a percentage of the corresponding
values of the control (Komilis and Tziouvaras, 2009).

MacConkey agar medium N°2 (Oxoid®) as described by Brock
et al. (1984) was used to evaluate the presence of Enter-
obacteriaceae in initial and final samples. As Bt toxicity has been
related to protease activity, this parameter was also determined.
The extraction and quantification of protease activity was realized
as described previously by Abraham et al. (2013). One unit of
alkaline protease activity was defined as 1 pg of tyrosine released
per minute and per g of DM of residue under the assay conditions.
Moisture content, organic matter content, total organic carbon
(TOC), total nitrogen Kjeldahl (TNK) and pH were determined ac-
cording to the standard procedures recommended by the Test
Methods for the Examination of Composting and Compost (2001).

3. Results and discussion

In a first step, the viability of Bt growth on soy fiber residue was
tested at lab scale (500 mL Erlenmeyer reactors) under sterile and
non-sterile conditions. Afterwards, to attain the main objective of
this work, experiments working under non-sterile and self-heating
conditions as well as at a pilot scale (10 L reactors) were under-
taken, simulating the conditions performed at industrial scale.

3.1. SSF experiments at 500 mL scale

SSF experiments were first performed in sterile conditions to
check the capability of Bt to grow in soy fiber residue. sOUR profiles
clearly showed the development of Bt in the solid matrix. The
maximum rate of oxygen consumption (SOUR max)was 2.8 +0.2 g

Table 1

Parameters obtained in sterile and non-sterile SSF experiments of soy fiber residue with

0, kg~! DM h~!, reached at day 2, after a lag phase of 16 + 8 h
(Table 1). The cumulative oxygen consumption for four days (COCy4)
was 236 + 2 g 0, kg~ ! DM.

Viable cells and spore count were performed in one of the
triplicates. Gram and malaquite green stains were used to confirm
the presence of Bt during the fermentation using microscopy
(x100). CFU at the moment of maximum sOUR were higher than
the initial inoculum (6.2 x 10" compared to 1.5 x 10° CFU g~! DM)
and remained at that order of magnitude. Besides, the amount of
spores counted at final stage (6 days) was 8.6 x 10'° spores g~! DM.
Both parameters showed the adequate development of Bt in the
selected solid matrix and agreed with previous SSF studies. Devi
et al. (2005) found that the production of Bt at lab scale on sterile
wheat bran medium was 6.6 x 10'° spores g~! DM and 1 x 10!
spores g~! DM when enriching medium with C and N sources.

Brar et al. (2007) and Yezza et al. (2006) found a correlation
between the toxicity of Bt (spore formation), the cell count and the
protease activity produced in submerged fermentation experi-
ments on Bt growth on sterile conventional media, wastewater and
wastewater sludge. Thus, protease activity was also determined in
this work. Protease activity values obtained in days 3 and 6 were
1282 + 32 and 1357 + 18 U g~ ! DM respectively. The protease yield
was much higher than that obtained in SmF at the same scale in
sterile conditions (336 + 8 U g~! DM) and in previous SSF experi-
ments using the same residue in non-sterile conditions without the
addition of Bt (310 + 9 U g~ ! DM, Abraham et al., 2013).

With the aim of checking the viability of valorizing the waste as
obtained from the industrial process, a second experiment was
performed in non-sterile conditions. The amount of inoculum was
increased from 5 to 10% due to the possibility of major competition
with autochthonous microorganisms. The experiment was per-
formed twice (Test 1 and Test 2) in triplicate using soy fiber
collected at the food industry in two different days. The results of
the fermentation are summarized in Table 1. Values for sOURmax
and COC4 obtained in SSF in presence of Bt were lower than the
values obtained in the reactors without Bt addition. Total oxygen
consumed in Bt reactors was 13% and 10% less than in non-
inoculated soy fiber reactors. Bt growth can induce a reduction of
biodiversity in the solid matrix, implying lower rates of oxygen
consumption compared to the native microbial population.
Contrarily, the lag phase was shorter in Bt experiments (21% and
69% respectively), suggesting a fast adaptation of Bt during the
initial phase of SSF. Values of sOURmax under non-sterile condi-
tions are higher than those obtained in the tests with the sterilized
soy residue while the lag phase is shorter when non-sterilized
waste is used. This comparison suggests that the activity of Bt
progresses in parallel to the activity of the microorganisms origi-
nally present in soy fiber residue contributing to organic matter

Bt inoculum (6 days of fermentation).

sOURmax (g O, kg~! COC4 (g O, kg='  Lag phase Final spore count Final viable cells Protease Activity
DM h™1) DM) (h) (CFU g~ ! DM) (CFU g DM) (Ug ' DM)
Sterile test
Soy + Bt (1.5 x 10° CFU g~ 2.8 + 0.2 236 +2 16+ 8 8.6 x 10'° 6.2 x 10" 1282 + 32 (3d)
DM) 1357 + 18 (6d)
Test 1 (non-sterile)
Soy 6.5+ 0.7 325+1 6.5+1.0 na. n.a. n.a.
Soy -+ Bt (4.3 x 10°CFU g 4.8 + 0.7 292 + 13 52+06 1.3 x 10%+2.83 x 107 3.8 x 10°+7.7 x 107 616 + 18 (3d)
DM) 497 + 17(6d)
Test 2 (non-sterile)
Soy 7.0+ 09 319 + 51 46+ 15 na. n.a. n.a.
Soy -+ Bt (43 x 10°CFU g ! 59+ 1.6 277 + 20 14+05 na na. na.
DM)

sOUR: specific oxygen uptake rate; COC4: cumulative oxygen consumption in 4 days; n.a. not analyzed. Results are a mean + SD of three values.
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degradation and stabilization.

Protease activity values obtained after 3 and 6 days of experi-
ment were 616 + 18 and 497 + 17 U g~ ! DM respectively, values
clearly lower than those obtained on sterile soy waste and higher
than those reported in Abraham et al. (2013) for non-sterile soy
residue without Bt addition. Thus, the presence of Bt increases the
production of proteases from non-sterile soy fiber waste although
better conditions for the production of these enzymes seem to be
found under sterile conditions.

Viable cells and spore counts were performed only in one of the
replicates. The results showed a slight decrease in the number of
viable cells during the experiment (from an initial value of 4.3 x 10°
to a value of 3.6 x 10% CFU g~! DM at day 6) probably due to the
consumption of the nutrients and to the ending of the exponential
Bt growth, or due to competition with other microorganisms.
Finally, at 6 days of SSF, a production of spores due to adverse
conditions was detected (1.3 x 108 spores g~ DM). Viable cells and
spores in the final material indicate that Bt is able to survive in a
non-sterile soy fiber waste after 6 days of a SSF process. SEM
(Scanning Electron Microscopy) image in Fig. 1a reveals the pres-
ence of the toxin produced by Bt since this toxin has rhomboidal
shape and has been previously recognized using this technique
(Swiecicka et al., 2008).

3.2. 10 L reactors scale-up

Bt growth was investigated under non-sterile conditions and
with no temperature control (self-heating of the material) in 10 L
adiabatic reactors simulating the real conditions that would be
found in a full-scale SSF, composting-like, process. The metabolic
heat generated during waste degradation was accumulated and a
dynamic profile of temperature was developed. This allowed
determining the effect of temperature on Bt growth and the pos-
sibility of waste hygienization. Fig. 2 shows temperature and SOUR
profiles for a control reactor without inoculation (R1) and for the Bt
inoculated reactors in duplicate (R2 and R3). Viable cells and spore
counts are also shown for the latest (Fig. 2b and c). Table 2 sum-
marizes the initial and final values of other process parameters (pH,
water content and DRI) as well as initial and final total cell count,
total oxygen consumption along the SSF processes and results of
the germination tests. As stated above, aeration was provided ac-
cording to a SOUR control strategy to maximize biological activity.
There was a moisture increase in the material due to the use of
completely closed reactors since a significant part of the water
produced during SSF is retained inside the reactor as condensate in
vessels’ cover affecting moisture content of the upper material
layers.

As can be seen in Fig. 2, temperature reached the thermophilic
range (>45 °C) in the first day of the process. Maximum tempera-
tures achieved were 60.1 °C (R1), 63.3 °C (R2) and 65 °C (R3)
occurring in day 3 of process in the case of control reactor and in
day 2 for reactors R2 and R3 containing Bt. Temperatures over 45 °C
were maintained during 6.3 days in R1, 3.6 and 4.7 days in R2 and
R3 respectively. This difference can be due to the presence of Bt
inoculum previously acclimated to soy waste and active in
degrading organic matter at initial temperatures. Higher temper-
atures and higher sOUR values in R2 and R3 when compared to R1
could lead to a lower amount of degradable organic matter in Bt
inoculated reactors to support a longer thermophilic phase. Lag
phase in R2 and R3 is almost non-existent compared to R1 (12 h).
Temperature and sOUR profiles show a peak after material sam-
pling and mixing (days 5 and 8) due to the enhancement of organic
matter availability as observed by Abraham et al. (2013). Total ox-
ygen consumed (Table 2) shows no real difference between Bt
inoculated reactors and control. Final DRI values are characteristic

Fig. 1. SEM images of the parasporal Bt crystal and spores: a) product obtained at lab
scale (10kX) and samples taken after 60 h of process at 10 L reactors (70 kX) b) R2 and
c) R3.

of a very stable material (Ponsa et al., 2010). Germination index
over 100% in all samples indicate no phytotoxic effects of the ma-
terial. Thus, the compost obtained in the three reactors can be
considered as a mature and stable material adequate for soil
application (Komilis and Tziouvaras, 2009).

Values of sOUR in Fig. 2 indicate significant microbial activity
until day 10 of the process approximately in the three reactors. In
this period, viable Bt cells were maintained almost constant in R2
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Fig. 2. Temperature profile (solid line), SOUR evolution (dashed line), viable cells (VC)
(triangle) and spore counts (SC) (circle) for SSF test 10 L Reactors: a) R1 (control, no Bt);
b) R2 (Bt inoculated) and c) R3 (Bt inoculated).

highest spore and viable cells concentration with enough stability
of final product. In any case, results evidence that Bt can resist
thermophilic temperatures that would be achieved in a full-scale
waste treatment plant during waste processing and is capable of
competing with microorganisms already present in soy waste
without addition of supplementary nutrient or applying any pre-
treatment to waste. This fact will enhance the possibilities of in-
dustrial scale utilization of soy fiber residue for Bt enriched soil
amendment production. Zhuang et al. (2011) obtained values over
100 for viable Bt cells and spore counts working with sterilized
sewage sludge in 8 L SSF reactors operating at constant tempera-
ture, enhancing Bt growth with the addition of wheat bran and
straw powder. Zhang et al. (2013) attributed to the difficulty of
maintaining process temperature at desired values the decreased in
spore count from 10'° working with 4 kg to 10° working with 50 kg
of sterilized kitchen waste.

Finally, SEM images of the final material in R2 and R3 (Fig. 1b
and c) show Bt spores and the characteristic rhomboidal shape 3-
endotoxin crystals, confirming presence of Bt in the fermented
solid matrix. The protease activity values obtained in R2 and R3
were 392 and 290 U g~ DM respectively and correspond to the
period of maximum biological activity and maximum temperature
achieved in the SSF process. These values were lower than the
obtained at 500 mL scale at the same conditions but 30 °C. Tem-
perature rise in 10 L reactors due to scale up could affect the pro-
duction of these enzymes.

In addition, hygienization tests of final product were performed.
While enterobacteriaceae were present in fresh waste samples,
they were absent in the final material from R1, R2 and R3 (Table 2).
Thus, a sanitized material was obtained with a significant content
of Bt cells and spores in the cases of R2 and R3.

In conclusion, the results obtained at different scales, mainly in
10 L reactors, confirm the possibility of soy fiber waste valorization
by means of SSF process through a product that can serve as soil
amendment with enhanced biopesticide effect. This process can be
also explored as potential valorization route for other type of
organic wastes as obtained in the industrial plant or collection
system, including organic fraction of municipal solid wastes,
wastewater sludge or other agro or food industrial wastes.
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