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Bacillus subtilis BL 1808 (CECT 7312) degradador del
maderdn y procedimiento para su aplicacion.

Cepa bacteriana Bacillus subtilis BL 1808 (CECT 7312),
caracterizada por su capacidad degradadora del made-
rén, material compacto obtenido por moldeo, formado por
una matriz organica de residuos organicos, agrarios o fo-
restales, previamente reducidos a harina o polvo impal-
pable, y una mezcla de resinas sintéticas polimerizables.
Esta cepa ha sido aislada y caracterizada para su ino-
culacion en la matriz organica del mader6n durante su
proceso de fabricacién, mediante una operacién que con-
siste en crear una mezcla homogénea de un concentrado
de microorganismo con la harina o polvo de los residuos
lefiosos hasta su desecacion, como fase previa a la de
mezclado con las resinas polimerizables. Tiene especial
aplicacion en la fabricacién de ataudes y féretros fune-
rarios de dicho material, a fin de hacerlos parcialmente
autodegradables una vez enterrados.
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DESCRIPCION
Bacillus subtilis BL. 1808 (CECT 7312) degradador del mader6n y procedimiento para su aplicacion.

La presente invencién se refiere a una cepa del microorganismo Bacillus subtilis (BL 1808, c6digo interno del
laboratorio) para ser inoculado en la matriz del maderén de los ataddes y féretros funerarios fabricados con este mate-
rial, resultado del moldeo de una pasta de residuos orgdnicos con resinas sintéticas polimerizables, a fin de provocar su
degradacion una vez enterrados. La invencién comprende también el procedimiento por el cual dicho microorganismo
se aplica al maderén durante su proceso de fabricacion para que realmente sea eficaz.

Si bien la finalidad de la invencién es conseguir atatides y féretros de maderén parcialmente autodegradables una
vez enterrados, puede aplicarse igualmente a otros contenedores o productos del mismo material que requieran de
dicha cualidad.

La cepa Bacillus subtilis BL 1808 ha sido depositada con fines de patente en la Coleccién Espafiola de Cultivos
Tipo (CECT), con fecha 16 de octubre de 2007, donde se le ha asignado el niimero 7312. La CECT tiene su sede en el
edificio de investigacion de la Universidad de Valencia, sito en el campus de Burjassot (DP 46100 - Valencia, Espafia).

La invencién se encuadra dentro del campo de la biotecnologia, al disponerse de una cepa bacteriana que permite
hacer del maderdn un producto autodegradable bajo tierra, asi como del procedimiento idéneo para su aplicacion.

Estado de la técnica

Maderén es el nombre comercial admitido por la normativa técnica espafola, de un material compacto obtenido
por moldeo de una pasta formada por una mezcla de residuos lefiosos y forestales, especialmente cdscaras de frutos
secos (almendras, avellanas, pifiones, etc.), previamente reducidos a harina o polvo impalpable, con resinas sintéticas
polimerizables, al margen de una serie de aditivos y colorantes.

Se trata de un material de invencién y desarrollo tecnolégico nacional, que dio lugar a la solicitud de patente nimero
P9002403, concebido para la fabricacion por moldeo de articulos compactos de todo tipo, tales como atatides, bailes,
cajas de instrumentos musicales, altavoces, estuches para joyeria, paneles, puertas y partes componentes de mobiliario
y construccidn, y un largo etcétera, si bien donde ha encontrado una gran aplicacién en la actualidad, y de hecho fue
el objetivo de la sefialada patente, es en la fabricacidn de ataddes, féretros comunes para sepelios, especialmente los
destinados a la incineracién, ya que el material de base, tras la combustion, deja un minimo de residuos sélidos.

Hasta la aparicién de maderdn, la mayoria de los contenedores de madera, y en particular a lo que a ataides se
refiere, se fabricaban a partir de piezas de este producto natural, lo que suponia un laborioso proceso de produccién
y acabado final, que conllevaba un elevado coste, agresién al medio ambiente, y, en el caso particular de atatdes
destinados a incineracion, un exceso de residuos sélidos tras la combustion dificilmente eliminables, problemas estos
que hoy se encuentran bien resueltos por el procedimiento alternativo de fabricacién por moldeo en base a maderdn.

En efecto, el procedimiento de la referida patente espafiola P9002403, “Procedimiento de fabricacién por moldeo
de articulos compactos y material de base para su realizacién”, solventa los inconvenientes indicados, derivados de la
utilizacion de la madera natural, mediante la utilizacién de un material compacto, el maderdn, cuya fase terminal de
composicion se lleva a cabo en la propia operacién de moldeo mediante un proceso de polimerizacién a temperatura y
presion controlada, a partir de una pasta de material sintético formado por una mezcla de harina o polvo impalpable de
residuos lefiosos, forestales o agricolas, especialmente cdscaras de frutos secos (almendras, avellanas, pifiones, etc.),
con unas resinas sintéticas polimerizables en contacto entre si, con catalizadores y colorantes.

Entre estas resinas sintéticas polimerizables entre si, resultan especialmente indicadas las resinas Poliolpoliéter
con catalizador aminado (conocida como Poliol 9120) y la 4,4 diisocianato difenilmetano (MDI, mas conocido como
Isocianato), de férmula empirica CISH1002N2, resinas del tipo de alcohol polivinilico o similares.

Los ataudes y féretros fabricados por este procedimiento ofrecen la ventaja de poder obtener todo tipo de formas en
un Unico cuerpo principal (crucifijos, imdgenes, relieves,...), debido a la propia técnica de moldeo, con la posibilidad
ademads de poder ser sometidos a las operaciones convencionales de mecanizacion (taladrado, atornillado, lijado, etc.)
y de acabado superficial (pintado, barnizado, lacado, etc.), consiguiéndose una buena imitacién de la madera.

Por otro lado, en lo que respecta a los atatides y féretros destinados a incineraciones, las cualidades y la com-
bustibilidad de los integrantes de la mezcla que compone maderdn, garantizan una incineracién rdpida y perfecta y
una disminucién médxima de los residuos propios, que practicamente quedan limitados a los de la harina o polvo de
residuos lefiosos, lo cual evita los problemas derivados de la incineracién de los atatides cldsicos de madera, que dejan,
tras la combustion, una cantidad de residuos sélidos considerables que, ademads de tener que ser eliminados, suponen
una sustancial alteracion de los restos orgdnicos incinerados y del volumen ocupado finalmente por el conjunto.

Por todo ello, la gran aplicacién actual del maderdn es en la fabricacién de atatides, especialmente los destinados a
sepelios por incineracion. Tanto es asi, que por resolucidon n° 16752, de 15 de julio de 1985, de la Direccion General de
la Salud Publica, se autorizé ya el “uso de material sintético denominado comercialmente Maderdn para la fabricacién
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de féretros comunes” y que se ajusta a las caracteristicas contenidas en la norma UNE 11-031-93, siendo valido tanto
para inhumaciones como para incineraciones. Asimismo ha sido homologado como féretro especial para traslados por
el Director General de Salud Publica de la Consejeria de Sanidad de la Comunidad de Madrid, segtin Resolucién de
17 de marzo de 2000.

Sin embargo, pese a las sefialadas virtudes de maderén que le han convertido en material oficialmente recomen-
dado para ataddes y féretros, incluso material homologado en lo que respecta a los féretros para traslados, el material
presenta un inconveniente cuando su uso son los féretros destinados a sepelios por inhumacion, que es la gran len-
titud con que se produce su degradacién, dado la arquitectura de su composiciéon y al hecho de que sea un material
completamente hidréfugo (impermeabilizante y aislante frente a la humedad).

Una caracteristica deseada de los ataides para sepelios es la de su rdpida degradacién una vez enterrados, de
forma digamos simultanea a la de los cuerpos orgédnicos que encierran; de lo contrario, con el tiempo pueden existir
problemas derivados de gases de descomposicidn, sobrepresiones, etc. Pues bien, en el caso de maderdn hay que decir
que esta degradacidn no llega a producirse ni tan siquiera en las condiciones dptimas para la biotransformacién de la
materia organica.

La invencién que da lugar a la presente solicitud de patente, tiene precisamente la finalidad de dar solucién e este
problema, haciendo del maderén un material para atatides destinados a sepelios por inhumacién tan ventajoso, si cabe,
como para los atatides destinados a incineracion.

Se sabe que mader6n cuenta con una matriz orgdnica, formada por las cdscaras trituradas de frutos secos y otros
residuos orgénicos y forestales, y un cuerpo de composicién sintética, constituido por las resinas polimerizantes y sus
aditivos. El problema viene de que la matriz orgdnica requiere de un conjunto de condiciones para su biodegradacion,
que no se dan dentro del propio material en que se encuentra.

Las investigaciones realizadas por el equipo inventor han permitido encontrar un microorganismo capaz de de-
gradar la matriz orgdnica de maderdn. Pero esta caracteristica no resulta determinante por si misma, ya que ese mi-
croorganismo debe tener la mayor accesibilidad a la matriz del compuesto para ser eficaz, por lo que profundizando
en la investigacidén se ha desarrollado un procedimiento de aplicacién del microorganismo a dicho material objeto de
degradacion.

La invencién es importante, ya que no existen ensayos publicados sobre la degradacién de “maderén” como mate-
rial complejo, ni microorganismos descritos como competentes para su biotransformacion, lo que supone un problema
sin resolver sobre el uso de este material, cuando es esa una de sus finalidades. Sirva como ejemplo su empleo en la
fabricacion de féretros.

La invencion

El referido microorganismo degradador del maderdn, objeto de la presente invencién junto con el procedimiento
para su aplicacion, es el Bacillus subtilis BL. 1808 (CECT 7312), un microorganismo del género Bacillus que ac-
tiia primero de forma directa mediante la biodegradacién de la matriz organica del material, y después, de forma
indirecta sobre el cuerpo de composicidn sintética, por la accién de los metabolitos 4cidos derivados de los sub-
productos microbianos resultantes de la biotransformacién organica, que favorece el ataque quimico de las resinas
polimerizadas.

Una vez aislado y caracterizado, se ha constatado que Bacillus subtilis BL1808 presenta una actividad bioquimica
indicadora de su potencial capacidad de provocar la degradacién de la matriz orgdnica del maderdn, formada a partir de
las cdscaras de frutos secos y otros residuos lefiosos y forestales, en aquellos productos que requieran biodegradarse,
como es el caso particular de los ataides y féretros funerarios una vez enterrados.

Entre sus caracteristicas destacan las siguientes:

Es un microorganismo mesdfilo, por lo que la temperatura ideal de incubacién debe situarse entre los 28 a 40
grados centigrados; pero mantiene una tasa de crecimiento a temperaturas de entre 10 a 28°C siempre que se den las
condiciones ecofisioldgicas que la bacteria requiere.

Asimismo, la fase esporulada del microorganismo es termorresistente, de manera que soporta temperaturas por
debajo de 80°C durante largos periodos de tiempo, lo que le hace ideal para ser incluido en la matriz organica durante

el proceso de fabricacion de las distintas piezas.

Mantiene un metabolismo aerobio-anaerobio facultativo y es capaz de biotransformar “maderén” en ambas condi-
ciones.

Se comporta como dcido tolerante pero mantiene una tasa de biotransformacién éptima en pH de 5,5 a 7.

Tiene una actividad degradadora de las grasas esterasa, esterasa lipasa y lipasa.
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Ademds, es un microorganismo que resiste periodos de desecacion larguisimos y se presenta viable aunque pase
mucho tiempo desde la fabricacion de los productos sobre los que se aplica hasta su empleo. En el caso de los atatdes,
resiste en la matriz del material sin desnaturalizarse, aunque los ataides estén almacenados durante largos periodos de
tiempo, con la capacidad de activarse en el momento de ser enterrados (justo para cuando estd ideado su uso).

Cabe también destacar que se trata de un microorganismo que no presenta factores de virulencia, por lo que es
inocuo para la salud humana durante el procedimiento de aplicacion, y a la vez, es beneficioso para el medio ambiente
puesto que tiene una alta como biotransformante.

Por tanto, Bacillus subtilis BL 1808 puede ser utilizado para su aplicacién en cualquier material clasificado como
maderdn, es decir, obtenido por moldeo de una pasta formada por una mezcla de residuos organicos, agrarios o fores-
tales, normalmente cdscaras de almendras, avellanas, pifiones y otros frutos secos, previamente reducidos a harina o
polvo impalpable, con resinas sintéticas polimerizables, con el objeto de incrementar notablemente su capacidad de
degradacion.

El procedimiento desarrollado para la aplicacién eficaz de Bacillus subtilis BL 1808 a dicho material sintético de
atatdes, féretros funerarios y cualesquiera otros productos objeto de degradacién, y que también se reivindica como
de propia invencion, consiste basicamente en la inoculacién del microorganismo en la matriz organica del maderén
durante su proceso de fabricacion, mediante una operacidon realizada una vez triturados los residuos lefiosos, agrarios
o forestales de partida, por la cual se crea una mezcla homogénea de un concentrado de microorganismo con la harina
o polvo resultante de dichos residuos, continudndose después con el procedimiento de mezclado de este subproducto
con las resinas sintéticas polimerizables, de la misma forma que se viene haciendo con la fase orgdnica carente de
microorganismo.

La ventaja conseguida con la presente invencién queda clara a la vista de lo que antecede: el disponer de una cepa
bacteria capaz de degradar el maderdn, asi como su procedimiento de aplicacion a la matriz orgdnica de este material,
consiguiéndose que los atatides y féretros fabricados en base al mismo, especialmente los destinados a sepelios por
inhumacidn, sean facilmente degradables una vez enterrados, lo que hasta ahora no era posible.

Modo de aplicacion

El procedimiento por el cual actualmente se fabrica los atatdes y féretros de maderdn es bdsicamente el preconiza-
do por la patente de invencion arriba referenciada, que data del afio 1990. En esencia consiste en la preparacién previa
a la fase de moldeo, de una pasta formada por una mezcla de la harina o polvo de los residuos lefiosos con las resinas
sintéticas polimerizables en contacto entre si, con catalizadores y colorantes. La mezcla se lleva a cabo en dos fases
independientes: por una parte, se mezcla una de las resinas con la harina o polvo de los residuos, en una proporcién
de 20 a 30% de esta ultima respecto al de la resina utilizada, mientras que por otra parte, ¢ independientemente, se
mezcla asimismo una proporcion andloga de la propia harina con otra resina manteniendo ambas mezclas separadas
y bajo agitacién, a temperaturas de 22 a 28°C, a la vez que se les afiade un 1 a 5% en peso de pigmentos de 6xidos
minerales.

Asi formadas las dos mezclas y preparado el molde correspondiente, dotado de sistema de calefaccién y refrigera-
cién para mantener una temperatura constante, y con la forma exacta y completamente acabada del atadd o féretro a
obtener (relieves, grabados superficiales tales como crucifijos, imitacién de acolchados, etc.), se mezclan intimamente
dichas mezclas a partes iguales y se vierte acto seguido la cantidad adecuada de la masa resultante en el interior del
molde, inicidndose de forma espontdnea e imparable el proceso de polimerizacién, hasta quedar conformada la pieza
en el interior del molde.

Para la inclusion de la cepa propuesta como invencién, el microorganismo BL 1808 CECT 7312, en la matriz
del maderdn y asi obtener ataddes y féretros con la capacidad de autodegradarse una vez enterrados, la cepa debe
tener unas condiciones ecofisioldgicas adecuadas. Entre estas caben destacar dos: en primer lugar, es fundamental
la accesibilidad del microorganismo hasta la matriz orgdnica del maderén, por lo que es deseable que quede incluida
durante el proceso de fabricacién, y en segundo lugar, debe disfrutar de disponibilidad de agua, lo cual estd garantizado
por la humedad de un entorno subterrdneo.

El ataque bioldgico se produce desde fuera hacia adentro del material. Las esporas de la cepa al germinar dejan
un poro por el que penetra el agua hasta la espora siguiente, siendo el flujo de agua originado el que permite la
germinacion de las bacterias y la biodegradacion de la matriz orgénica de “maderon” en toda la pieza.

El in6culo de la bacteria en la matriz orgénica del maderén puede preparase a partir de cualquier medio general
completo y complejo. Debe inocularse al producto final a partir de la fraccidn orgdnica en una temperatura de hasta
70°C, por lo que es perfectamente compatible con el procedimiento de mezclado usual, realizado a temperaturas de 22
a 28°C.

El procedimiento empleado es el siguiente: Tras el cultivo, se procede a un centrifugado y concentrado del micro-
organismo. El volumen y concentracién de la bacteria debe adecuarse al disefio de la pieza a biodegradar, en nuestro
caso, el atadd funerario. Se elimina el sobrenadante del concentrado, y el depésito se mezcla homogéneamente con
la harina o polvo impalpable de los residuos lefiosos, normalmente cdscaras de almendra para los ataides, hasta su
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desecacion. De este modo, resulta la fraccion orgdnica completa, que incluye al microorganismo, que es la que se
mezcla con las resinas sintéticas polimerizables siguiendo el procedimiento arriba apuntado.

Pruebas y experimentos realizados que justifican la eficacia de la invencion

A continuacidn se expone el ensayo en el que se valora la capacidad degradativa de la bacteria cuando la accesibi-
lidad de esta es idénea y las condiciones de reincubacion son ptimas para el microorganismo en comparacion con un
empleo normal del material maderoén.

El ensayo consiste en medir la tasa de degradacién de maderén en el suelo, mediante una serie de probetas incu-
badas bajo tierra, antes y después del tratamiento con la cepa Bacillus subtilis BL 1808 CECT 7312, y comparar los
resultados obtenidos.

Primero se incubaron probetas de maderén sin tratar a una profundidad de 30 centimetros en campo abierto y en
suelo libre. Se incubaron tres probetas para cada valor.

La Tabla I muestra la valoracién de la tasa de degradacion de maderdn en suelo libre, donde Po es la media de la
variable “peso de la probeta de “mader6én” en gramos antes de ser enterrado P1 es la media de la variable “peso de
la probeta “maderén” en gramos después de un afio, P2 corresponde al cédlculo de la variable “peso en gramos de la
probeta de “Mader6n” degradada (Po-P1), y T1 es la tasa de degradacion de la probeta de “maderén” por dia (P2/365)
en gramos.

TABLA1
Po Pl P2 Tl
Suelo 1: 1,9156 1,919 0,037 1,01 1077
Suelo 2: 2,624 2,618 0,006 1,64 107
Suelo 3: 2,173 2,144 0,029 7,94 10°
Suelo 4: 2,181 2,168 0,013 3,56 107°
Suelo 5: 2,343 2,327 0,016 4,38 107°
Suelo 6 2,394 2,371 0,023 6,3 107
Suelo 7: 2,205 2,211 0,006 1,64 107°
Suelo 8 : 2,278 2,266 0,012 3,45 107°

Después se procedi6 al tratamiento de las probetas de maderdn con la cepa bacteriana Bacillus subtilis BL 1808. El
tratamiento consistié en la inmersién en un medio minimo de las probetas en las que se habia incluido un inocul6 una
suspension de 1 ml de la cepa a una concentracién estandar de 0,5 McFarland. Se incubaron 3 probetas de “maderén”
para cada valor. La condiciones de incubacion fueron segtn los requerimientos ecofisiolégicos de la cepa.

La Tabla II recoge la valoracién de la tasa de degradacién de “Maderén” después de tratamiento con la cepa de B.
subtilis BL1808 CECT 7312, donde Po es la Media de la variable “peso de la probeta de “maderén” en gramos antes
de ser tratado, P3 la media de la variable “peso de la probeta “maderén” en gramos después 3 dias de tratamiento, P4
el cdlculo de la variable “peso en gramos de la probeta de “Maderén” degradada (Po-P3), y T2 la tasa de degradacién
de la probeta de “maderén” por dia (P4/365) en gramos.

TABLA II

Po P3 P4 T2

Cepa B. subtilis
CECT 7312 2,315 2,300 0,015 0,005

La Tabla III compara la tasa de degradacién por dia entre el tratamiento en suelo libre y el tratamiento en presencia
de la bacteria. Tc=T2/T1.
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TABLA III
T2 T1 T2/T1
Suelo 1: 0,005 1,01 107° 49,5
Suelo 2: 0,005 1,64 107 304,87
Suelo 3: 0,005 7,94 107 62,97
Suelo 4: 0,005 3,56 107 140,45
Suelo 5: 0,005 4,38 107 114,15
Suelo 6: 0,005 6,3 107 79, 36
Suelo 7: 0,005 1,64 107 304,87
Suelo 8: 0,005 3,45 10°° 144,92

La Tabla IV muestra la estadistica descriptiva de la variable Tc.

TABLA IV

Frecuencia=8

Media = 150,136

Varianza = 10290,9
Desviacién tipica = 101,444
Minimo = 49,5

Maximo = 304,87

Rango = 255,37

Asimetria tipi. = 1,12205
Curtosis tipificada = -0,336348

La Tabla V muestra la actividad enzimdtica de la cepa a las 24 horas segtin el método API ZYM BioMerieux®©

TABLA V
Actividad Actividad Actividad
Cepas Esterasa Esterasa-Lipasa Lipasa
Cepa B. subtilis
CECT 7312 40 nm/ul 60 nm/ul 60 nm/ul

Los resultados obtenidos permiten concluir que el efecto degradador de la bacteria B. subtilis BL1808 CECT 7312
sobre el material maderon es, de media, 150 veces mayor que la misma actividad en ausencia de esta bacteria. Esta
capacidad degradativa puede incluso registrar valores 304 veces superiores a estos.

Generalmente los estudios dirigidos hacia la biodegradacién se han realizado bajo condiciones de anaerobiosis
pero no exclusivamente. Nuestro estudio se ha realizado en condiciones aerobias lo que puede generar alternativas a
los diferentes métodos de biodegradacion.

Aplicacién industrial
La invencidn expuesta tiene una aplicacion industrial sobresaliente, dado que se ha sido concebida para resolver

un problema de la industria de atatides y féretros destinados a sepelios por inhumacién, que es lenta y dificultosa
degradacion una vez enterrados.
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REIVINDICACIONES

1. Bacillus subtilis BL. 1808 (CECT 7312), microorganismo del género Bacillus, caracterizado por su capaci-
dad degradadora del maderdén, material compacto formado por una matriz orgdnica de residuos organicos, agrarios o
forestales, y una mezcla de resinas sintéticas polimerizables, actuando primero de forma directa mediante la biodegra-
dacién de la matriz organica, y después, de forma indirecta sobre el cuerpo de composicién sintética, por la accién de
los metabolitos dcidos derivados de los subproductos microbianos resultantes de la biotransformacién orgédnica, que
favorece el ataque quimico de las resinas polimerizadas.

2. Uso de Bacillus subtilis BL 1808 (CECT 7312), segtin reivindicacién 1, para su aplicacion en cualquier material
obtenido por moldeo de una pasta formada por una mezcla de residuos organicos, agrarios o forestales, previamente
reducidos a harina o polvo impalpable, con resinas sintéticas polimerizables, con el objeto de incrementar su capacidad
de degradacion.

3. Uso de Bacillus subtilis BL 1808 (CECT 7312), segtin reivindicacién 2, para su aplicacién en cualquier material
obtenido por moldeo de una pasta formada por una mezcla de cdscaras de almendras, avellanas, pifiones y otros frutos
secos, previamente reducidos a harina o polvo impalpable, con resinas sintéticas polimerizables, con el objeto de
incrementar su capacidad de degradacion.

4. Procedimiento para la aplicacién del microorganismo Bacillus subtilis BL 1808 (CECT 7312) en el material
maderén a los fines de las reivindicaciones anteriores, caracterizado esencialmente por la inoculacién del microorga-
nismo en la matriz orgédnica del maderén durante su proceso de fabricacién, mediante una operacidon que consiste en
crear una mezcla homogénea de un concentrado de microorganismo con la harina o polvo impalpable de los residuos
lefiosos, hasta su desecacion, como fase previa a la de mezclado con las resinas polimerizables.
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