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1.1  Introduction 

1.1.1  Bacillus subtilis from soil to industry 
The  Grampositive  genus  Bacillus  includes  many  rodshaped,  aerobic, 
endosporeforming bacterial  species. This genus  is  generally  nonpathogenic, 
with some exceptions i.e., Bacillus anthracis, and some opportunistic pathogen 
species such as Bacillus cereus (Messelhäußer & Schulz, 2018; EhlingSchulz 
et al., 2019).   
The most studied among Bacillus species is the nonpathogenic Bacillus subtilis, 
the model organism of Grampositive bacteria. It is found mainly in the soil and 
in the plant rhizosphere, but also in water and as part of the gut microbiome of 
ruminants, insects and humans (Hong et al., 2009).   
The wild environment had tailored the genetic evolution of B. subtilis so that  it 
can  handle  diverse  environmental  changes,  showing  great  adaptability  and 
competitive success in those habitats (Earl et al., 2008). To tackle environmental 
fluctuations, the bacterium evolved different strategies such as the use of flagella 
for motility and chemotaxis, and the natural competence, consisting of the uptake 
of exogenous DNA for recombination, an unlimited source of new skills that can 
be acquired through horizontal gene transfer (Hamoen et al., 2003). Moreover B. 
subtilis is capable of forming spores that are metabolically inactive, dormant cells 
able  to  survive  in  harsh  environments  until  favourable  growth  conditions  are 
restored (ParedesSabja et al., 2011). 
B. subtilis, like other species, displays two different modalities of growth: a single 
cellplanktonic  mode  and  a  surfaceadhered  biofilm  mode.  The  biofilm  is  a 
multicellular community of bacteria encased in a hydrophobic matrix and cell are 
specialized  for  different  functions.  Biofilm  is  formed  as  a  protection  strategy 
against  antimicrobial  factors  and  environmental  insults  (Branda  et  al.,  2001; 
Hamon  and  Lazazzera,  2001).  This  species  is  generally  recognized  as  safe 
(G.R.A.S.),  allowing  the  use  of  its  bioproduct  for  many  human  and  animal 
applications (Su et al., 2020). Thanks to its safety, whole cells of B. subtilis can 
also be employed as microbial additive to improve intestinal function in animals 
(Sella et al., 2021) and humans (Lee et al., 2019). Some studies suggest that B. 
subtilis can improve the balance of intestinal flora and food absorption efficiency 
as well as prevent diseases by secreting polypeptides that have an antagonistic 
effect  against  intestinal  pathogens,  thus  acting  as  probiotic  (Su  et  al.,  2020). 
Indeed, it can secrete highly active proteases, lipases and amylases in the upper 
intestinal tract, which are helpful to degrade complex carbohydrates constituting 
plant feeds. In order to survive in dynamic environments subjected to continuous 
changes,  B.  subtilis  is  naturally  endowed  with  an  excellent  protein  secretion 
system/apparatus; indeed, it secretes massive amounts of different molecules as 
degradative enzymes and antibiotics (Esakkiraj et al., 2009). This characteristic 
is extremely attractive at the industrial level, since the endogenous products are 
naturally secreted in the growth media and are therefore easily separated from 
the  cells,  simplifying  the  downstream  processes  compared  to  intracellularly
produced molecules, and reducing the process costs (Westers et al., 2004). 
Moreover, being B. subtilis the model organism of Grampositive bacteria, wide 
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knowledge has been gathered on it and there is a broad array of genetic tools, 
promoters,  and  plasmid  expression  systems,  which  are  used  for  metabolic 
engineering,  protein  expression  studies,  and  synthetic  biology  that  allow  to 
modify this bacterium and achieve industrial scale production of biocommodities 
(Liu  et  al.,  2013).  Finally,  B.  subtilis  has  welldeveloped  fermentation 
technologies,  excellent  physiological  characteristics,  highly  adaptable 
metabolism,  simple  nutrient  requirements  and  cheap  carbon  source  demand, 
which  makes  it  easy  to  cultivate  on  poor  substrates  such  as  lignocellulosic 
material decreasing the overall fermentation costs of its bioproducts (Liu et al., 
2013).  
All these features make B. subtilis an industrial workhorse and one of the most 
used  “industrial bacteria”.  In fact,  it has been widely used as a cell  factory  for 
microbial production of several enzymes, as proteases, cellulolytic enzymes, as 
well  as  heterologous  proteins,  antibiotics,  vitamins,  amino  acids,  and 
biopolymers, such as levan and polyγglutamic acid, and biosurfactans, such as 
surfactin (Schallmey et al., 2004). 
The  compounds  produced  by  B.  subtilis  find  applications  in  several  industrial 
fields, such as in detergents, food and feed, textiles, paper and pulps, cosmetics, 
and pharmaceuticals (Furhan & Sharma, 2015). Indeed, it has been reported that 
the production of enzymes by B.  subtilis  accounts  for  50%    60% of  the  total 
enzyme market (Su et al, 2020). For instance, proteases are one of the Bacillus
derived enzyme families most abundantly produced. Since the first isolation from 
B.  subtilis,  alkaline  serine  protease  Subtilisin  A  (EC  3.4.21.62)  occupied  the 
largest  portion  of  the  worldwide  protein  production  industry  (Svendsen, 1976; 
Ikemura et al., 1987). Proteases are  in  fact an  important  ingredient of  laundry 
detergents;  they are also used  to degrade  fibres on  leather materials and are 
important components of contactlens cleaners and debriding agents (Solanki et 
al., 2021). In the food industry, proteases are used to improve food flavours and 
milk digestibility (Singh et al., 2016).  

1.1.2  Lignocellulosic biomass 
Lignocellulosic biomass, defined as plant  or  plantbased material,  is  the most 
abundant  renewable  material  on  earth.  Lignocellulosic  biomass  consists  of 
cellulose,  a  carbohydrate polymer wrapped by  the dense structure  formed by 
another carbohydrate polymer, hemicellulose, and an aromatic polymer,  lignin 
(Yousuf et al., 2020), occurring in plant biomass at 3550 %, 2035 %, and 1025 
%,  respectively,  even  though  the  composition  ratio  varies  among  different 
species. Other compounds that are found in the plant cell wall, kept together by 
covalent and noncovalent interactions, are pectin, starch, lipids, pigments and 
proteins, creating a threedimensional complex matrix (Sánchez, 2009).   
Cellulose is one of the most common natural biopolymers synthesized annually 
on  several  billionton  scale  (McNamara et  al.,  2015).  It  is  a  linear biopolymer 
composed  of  glucose  units  linked  by β1,4glycosidic  bonds  establishing  the 
disaccharide cellobiose as the repeat unit (McKendry, 2002). The formation of 
intermolecular hydrogen bonds among cellulose chains establishes a crystalline 
super  molecular  structure.  Then,  bundles  of  linear  cellulose  chains  form 
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microfibrils oriented in the longitudinal direction of the cell wall structure (Isikgor 
& Becer, 2015; Rongpipi et al., 2019) (Fig. 1). 
The second major chemical component in vegetable biomass is hemicellulose. 
In contrast to cellulose, which is a homopolymer, hemicellulose is a copolymer 
of different sugars,  fivecarbon sugars, usually xylose and arabinose, and six
carbon  sugars,  such  as  galactose,  glucose,  and  mannose,  which  are  highly 
substituted with acetic acid (Fig. 1) (Huang et al., 2021). For its branched nature, 
hemicellulose is amorphous and relatively easy to hydrolyse into its monomeric 
sugars as compared with cellulose. The main components of hemicellulose are 
xylans  which  can  be  divided  into  homoxylans  and  heteroxylans,  as 
glucuronoxylans,  (arabino)glucuronoxylans,  (glucurono)arabinoxylans, 
arabinoxylans,  and  more  complex  heteroxylans.  Glucuronoxylans,  containing 
glucuronic  acid  and  xylose  as  their  main  constituents,  are  the  primary 
components of hemicellulose found in hardwood trees, while softwood is mainly 
composed  of  (arabino)glucuronoxylan  (Heinze  &  Liebert,  2012).  In  nature, 
xylans,  interweaved  and  linked  with  the  overlying  sheath  of  lignin,  create  a 
complex  structure  able  to  coat  around  underlying  strands  of  cellulose, 
maintaining  the  integrity of  the plant cell wall and protecting  the  fibres against 
degradation by enzymes.   
The third biomass component is lignin, a very complex aromatic heteropolymer 
of  phenylpropanoid  building  units  (pcoumaryl,  coniferyl,  and  sinapyl  alcohol) 
(Fig. 1)  (Agbor et al., 2011).  It  is  responsible  for hydrophobicity and  rigidity of 
plant material acting as a natural barrier against microbial attack and allowing 
water and nutrient transport through plant tissues (Zoghlami & Paës, 2019).  
These biopolymers, made up of long, repeating strands of molecules, constitute 
the  major  attractiveness  of  plant  feedstocks  for  the  industrial  substitution  of 
petroleumbased polymers towards green production, as, once depolymerized, 
can release a large quantity of sugars, used as source of carbon and hydrogen, 
and then converted  into valueadded products such as bioethanol, biobutanol, 
itaconic acid and others (Robak & Balcerek, 2018).  
However,  so  far,  the  production  of  bioethanol,  biodiesel  and  other 
biocommodities has been mainly based on edible biomass addressed to food, 
called  first  generation  feedstock,  i.e.,  sugarcane,  sweet  sorghum,  sugar beet, 
starches as corn, wheat, barley, potato. However, the firstgeneration feedstock 
competes with food and feed crops, raising criticisms on the sustainability of this 
type of biomass. Indeed, to keep agricultural productivity high up and preserve 
arable  land,  the  use  of  fertilizers  and  the  deforestation  have  progressively 
increased,  making  firstgeneration  biofuels  and  bioproducts  nonsustainable 
(Springmann et al., 2018; Verma & Kumar, 2021). 
In the last decades, a more sustainable approach to biocommodities production 
led to the replacement of firstgeneration feedstocks with lignocellulosic waste, 
that  has  become  the  current  strategy  to  decrease  environmental  impacts. 
Secondgeneration feedstocks include agricultural wastes, crop residues, wastes 
from  fruit  and  vegetable  industry,  and  household  garbage  (Verma  &  Kumar, 
2021).  This  huge  waste  biomass  has  crucial  advantages  over  other  biomass 
sources because it constitutes the nonedible portion of the plant and therefore, 
it does not interfere with food and feed (Nayak & Bhushan, 2019; Kargbo et al., 
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2021). Furthermore, it represents an unlimited biomass, considering that plant
derived food waste represents 63% of the waste volume generated by the food 
supply chain, and that this scenario is predicted to worsen in conjunction with the 
world population growth (Jin et al., 2018). Agrifood waste triggers a cascading 
series of problems, starting from its disposal. Indeed, landfilling, incineration, and 
composting remain the most used practices for food waste removal, generating 
a  strong  environmental  impact,  from  greenhouse  gas  emissions  in  the 
atmosphere (the disposal of every ton of food waste emits more than 4.2 tons of 
CO2), to soil and water pollution caused by the release of excessive nitrogen and 
phosphorus  inputs  on  the  aquatic  and  terrestrial  environments  (Xiong,  et  al., 
2019). In addition to the environmental problem, these losses and discards also 
represent a waste of critical resources such as land, water, fertilizers, chemicals, 
energy,  and  a  conspicuous  loss  of  profitability,  which  affects  all  the  subjects 
involved in the agrifood chain (Vilariño et al., 2017). 
Alarming and dramatic data on the food waste issue has caught the attention of 
the United Nations that, in 2015, adopted the Sustainable Development Goals; 
goal 12.3 calls everyone to action to “By 2030, halve global food waste per capita 
at the retail and consumption level and to reduce food loss along the production 
and  supply  chains”  (https://www.fao.org/sustainabledevelopment
goals/indicators/1231/en/).  
In agreement  to  the concept of  the 4R, comprising Reduce, Reuse, Recycle, 
and  Recover,  this  huge  waste  biomass  is  considered  an  extremely  valuable, 
sustainable,  and  free  raw  material  source  of  valueadded  products.  Indeed, 
despite being a waste, this biomass is still rich in cellulose, hemicellulose, lignin 
and  sugars  that  can  be  converted  into  biocommodities,  as  well  as  pectin, 
proteins,  lipids,  polysaccharides,  flavor  compounds,  and  phytochemicals  that, 
can  be  extracted,  thus  acquiring  high  value  as  food  additives,  nutraceuticals, 
pharmaceuticals, cosmetics,  food preservatives, etc.  (Ning et al., 2021). From 
this  perspective,  waste  biomass  should  no  longer  be  considered  a  problem, 
rather  it  represents  an  abundant,  nonexpensive,  valuable  resource  to  be 
exploited, and  its efficient conversion  into valueadded products  is considered 
crucial  for  an  effective  bioeconomic  strategy  and  a  sustainable  development 
(Abdeshahian et al., 2021; Ning et al., 2021). 
However,  the  literature  is  full  of  problems  plaguing  the  production  of 
biocommodities  from  biomass.  One  of  the  hindrances  related  to  biomass 
exploitation is the recalcitrance of lignocellulosic matrix, which makes the release 
of  sugars  and  valuable  molecules  of  industrial  interest  extremely  difficult 
(Zoghlami & Paës, 2019). As a renewable energy source, this biomass is affected 
by a second critical issue, i.e., the lower efficiency in terms of energy return on 
energy  invested  in  comparison  to  either  fossil  fuels  or  intermittent  alternative 
sources such as wind and solar energy. 
As a result of the recalcitrance, pretreatment of the lignocellulosic feedstock is 
considered  a  sine  qua  non  process  which  helps  the  deconstruction  of  the 
complex  matrix  and  thus  improves  sugar  release  from  polysaccharides.  This 
additional step precedes the real conversion of the biomass into biocommodities 
that generally occurs via anaerobic digestion or fermentation depending on the 
desired product (Chen et al., 2010; VascoCorrea et al., 2016).  

https://www.fao.org/sustainable-development-goals/indicators/1231/en/).
https://www.fao.org/sustainable-development-goals/indicators/1231/en/).


Chapter 1  Introduction 

11 
 

Pretreatment  of  lignocellulosic  biomass  has  been  traditionally  performed  by 
thermochemical processes that make use of chemicals (acids, bases, solvents) 
and strong physical conditions  (elevated  temperature and pressure)  to disrupt 
the  cell  wall  components.  Although  the  effectiveness  of  some  of  these  pre
treatments has been proved, the high energy and chemical requirements make 
this  step  among  the most  expensive  ones  in  the  conversion  of  lignocellulosic 
biomass.  In  addition,  the  employed  chemicals  produce  streams  with  high
contamination  potential  and  generate  byproducts  that  can  inhibit  subsequent 
processes in the biorefinery (Robak & Balcerek, 2018). The use of highenergy 
demanding  processes  and  polluting  compounds  for  the  production  of  green 
products  that  should  reduce  the  negative  environmental  impact  appears 
contradictory. If, indeed, the attention on the prevention of food waste has been 
very  concrete,  an  equally  important  consideration  should  be  put  on  the 
sustainability of the exploitation of unavoidable food wastes, preventing further 
sideeffects.  
On  the  way  towards  sustainability,  biological  pretreatment,  mediated  by 
microorganisms and/or  their degradative enzymes,  is considered a viable and 
sustainable  alternative  to  chemophysical  approaches.  It  is  performed  under 
milder  conditions,  close  to  ambient  temperature  and  pressure,  thus  requiring 
lower energy and chemical inputs, and reducing the production of inhibitors and 
highlycontaminant byproducts (Mishra et al., 2018). 
However, even biological pretreatments reserve some critical aspects, such as 
the long incubation time required and the low overall efficiency (VascoCorrea, 
et  al.,  2016),  not  to mention  the high  costs still  related  to  enzymes provision, 
varying from 3.3 US$ kg1 to 316 US$ kg1 (Ferreira et al., 2020). This implies that 
improvements are still required to make biological pretreatments a competitive 
alternative to thermochemical methods (VascoCorrea, et al., 2016).  
In this context, the biorefinery concept has been raised as a solution conceived 
to  counterbalance  the  low  efficiency  and  the  highcost  processes  related  to 
biological  waste  biomass  conversion.  The  biorefinery  is  defined  as  a  multi
product  system,  where  biomass  is  integrally  processed  in  a  closedloop 
production approach  that makes  the most of  it,  releasing a  series of  different 
products (Moncada, et al., 2016; Qing et al., 2018). In biorefineries, the process 
revenues  are  maximized  by  drawing  upon  the  value  of  coproducts  and  the 
cogeneration  of  energy.  Exemplary  works  based  on  the  biorefinery  concept 
taking advantage of co and byproducts are represented by the research of de 
Castro et al.,  (2014).  In this work,  the solid material  remained after solid state 
fermentation of babassu cake, a solid  residue derived  from  the process of oil 
extraction from the babassu coconut palm fruit, still rich in carbohydrates (starch, 
cellulose, and hemicelluloses) and proteins, was sold as a supplement for animal 
feed. In another example, residues of dry spruce chips from ethanol production, 
still particularly rich in lignin, were addressed to energy generation in the form of 
steam (Barta et al., 2010).  
However, despite these few examples, the development of biorefineries able to 
convert biomass into valuable bioproducts, exploiting all the by and coproducts 
generated during the production, and therefore defined as zerowaste processes 
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in  compliance  with  the  circular  economy  system,  are  still  far  from  being 
widespread (Demichelis, et al., 2018). 
Another  strategy  that  goes  hand  in  hand  with  the  biorefinery  system,  is  the 
development  of  genetically  modified  microorganisms  to  boost  the  enzymatic 
efficiency  as  well  the  creation  of  consolidated  bioprocessing  microorganisms, 
able  to saccharify  the biomass and produce biocommodities at  the same time 
(AbdelRahman, et al., 2011). 
Consolidated  bioprocessing  (CBP)  is  a  system  in  which  enzyme  production, 
substrate  saccharification,  and  fermentation  are  accomplished  in  a  single 
process by lignocellulolytic microorganisms, thus saving the cost of investing in 
multistep processes. It has been estimated that CBP has  reduced production 
costs  of  ethanol  by  as  much  as  41%,  characterizing  this  process  as  a  less 
energyintensive  method  and  a  potential  lowcost  route  for  production  of 
industrially  important  products  (Agbor,  et  al.,  2014).  Maleki  et  al.,  (2021) 
performed  CBP  bioethanol  production  by  engineered  Bacillus  subtilis  using 
renewable plant biomass and wastes.  

1.1.3  Carbonactive enzymes 
The enzymes able  to degrade complex carbohydrates and glycoconjugates  in 
lignocellulosic biomass are called CarbohydrateActive enZymes (CAZymes). In 
the Carbohydrate Active Enzymes database (CAZy; http://www.cazy.org/)  they 
are  classified  in  different  families,  based  on  the  amino  acid  sequence  of  the 

Figure 1. The main components and structure of lignocellulose (from Isikgor & 
Becer, 2015). 

http://www.cazy.org/
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related catalytic module. Their action occurs in a synergistic way for the complete 
hydrolysis  of  carbohydrate  polymers  of  biomass  into  sugars  (Menon  &  Rao, 
2012).   
Due to its highly ordered and crystalline structure, cellulose requires the action 
of three enzymes acting on the β1,4glycosidic bond to be degraded: an endo
βglucanase (EC 3.2.1.4), a cellobiohydrolase (EC 3.2.1.91) and a βglucosidase 
(EC 3.2.1.21) (Fig. 2) (de Souza, 2013). The synergistic action of these enzymes 
allows  the  release  of  monomeric  fermentable  glucose  from  cellulose. 
Endoglucanase acts on inner sites of the polymer; cellobiohydrolase hydrolyzes 
nonreducing  ends  of  crystalline  cellulose  and  forms  cellobiose,  while  β
glucosidase acts on nonreducing ends of  cellobiose and cellodextrin  forming 
glucose as the major endproduct (Patel et al., 2019). 
Contrarily to cellulose, hemicellulose, being a heterogeneous polymer composed 
of  different  sugars  and  highly  substituted,  needs  a  larger  number  of  different 
enzymes for its complete hydrolysis as compared to cellulose. Fig. 3 depicts the 
enzymes  involved  in  arabinoxylan  degradation  which  include  endo1,4β
xylanases  (EC  3.2.1.8),  αLarabinofuranosidases  (EC  3.2.1.55),  βD
xylosidases  (EC  3.2.1.37),  αDgalactosidases  (EC  3.2.1.22),  αD
glucuronidases  (EC  3.2.1.139),  feruloyl  esterase  (EC  3.1.1.73),  acetyl  xylan 
esterase (E.C. 3.1.1.72), and arabinoxylan arabinofuranohydrolase (AXAH; EC 
3.2.1.136) (Houfani et al., 2020). 

Another family of CAZy enzymes is constituted by pectinases, a large group of 
enzymes  that  catalyze  the  degradation  of  pectic  substances.  They  are 
categorized based on their mode of action: esterases act only on pectin, while 
depolymerases  also  act  on  polygalacturonic  acid  and  rhamnogalacturonan. 
Pectinases classification is provided in Fig. 4 based on their target sites on pectin 
(Singh et al., 2019). 

Figure 2. Schematic view of cellulose degradation. 
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All  these  plant  cell  wall  degrading  enzymes  are  among  the  leading  enzymes 
commercially  produced  for  diversified  industrial  applications.  A  recent  market 
report estimated the value of the industrial enzyme market in 2020 to be around 
USD  5.9  billion.  It  is  further  predicted  that  this  value  would  increase  to 

Figure 3. Schematic view on a hemicellulolytic system degradation, specifically, 
degradation  of  arabinoxylan  is  depicted.  The  arrows  represent  each  enzyme 
active for a determined substrate (from de Souza, 2013).  

Figure 4. Classification of different pectinases based on their 
reaction with different pectin substances (from Sharma et al., 2013). 
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approximately  USD  8.7  billion  by  the  year  2026 
(https://www.precedenceresearch.com/industrialenzymesmarket). 
This prediction is based on the assumption that environmental concerns around 
the  use  of  chemicals  in  industrial  processes  will  increase  the  demand  for 
sustainable and environmentally friendly enzymes. Other factors considered are 
the  increasing  demand  for  biofuels  and  green  products  towards  a  truly 
sustainable economy.  
Among the enzymes surveyed, cellulases account for a significant share of the 
market.  Owing  to  the  widespread  applications  of  this  biopolymer  across  a 
plethora of sectors, including food, textiles, pharmaceutical, detergent, biofuels, 
pulp and paper industries, and its abundance in nature, the demand for cellulases 
is always on the rise. The most popular and successful application of cellulases 
occurs  in  the  textile  industry,  where  these  enzymes  are  used  for  jeans  bio
stoning, biopolishing of fabrics and cotton and to improve appearance of fabrics. 
In fabrics detergents, alkaline cellulases improve the brightness of color and dirt 
removal  (Ejaz  et  al.,  2021;  Rodrigues  &  Odaneth,  2021).  Treatment  with 
cellulases  also  improves  the  quality  of  wine,  helping  in  clarification,  color 
development,  maceration,  and  reduced  wort  viscosity.  Cellulases  are  also 
utilized  for  the  extraction  of  oil  from  olives  resulting  in  less  wastage,  lower 
tendency  to  rancidity,  increase  in  antioxidant  components,  better  quality  and 
extraction yield.  
The other CAZymes widely employed as green tools by industry are xylanases. 
In the bakery, the addition of xylanase within the dough improves its rheological 
properties such as softness, extensibility, and elasticity along with breadspecific 
volume and crumb firmness (Harbak & Tygesen 2002; Camacho & Aguilar 2003).  
Paper and pulp industry employs both cellulases and xylanases for biobleaching 
to produce bright and completely white finished paper and for deinking, which is 
a necessary process for removing printing ink from fibers of recycled paper (Ejaz, 
et al., 2021). The same also occurs in the feed industry, in which cellulases and 
xylanases can be employed as pretreatment of grains and agricultural silage to 
improve the nutritional value of animal feed (Ejaz, et al., 2021). 
Pectinases  have  been  applied  in  various  processes,  such  as  plant  fiber 
processing, tea and coffee fermentation, treatment of industrial wastewater, and 
so forth. In the food processing industry, pectinases, together with xylanases, are 
used for  fruit  juice clarification, as color and yield enhancers, as well as in the 
fruit mash treatment. Apart from these applications, pectinases are also used in 
degumming/retting fiber crops, as enzyme cocktails for the extraction of oils, and 
as  desizing  agents  in  the  textile  industry  (Sharma  et  al.,  2013;  Singh  et  al., 
2019). 
 
 

https://www.precedenceresearch.com/industrial-enzymes-market
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1.2  Aim of the work 

This thesis deals with the optimization of the degradative capabilities of Bacillus 
subtilis,  taken  as  industrial  model  organism,  and  with  the  biotechnological 
applications of the improved strains. 

The enzymes that underwent the optimization process are plant cell wall
degrading enzymes that B. subtilis already possesses in its genome; therefore, 
the strain optimization did not require the integration of any exogenous DNA. The 
efforts dedicated to the choice of the target and to the evaluation of the effects of 
the genetic improvements in terms of enzyme yield are described in Chapter 2. 

The  second  main  goal  of  the  thesis  is  the  implementation  of  the 
hyperproducing strains in two rather different biotechnological applications. Both 
of them are part of the same main objective, which is the development of viable, 
sustainable  and  cheap  biotechnological  processes,  based  on  B.  subtilis 
enzymatic properties, for the efficient conversion of biomasses into resources. 

A  large body of  literature demonstrated  the positive effect of B. subtilis 
spores,  added  to  dairy  cattle  feed,  on  ruminal  fermentation,  lactation 
performance  and  milk  composition.  To  identify  the  scientific  rationale  for  the 
increase in animal productivity observed in vivo, in Chapter 3, several ruminant 
forages were treated with wildtype or optimized B. subtilis strains to investigate 
the presence of any correlation between feed quality and degradative enzymes 
levels. 

In  Chapter  4,  the  enzymatic  activities  of  the  optimized  strain  were 
exploited for the extraction of nutraceutical molecules encased in the vegetable 
matrix  of  cauliflower  waste,  thereby  ensuring  a  truly  sustainable  extraction 
process. 
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2.1  Abstract 

The current trend towards a sustainable economy, aimed at exploiting the agri
food  waste,  has  made  research  and  development  activities  on  more  efficient 
enzymesproducing microorganisms essential, and has set a primary focus on 
the development of costeffective and versatile green technologies.  
One  of  the  strategies  to  improve  enzymatic  efficiency  is  to  enhance  the 
production  capacity  of  enzyme  producingmicroorganisms  by  genetic 
engineering, to obtain suitable enzyme yields for industrial applications.  
Among  the  enzymeproducing  microorganisms,  Bacillus  subtilis,  the  model 
organisms of grampositive, is considered a relevant industrial workhorse due to 
its  high  secretion  capacity,  safety,  high  metabolic  adaptability,  and  excellent 
fermentation  properties.  Being  a  soil  bacterium,  it  is  endowed  with  genes 
encoding enzymes able to degrade plant biomass.  
In this work, its intrinsic enzyme producing aptitude has been boosted by genetic 
engineering  without  the  introduction  of  any  heterologous  DNA  sequence. 
Extensive  preliminary  searches  were  conducted  in  the  literature  on  the 
degradativeenzymatic  pathways  present  in  B.  subtilis.  With  the  knowledge 
acquired, several target genes were identified and subjected to an optimization 
strategy aimed at improving their production. The genes under investigation were 
a cellulaseencoding gene, involved in cellulose degradation, several xylanases
encoding  genes,  for  the  degradation  and  utilization  of  xylan,  and  a  phytase
encoding gene which role is the degradation of phytic acid, considered an anti
nutritional factor. The aim of the work was, principally, to issue a patent on the 
optimization procedure; therefore, the optimization system and the chosen genes 
will not be the object of the chapter.  
The  optimization  procedure  gave  rise  to  several  strains,  each  containing  a 
specific optimized enzyme, except for a strain optimized for both cellulase and 
xylanase. To prove the efficacy of the genetic interventions, specific and sensitive 
assays protocols for the detection of the enzymatic activities were developed. 
The  results  demonstrated  the  higher  enzyme  production  efficiency  of  the 
optimized strains compared to the wildtype strain for all the strains.  
The  future  development  of  these  efforts  will  be  the  combination  of  all  the 
optimized genes in a single strain, for the creation of a microorganism adapted 
to  biomass  waste  fermentation  with  a  view  to  creating  a  consolidated 
bioprocessing microorganism.  
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2.2  Introduction 

Keeping  in  view  the  sustainable  development,  the  interest  has  shifted  from 
chemical  products  to enzymatic products  for  industrial  processes  (Liew et  al., 
2022).  Among  the  others,  the  socalled  CarbohydrateActive  enZymes 
(CAZymes), such as cellulase, xylanase, pectinase, laccase and others, able to 
hydrolyze the components of plant biomass, are  the new  frontier of  the green 
economy towards a more sustainable industrial production aiming at exploiting 
the huge lignocellulosic biomass produced as waste every year. These enzymes 
have  replaced  the  traditional  chemical  treatment,  establishing  themselves  as 
innovative biological tools of biomass deconstruction and the release of sugars 
for  the  production  of  clean  energy  and  molecules  of  industrial  interest  in  a 
sustainable and ecofriendly way.  
However,  the high  cost and  low yield associated  with enzymes production  by 
microorganisms take a prohibitive toll on it, mining the economic viability and the 
efficiency of  the  industrial employment of enzymes. The  increasing  interest  in 
CAZymes  has  spurred  the  search  for  new  strategies  to  counteract  the above 
issues; one of the strategies is the optimization of the different phases involved 
in  enzyme  production,  from  the  enzymatic  pathway  (by  genome  mining  or 
enzyme engineering) to strain (i.e., metabolic modeling), to fermentation process, 
thus increasing the overall production of enzymes by producer microorganisms 
(Fig. 5).  
The  boosting  of  endogenous  saccharification  activity  may  be  crucial  for  the 
creation of Consolidated Bioprocessing (CBP) microorganisms able to saccharify 
the biomass and produce biocommodities in a single process, which can lower 
production costs and maintain the sustainability of the process (AbdelRahman, 
et al., 2011).  

Figure 5. Overview of threepronged approach for pathway, strain, and 
process optimization (from Liew et al., 2022). 
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Among the major enzymeproducers several fungi as Trichoderma, Penicillium 
and Aspergillus are ranked, while Pseudomonas, Bacillus, and Clostridium are 
the main bacterial enzymemakers (Rodrigues & Odaneth, 2021).  
The  bestcharacterized  bacterial  cellulolytic  enzymes,  inter  alia,  are  those  of 
Bacillus species, particularly the ones from B. subtilis, being the model organism 
of Grampositive bacteria (Liu et al., 2006). 
The innate ability to grow on a diversity of carbohydrates, its highly amenability 
to genetic manipulation, together with its impressive secretion ability, make it the 
perfect  candidate  for  the construction of  a CBP microorganism  (Agbor, et  al., 
2014).  
According to the CAZy database (CAZy; http://www.cazy.org/), the genome of a 
common  laboratory strain of Bacillus subtilis, as JH642, carries several genes 
encoding  secreted  enzymes  involved  in  complex  carbohydrates  and 
lignocellulose degradation (Srivatsan et al., 2008; Smith et al., 2014). In nature, 
indeed, B. subtilis, dwelling mainly in the upper layers of the soil and in the plant 
rhizosphere,  has  evolutionary  accumulated  a  large  set  of  genes  encoding 
CAZymes  for  the degradation of complex carbohydrates matrices of decaying 
plant materials.  
Bacillus  subtilis  is  able  to  degrade  cellulose  by  secretion  of  an  endo1,4β
glucanase encoded by the gene bglC (EC 3.2.1.4) which hydrolyzes the 1,4β
Dglycosidic linkages in cellulose (https://www.uniprot.org/; Liu et al., 2006). 
Xylans  degradation  is  carried  out  by  several  enzymes  encoded  by  single  or 
bicistronic  genes.  The  monocistronic  gene  xynA  encodes  an  endo1,4β
xylanase  (EC  3.2.1.8),  which  hydrolyzes  xylan  to  βxylosides,  which  are 
subsequently  taken  up  by  the  βxyloside  transporter  XynP  encoded  in  the 
bicistronic xynPB operon. The βxylosidase XynB converts βxylosides to xylose, 
which  is  further  converted  to  xylulose5P  by  the  enzymes  encoded  in  the 
adjacent xylAB operon.  Finally,  xylulose5P  enters  the  pentose  phosphate 
pathway.  Both xynPB and xylAB operons  are  repressed  by  the  binding  of  the 
XylR repressor to the operator sites in the absence of the inducer xylose. Both 
operons are subjected to global Carbon Catabolite Repression (CCR), which is 
mediated by binding of CcpA to cre sites downstream their respective promoters 
(Singh et al., 2008) (Fig. 6). 
In  addition  to  the  endoxylanase  XynA,  B.  subtilis  secretes  a  second 
endoxylanase encoded by xynC gene (St John et al., 2006).  In particular,  the 
xynC  product  is  an  extracellular  glucuronoxylanase  (EC  3.2.1.136)  which  is 
involved in catalyzing the depolymerization of methylglucuronoxylan, the primary 
component of hemicellulose in hardwood and crop residues. xynC is found in a 
operon  together  with  the  gene  xynD,  encoding  a  secreted  arabinoxylan 
arabinofuranohydrolase (EC 3.2.1.55) which cleaves arabinose units from O2 
or O3monosubstituted xylose residues, thereby assisting in arabinoxylan and 
shortchain  arabinoxylooligosaccharide  degradation 
(https://www.uniprot.org/uniprotkb/Q45071/entry). 

https://www.uniprot.org/
https://www.uniprot.org/uniprotkb/Q45071/entry
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Other  enzymes  involved  in  the  degradation  and  utilization  of  xylan  that  are 
present in the genome of Bacillus subtilis are represented in Fig. 7 derived from 
the  STRING  Database  (https://stringdb.org/network/224308.BSU18160). 
Together with  the previously mentioned XynC, XynA, XynB, also BglS, AbnB, 
XsA, AraA are involved in this task.  

According to Uniprot, Bacillus subtilis  is capable of degrading polygalacturonic 
acid,  the building block of pectin, by the action of  the products of  three genes 

Figure 6. Scheme of xylan utilization in B. subtilis (from Singh et al., 2008). 

Figure 7. Enzymes  involved  in xylan degradation  (from STRING Database 
https://stringdb.org/network/224308.BSU18160). 

https://string-db.org/network/224308.BSU18160
https://string-db.org/network/224308.BSU18160
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encoding  the  pectate  lyases  Pel,  PelB  and  PelC 
(https://www.uniprot.org/uniprotkb/P39116/entry; 
https://www.uniprot.org/uniprotkb/P94449/entry; 
https://www.uniprot.org/uniprotkb/O34310/entry, respectively).  
Another  secreted  enzyme  of  B.  subtilis  raising  great  interest  is  phytase.  This 
enzyme is able to degrade myoinositol hexakisphosphate known as phytic acid 
(phytate), the main storage form of phosphorus in plants. Besides phosphorous, 
phytate can also chelate essential cations such as iron, magnesium, calcium and 
zinc, limiting their bioavailability in food and feed, therefore acting as antinutrient 
compound. To reduce the formation of phytate and free minerals from vegetable 
compounds,  phytase  can  be  added  to  animal  diets,  thereby  improving  the 
nutritional value of the forages (Spier et al., 2018).  
 

https://www.uniprot.org/uniprotkb/P39116/entry
https://www.uniprot.org/uniprotkb/P94449/entry
https://www.uniprot.org/uniprotkb/O34310/entry
https://www.sciencedirect.com/topics/agricultural-and-biological-sciences/phytic-acid
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2.3  Materials and Methods 

2.3.1  Bacterial strains 
The  optimized  strains  derived  by  genetic  engineering  from  the  common 
laboratory strain JH642 (GenBank accession no. CM000489.1), auxotrophic for 
tryptophan and phenylalanine due to the trpC2 pheA1 mutations (Srivatsan et al., 
1998).  The  prototrophic  strain  PB5700  (herein  named  WT)  is  a  swrA+ 
spontaneous  derivative  of  JH642  (PB5249,  Mordini  et  al.,  2013)  which  was 
sequentially  transformed with  the PCR products of  the  trpC  and pheA genes, 
obtained  from  the  genomic  DNA  of  the  undomesticated  NCIB  3610  strain 
(GenBank  accession  no.  CP020102.1).  Amplifications  of  the  trpC  and  pheA 
genes  were  performed  using  the  primer  pairs  trpC_Up  50
AGTGAAAACACTGGTTCTGCCG30  and  trpC_Dw  50
GATGGATTGCTTTACGCTGAGAAG30  followed  by  pheA_Up  50
AACAGCCTTTGCCAATCGTGGG30  and  pheA_Dw  50
GTATACATGGATGCAGCCGCTCAG30,  respectively.  For  the  first 
transformation, the selection of the trpC+ prototroph occurred on minimal medium 
containing  1.5%  agar,  1  mg/mL  glucose  and  phenylalanine  (50 μg/mL). 
Subsequently, pheA+  transformants were selected on minimal medium without 
amino  acids.).  PB5700  was  chosen  as  mother  strain  to  avoid  the  addition  of 
amino acids to culture media. A patent application is under preparation for  the 
optimized  strains;  for  this  reason,  the  details  of  the  engineering  design  are 
undisclosed herein.  
The  four  strains  obtained  from  the  optimization  protocol  will  be  indicated  as 
follows:  PB2OPT  (cellulase  and  endoxylanase  optimization);  PBOPT1 
(arabinofuranosidase optimization); PBOPT2 (xylosidase optimization); PBOPT3 
(phytase optimization). 

2.3.2  Bacterial growth  
For enzymes production, spores of either PB5700 or the optimized strains were 
revitalized on LB (Difco Laboratories, New York, NY, USA) 1.5% agar plates and 
incubated overnight at 37°C. Isolated colonies were preinoculated in Antibiotic 
Medium 3 (Difco Laboratories) containing 5 mg/mL glucose and grown 16 h at 
37°C with shaking. The media used for the production of the enzymes and their 
detection  were  either  LB  or  the  synthetic  medium  CMD  (containing,  per  liter: 
13.67 g Na citrate; 10 g glucose; 7 g NH4Cl; 0.5 g MgSO4ꞏ7H2O; 0.5 g K2HPO4; 
0.15 g CaCl2ꞏ2H2O; 0.104 g MnSO4ꞏH2O; 0.04 g FeCl2ꞏ6H2O; pH 6.5) and, as 
carbon  source,  1%  of  one  of  the  following  sugars:  glucose,  xylan,  xylose,  a 
combination of xylan and xylose (1:1 ratio), arabinose, and soybean flour.  
The inoculum was started in the production medium at OD600 0.2 and grown for 
24  h  at  37°C  with  150  rpm  orbital  shaking.  Bacterial  growth  was  followed  by 
optical density readings at 600 nm (OD600). Culture supernatants were collected 
by centrifugation at room temperature at 2,268 x g for 15 minutes.  

Evaluation of enzymatic activities 
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2.3.3  Cellulase and endoxylanase activities  
 

Cellulase and endoxylanase activities were assayed in an aliquot of the culture 
supernatants after acidification, using the specific colorimetric assays CellG3 and 
XylX6  Assay  Kits  (Megazyme®),  following  the  protocol  provided  by  the 
manufacturer.  

2.3.4  Arabinofuranosidase activity 
The  assay  of  arabinofuranosidase  derived  from  a  process  of  optimization  of 
several protocols found in the literature. It was performed as follows: 0.35 ml of 
culture supernatant was  incubated with 0.35 ml of 5 mM of 4NitrophenylαL
arabinofuranoside (OPNPAF, Megazyme®) in 50mM sodium acetate pH 5 for 
30 minutes at 50°C. The reaction was stopped by adding 0.35 ml of 1 M Na2CO3.  
The  blank  was  obtained  by  incubating  the  supernatant  only,  without  the 
substrate,  that  was  added  only  at  the  end  of  the  incubation,  after  the  stop 
solution. The rate of nitrophenol liberation was measured in a spectrophotometer 
at 410 nm. 
One  unit  of  arabinofuranosidase  is  defined  as  the  amount  of  enzyme  which 
produces an increase of 0.01 optical density unit in 1 mm cuvette.  
The formula applied for the conversion of absorbance into U/ml is the following: 

((AbssampleAbsblank)/t)*( Vtot/Ve)*(1/18.5) 

where t is the reaction time (30 minutes); Vtot is the total volume of the reaction 
mixture (1.05 ml), Ve is the volume of the enzyme solution (0.35 ml); 18.5 is the 
molar absorbance index of pnitrophenol. 

2.3.5  Xylosidase activity 
Contrary to the other protocols in which supernatants were used, for measuring 
the xylosidase activity whole cells were subjected to permeabilization protocols, 
based on sonication or toluene treatment.  
 

•  Cells  were  permeabilized  using  a  Branson  Sonicator.  During  the  entire 
process the samples were kept in an ice bath and were sonicated with the 
following setting: amplitude 20%, with 15 seconds ON and 10 seconds OFF 
pulses for a total time of 10 minutes. After sonication, cells were centrifuged, 
and both pellet and supernatant were tested. 

•  Cells were permeabilized with toluene according to Roncero (1983) with the 
following modifications. Cultures were centrifuged (2,268 g for 15 minutes at 
4°C),  washed  twice  with  0.1  M  phosphate  buffer  (pH  6.5)  and  finally 
suspended in onethird of the initial volume in phosphate buffer. A few drops 
of toluene were added to the tubes containing the cells which were mixed by 
vigorous vortexing. The tubes were incubated at 37°C for 30 minutes, after 
which  the toluene was evaporated by centrifugation  in speed vacuum until 
the pungent smell of toluene was no longer perceptible (about 30 minutes).  
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Both  the  supernatants  and  the  pellets  of  permeabilized  cells  formed  after 
speed vacuum centrifugation, were used for the detection of the enzyme; the 
cell pellet was resuspended in the same volume of buffer (1 ml per 1 ml of 
initial culture).  

•  Combination protocol:  the cells were  first sonicated, and then subjected to 
toluenetreatment according to the protocols described above. 

•  The assay method for the detection of β1,4xylosidase was modified from 
Roncero (1983) and  is based on the release of colored nitrophenol from a 
synthetic  substrate.  The  reaction  mixture,  which  contained  0.35  ml  of 
permeabilized  cells/supernatan  and  4  mM  of  pnitrophenyl3D
xylopyranoside  (pNPX  from Megazyme®)  in  0.35  ml  of  0.1  M  phosphate 
buffer  (pH  6.5),  was  incubated  at  42°C  for  30  minutes.  The  reaction  was 
terminated by the addition of 0.35 ml of 1 M Na2CO3. The sample blank was 
represented by the incubation of the supernatant or permeabilized cells only, 
without  substrate,  that  was  added  only  at  the  end  of  the  incubation  after 
stopping the reaction. The rate of nitrophenol liberation was measured in a 
spectrophotometer at 410 nm. 

One unit of βxylosidase  activity  is  defined  as  the  amount  of  enzyme  that 
catalyzes the formation of μmol of pnitrophenol  per  minute  under  the  assay 
conditions. 
The units can be calculated using the following formula: 
 

((AbssampleAbsblank)/t)*( Vtot/Ve)*(1/18.5)*D 
 
where t is the reaction time (30 minutes); Vtot is the total volume of the reaction 
mixture (1.05 ml), Ve is the volume of the incubated enzyme solution (0.35 ml); 
18.5  is the molar absorbance  index of pnitrophenol; D  is dilution  factor of  the 
enzyme. 

2.3.6  Phytase activity 
Phytase activities were assayed in an aliquot of the culture supernatants using 
the  KPhytase  Assay  Kits  (Megazyme®),  a  colorimetric  assay,  following  the 
protocol provided by the manufacturer. 

2.3.7  Statistical analyses  
The statistical significance of  the data was assessed by Standard Error of  the 
Mean (SEM) and the Absolute error derived from Propagation of error.
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2.4  Results 
The genetic engineering procedure gave  rise  to several strains, each carrying 
the optimization of a specific enzyme, except for PB2OPT, which was optimized 
for  both  cellulase  and  endoxylanase.  An  indepth  survey  of  the  literature  for 
specific and sensitive assays led to the development of optimized protocols for 
the  detection  of  the  enzymatic  activities,  which  were  necessary  to  prove  the 
efficacy of the genetic interventions. 

2.4.1  Cellulase and endoxylanase determination 
Cellulase and xylanase production was compared between the wildtype PB5700 
strain, and the optimized PB2OPT strains (carrying both the optimized enzymes) 
grown in either LB medium or in the synthetic medium CMD with 1% glucose.   
As  shown  in  Fig.  8,  the  secretion  of  the  enzymes  was  much  higher  for  the 
optimized  strain  in  both media.  In  LB  medium,  cellulase  activity  increased  by 
more than 4 folds (88.1 ± 2.1 mU/ml in the engineered strain versus 19.3 ± 2.4 
mU/ml  recorded  in  the  supernatant  of  the  WT  strain).  Xylanase  activity  also 
increased in PB2OPT albeit by only 2 folds (59.3 ± 1.4 mU/ml versus 29.9 ± 2.4 
mU/ml recorded in the WT) (Fig. 8a). 
Notably,  in CMD medium,  the enzymatic units  found  in PB2OPT culture broth 
increased  by  over  21folds  for  cellulase  compared  to  those  released  by  the 
PB5700  strain  (82  ±  0  vs  3.7  ±  0.0  mU/ml  for  the  optimized  and  the  WT, 
respectively) and about 2fold for xylanase (64.7 ± 0.0 vs 35.3 ± 0.0 mU/ml) (Fig. 
8b).  
Comparing the two experiments, it is interesting to notice that the production of 
the enzymes by the WT strain was influenced by the medium: LB inhibited the 
production  of  xylanase  by  1.2fold  compared  to  CMD,  while  CMD  had  an 
inhibitory  effect  on  cellulase  production  by  about  5fold  compared  to  LB.  In 
contrast,  optimization  resulted  in  stably  increased  enzyme  production  in  both 
media. The possible reasons behind it will be discussed below. 
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2.4.2  Arabinofuranosidase determination 
The  production  of  arabinofuranosidase,  a  secreted  enzyme  involved  in  xylan 
degradation, was also optimized and investigated. The optimized strain, OPT1, 
was compared to the wildtype in the synthetic medium CMD in the presence of 
either 1% glucose or 1% arabinose.  
As  shown  in  Fig.  9,  secretion  of  the  enzyme  was  generally  improved  in  the 
optimized strain in both carbon sources and was particularly high in the presence 
of  arabinose.  Genetic  optimization  increased  the  intrinsic  production  of  the 
enzyme by more than 5 folds in the presence of glucose (13.9 ± 1.8 mU/ml in the 
engineered strain versus 2.75 ± 0.07 mU/ml recorded in the supernatant of the 
wildtype strain). In the presence of arabinose, the increased yield for OPT1 was 
2folds only (51.2 ± 11.2 mU/ml vs 24.8 ± 2.8 mU/ml for the optimized and WT 
strains,  respectively).  It appears  that  the expression of arabinofuranosidase  is 
under strong CCR repression: the production of the enzyme from the WT strain 
was 9fold lower in glucosecontaining medium). Repression was only partially 
reduced upon optimization (CCR repression was 3.7fold only).  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Figure 8. Enzymatic activity activity (in mU/mL of spent medium) of cellulase and 
xylanase (as  indicated on the xaxis) in the WT and PB2OPT strains. Cells were 
grown in either LB medium (a) or 1% glucose CMD medium (b) for 24 h and assayed 
with a commercial kit. Values represent the average of at least three independent 
experiments. Error bars represent the standard error of the mean (SEM).  
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2.4.3  Xylosidase determination 
Also the outcome of the xylosidase optimization was evaluated through a specific 
enzymatic  assay.  As  the  xylosidase  is  predicted  to  be  localized  in  the  cell 
membrane, and not secreted (Uniprot Database), permeabilization of the cell wall 
was necessary to release the enzyme prior to the enzymatic assay.  
Among  the  cell  permeabilization  methods,  sonication,  toluene  treatment,  and 
their  combination  were  selected  for  protocol  optimization.  Preliminary 
experiments were conducted on cells of the optimized strain only, grown for 24 h 
in  LB  medium.  The  best  protocol  for  both  sonication  and  toluene 
permeabilization, set up after several trials, is described in Material and Methods.  
Although the original toluene protocol considered the use of the cell pellet only, 
analyses were conducted on both pellets and supernatants treated by sonication 
or toluene, or a combination thereof, to investigate whether there was enzymatic 
leakage from the cells.  
Figure 10 shows the enzymatic activity detected upon the different treatments in 
both fractions. It is evident that the sonication protocol (indicated by number one) 
was not effective in the release of the enzyme, which was only appreciable upon 
toluene treatment.  
Cell permeabilization via toluene released the largest amount of enzymes, which 
were mainly detected in the cell pellet (2B), and, to a very limited extent, in the 
supernatant (2A), suggesting that during the cell wall lysis via toluene a little part 

Figure  9. Activity  (in mU/ml)  of  arabinofuranosidase  from  WT  and  optimized  OPT1 
strains. Cells were grown in CMD medium in the presence of glucose or arabinose for 
24 h and assayed as described in Material and Method section. Values represent the 
average of four independent experiments. Error bars represent the SEM. 
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of  the enzyme  is  released  in  the surrounding medium, while  the main portion 
remains attached to the cell membrane. 

Once the best permeabilization treatment was established, it was applied to the 
comparison  of  xylosidase  production  between  the  WT  and  the  optimized 
PBOPT2 strains, grown on  the complex CMD medium supplemented with 1% 
glucose. 
Xylosidase activity was detected in both pellet and supernatant derived from the 
permeabilized cells. Since  the treated pellet and supernatant derived from the 
same aliquot, the enzymatic units were combined in a single value showing the 
total amount of enzyme produced by each of the two strains. Figure 11 shows 
the sum of the enzymes detected in the pellet and in the supernatant produced 
by the WT or OPT2.  
Fig. 11 shows that the optimization present in PBOPT2 led to a dramatic 128
fold increase in xylosidase production compared to PB5700.  

Figure 10. Enzymatic activity of β1,4xylosidase expressed as mU/ml derived from 1) 
sonication,  2)  toluene  treatment  and  3)  their  combination.  The  letters  stand  for 
supernatants a), and pellets b). Cells were grown in LB medium for 24 h and assayed as 
described. Enzymatic activity is reported on the yaxis. Values represent the average of 
two independent experiments. Error bars represent the SEM. 
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To evaluate the optimal carbon source for the production of xylosidase, xylan, 
xylose, arabinose, and soybean flour (1% each) were used as alternative sugars 
in CMD. Xylan and xylose were also  tested  together, 1% each,  to study  their 
combined effect on the optimized strain.  
Fig.  12  shows  the  enzymatic  activity  detected  either  in  the  pellets  or  in  the 
supernatants of  permeabilized cells  after  24 hgrowth,  and normalized on  the 
OD600, since, in the presence of glucose, the growth was higher with respect to 
the  other  carbon  sources  (Fig.  13)  (a  possible  explanation  will  be  discussed 
below). 
In  the  WT  strain,  glucose,  as  expected,  was  highly  inhibitory  for  xylosidase 
production; the same effect was exerted by arabinose and soybean flour. Xylan 
and xylose acted as xylosidase inducers, but the combination of the two sugars 
did not increase the enzyme production.  
It  is  interesting  to  note  that  CCR  repression  was  mitigated,  although  not 
completely  removed,  by  the  optimization  operated  in  OPT2  strain  in  all 
conditions.  Arabinose  and  soybean  flour  had  a  less  pronounced  repressive 
effect,  while  the  inducer  effect  exerted  by  xylan  and  xylose  was  preserved. 
Surprisingly,  the presence of  both  xylan and xylose had  an additive effect  on 
OPT2  (indeed  this  medium  contained  1%  of  both  carbon  sources).  In  all 
substrates,  the  engineered  strain  gave  a  higher  production  of  the  enzyme 
compared  to  the  WT,  confirming  once  again  the  efficacy  of  the  genetic 
engineering.  
The optimization  resulted  in 3.4fold, 4.5fold, 5.4fold, 48.4fold and 64.8fold 
higher production compared to wildtype strain in the presence of xylose, xylan, 
xylanxylose, arabinose and soybean flour, respectively.  
However, growth was also highly dependent on the carbon source used, and this 
characteristic was not modified by the genetic modification (Fig. 13). 

Figure 11. Enzymatic activity expressed as mU/ml of β1,4xylosidase activity detected 
in both pellet and supernatant of WT or OPT2 permeabilized cells. Cells were grown in 
CMD with 1% glucose for 24 h. Error bars derive from the Propagation of Error. 
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Figure 13. Growth curve of WT or OPT2 strains in CMD medium supplemented 
with 1% of glucose (in orange), xylan (in yellow), xylose (in dark pink), xylan plus 
xylose  (in  green),  arabinose  (in  purple),  soybeanflour  (in  blue).  The  triangles 
represent  the  WT  strain;  the  circles  are  the  optimized  OPT2  strain.  Values 
represent  the average of  three  independent experiments. Error bars  represent 
the SEM. 

Figure 12. Enzymatic activity of β1,4xylosidase from WT and OPT2 expressed 
as ratio between mU/ml and OD600 detected in CMD medium supplemented with 
glucose, xylan, xylose, xylanxylose combination, arabinose, or soybeanflour (1% 
each). The shown data resulted from the sum of the enzymatic activity detected 
in  the pellet and  in  the supernatant of  the permeabilized cells  representing  the 
total amount of enzyme in the sample. Error bars derive from the Propagation of 
Error. 
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2.4.4  Phytase detection 
Genetic engineering also addressed the synthesis of phytase. To evaluate the 
efficacy of  the  intervention,  the enzymatic activity was compared between  the 
WT and the optimized strain OPT3 in the synthetic medium CMD supplemented 
with 1% glucose. As shown in Fig. 14, the optimization led to 21fold improvement 
in  phytase  activity  (226.3  ±  1.9 mU/ml  versus  10.4 ±  15.8  mU/ml  for  the  WT 
strain).  
 

 

 

 

Figure 14. Enzymatic activity expressed in mU/ml of phytase produced by WT and 
OPT3 strains growth in the synthetic medium CMD with the supplementation of 1 
%  glucose  for  24  h  and  assayed  as  described  in  Material  and  Method  section. 
Enzymatic activity is reported on the yaxis. Values represent the average of two 
independent experiments. Error bars represent the SEM. 
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2.5  Discussion 

In Chapter 2,  the effect of  the genetic optimization of  the  intrinsic degradative 
propensity of Bacillus subtilis was verified, comparing the engineered strains to 
the wildtype one.  
The  first  enzymes  that  underwent  genetic  engineering  were  cellulases, 
responsible  for  cellulose  degradation  by  randomly  hydrolyzing  β(1,4)glucan 
substrates (Rongpipi et al., 2019), and endoxylanases, mainly responsible for 
the hydrolysis of β1,4 bonds in plant xylan, the main component of hemicellulose 
(Huang et al., 2021). The  two optimizations were combined  in a single strain, 
PB2OPT. PB2OPT has been truly characterized since  it has been extensively 
used in the biotechnological application discussed in chapters 3 and 4.  
Both enzymatic activities were hyperproduced by PB2OPT, in both LB and CMD 
media, compared to the wildtype strain (Fig. 8). Interestingly, the optimization, 
besides increasing enzyme production, flattened their distinction present in the 
WT strain (cellulase production was inhibited in CMD, while growth in LB inhibited 
xylanase expression). This could be explained by the fact that these genes are 
normally subjected to CCR and/or other repression systems that lead to variable 
production depending on the growth medium. Optimization partly abolished these 
repressive mechanisms, thus allowing a high and steady enzymatic production 
regardless of the medium.  
For  the  evaluation  of  the  strain  optimized  for  the  production  of 
arabinofuranosidase,  another secreted enzyme  involved  in  the degradation of 
arabinosesubstituted  xylans,  enzyme  production  was  compared  between  the 
engineered and the parental strains. Productivity was evaluated in the presence 
of glucose and also  in  the presence of arabinose, which  is known to  trigger a 
lower CCR compared to glucose (Singh et al., 2008). The results confirmed the 
successful improvement of enzyme accumulation, which further increased in the 
presence  of  arabinose;  in  the  latter  condition,  a  higher  productivity  was  also 
observed for the WT strain, in line with data in the literature (Singh 2008). 
The  work  was  then  focused  on  other  B.  subtilis  genes  encoding  enzymes 
involved in the metabolism of xylan. One of them encodes for a membranebound 
xylosidase, acting upstream in the xylan degradation pathway. For its detection, 
a permeabilization protocol based on toluenetreatment was developed, followed 
by the measurement of the enzymatic activity in the permeabilized cell pellets. 
The enzymatic activity of the optimized strain was much higher compared with 
the  one  of  PB5700  in  the  presence  of  several  carbon  sources.  Xylan  and  its 
constitutive xylose monomers, known to stimulate xylosidase production, were 
employed singly or  in combination  (Singh et al., 2008).  Indeed,  they acted as 
inducers of xylosidase production in both strains; compared to the enzyme level 
in a glucosebased medium, enzyme production  in the optimized strain further 
increased  by  2.9fold  and  3.2fold  in  the  presence  of  xylan  and  xylose, 
respectively;  despite,  in  the  latter  condition,  enzyme  production  rose by 78.5
folds and 119.5fold in the WT strain, the performance of the engineered strain 
was  roughly 5  folds higher and  reached a 48fold  increase  in  the presence of 
both  xylan and xylose. This result is consistent with the fact that genes encoding 
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degrading enzymes are generally not constitutively expressed, but are inducible 
by their substrates; the combination of the two sugars displayed an additive effect 
in the optimized strain, which was not observed in the WT.  
Soybean flour, a costeffective feed frequently used  in media for  the  industrial 
production of degradative enzymes (Matsumoto et al., 2000) did not induce (or 
did  not  repress)  xylosidase  expression  in  the  optimized  strain,  while 
unexpectedly it maintained the CCR in the WT genetic background. In contrast 
to  the  expectations,  in  the  WT  strain  arabinose  did  not  remove  the  CCR  on 
enzyme production, which remained low as observed when glucose was used; 
conversely, it had a positive effect on the optimized strain. 
In summary, despite a slight substratedependency in enzyme expression was 
still observable in the engineered strain, the optimization dramatically increased 
enzyme yield under all the conditions examined. 
It was assumed that  the optimized production of  an enzyme  involved  in xylan 
utilization would lead to increased growth. However, no correlation was observed 
between  xylosidase  production  and  strain  growth  (Fig.  13);  contrary  to 
expectations,  glucose  gave  the  highest  growth  rate  compared  to  the  other 
substrates. This  result  can be explained by  the  fact  that  the optimization only 
improved  the  upstream  steps  of  the  xylan  utilization  pathway  (Fig.  15),  while 
enzymes  acting  downstream  were  not  modified.  In  other  words,  the  hyper
production of intermediates, that cannot be further processed, cannot reach the 
Pentose Phosphate Pathway, the metabolic pathway parallel to glycolysis. 
Downstream  enzymes  of  this  pathway  have  also  been  optimized  (data  not 
shown); in future, these genetic optimizations will be unified to produce a super 
strain able to efficiently grow on xylanbased media, such as biomass waste, in 
view of constructing an ideal CBP organism. Indeed, the ability of B. subtilis to 
be fed on plant biomass is supported by a wide range of literature, but biomasses 
were  mostly  pretreated  with  commercial  enzymes  or  chemical  compounds 
(Sharma et al., 2016; Akhtar et al., 2017; Sharma et al., 2018). However,  this 
bacterium  possesses  the  capability  to  directly  saccharify  plant  biomass 
feedstocks  relying  on  its  cellulolytic  properties  only,  even  if  only  few  studies 
directly addressed this feature (Wu et al., 2021).  

Figure 15. General overview of xylan utilization pathway. Several enzymes are involved 
until xylulose5P is formed to enter Pentose Phosphate Pathway.  
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Considering  that  the  role of  phytases  is  steadily  increasing  in  the  sustainable 
economy, also the endogenous B. subtilis phytase gene has been targeted for 
optimization. The optimization strategy was successful also in this case, with a 
considerable increase in phytase production by the optimized strain compared to 
the wild type.  
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3.1  Abstract 
The increased pressure on animal production systems, prompted by the world 
population growth, is raising significant environmental issues.  
A  promising  strategy  to  boost  animal  productivity  without  impacting  on  the 
environment  is  the  improvement  of  the  nutritional  value  of  forages,  thereby 
increasing animal performance per unit of feed. This objective can be obtained 
by increasing feed digestibility.  
Among sustainable strategies  for  increasing fiber digestibility  in common dairy 
cows’ feeds, this work investigated the supplementation of the safe soil bacterium 
B.  subtilis,  naturally  endowed  with  a  large  array  of  enzymes  able  to  degrade 
complex vegetable polymers. 
To evaluate whether a link exists between the enzymatic degradation of biomass 
and  the  quality  of  forages,  raw  cultures  of  wildtype  or  engineered  B.  subtilis 
strains, releasing cellulase and xylanase at higher levels, were applied to several 
types of common forages. 
Results indicated that the enzymes released by the optimized strain increased 
both the gas produced by ruminal microorganisms and the fiber digestibility of 
the  feeds,  two  parameters  positively  correlated  to  digestibility  of  the  organic 
matter. Thus, the cellulolytic properties of B. subtilis might account for part of the 
beneficial effects observed upon administration of this bacterium as probiotic in 
animal diets. 
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3.2  Introduction 

The evergrowing world population and the consequent increase in the demand 
for meat and animal products, have broadened animal production systems, thus 
raising  enormous  pressure  on  natural  resources  and  serious  environmental 
problems (Adesogan et al., 2019). An  increase  in animal productivity entails a 
greater demand for cereals, grains and other forages, partly in competition with 
human nutrition, requiring a high consumption of natural resources, water, and 
lands.  Moreover,  the  ruminant  livestock  sector  causes  direct  methane  (CH4) 
emissions  via  enteric  fermentation,  while  nitrogen  losses  from  manure  cause 
eutrophication of the soil (Nasiru et al., 2014). Sustainable technologies able to 
boost animal performances, leading to a reduction in the negative environmental 
repercussions per animal product unit, is therefore the current challenge for the 
livestock sector (Capper and Bauman, 2013; Adesogan et al., 2019).  
A viable strategy to boost animal performances without negative externalities on 
the environment is to improve the nutritional properties of the available forages, 
avoiding the expansion of lands for pasture. In ruminants, forage fibers are mainly 
constituted  by  cellulose  and  hemicellulose,  whose  digestibility  by  the  rumen 
microorganisms is described by the Neutral Detergent Fiber digestibility (NDFd) 
parameter. NDFd has been positively correlated to animal productivity (Oba and 
Allen,  1999; Kendall,  2009; McGrath,  2018),  and a direct  correlation between 
animals fed with high NDFd forages and both dry matter intake (DMI) and milk 
yield was identified in several studies (Oliver et al., 2004; Mertens et al., 2005). 
Indeed, it has been calculated that 1 unit rise in NDFd in the diet results in a 0.17 
kg/day increase in DMI and 0.25 kg increase in 4% fat‐corrected milk (OBA and 
Allen, 1999; Kendall, 2009). Another parameter known to be positively correlated 
with the digestibility of the organic matter is the amount of gas produced during 
the fermentation process in the ruminal environment (Matthews et al., 2019). 
An additional nonnegligible advantage of  incrementing  fiber digestibility  is  the 
possibility of using less nutritious forages that, differently from grains, are not in 
competition with human nutrition (Adesogan et al., 2019).  
Several  forage  treatments  ranging  from  physicochemical  approaches,  e.g., 
treatments  with  strong  alkalis,  ammonium,  urea,  or  steam,  have  been 
investigated, all aiming to  increase the  fiber surface area accessible  to rumen 
microbial activity (Donnelly et al., 2018; Mor et al., 2018; Adesogan et al., 2019). 
However, these approaches might increase the negative environmental burden 
of  farming,  by  raising  energy  consumption  or  pollution.  Alternatively, 
environmentally  friendly  strategies,  based  on  the  application  of  exogenous 
hydrolytic enzymes  to deconstruct  the  lignocellulosic biomass have also been 
evaluated (Adesogan et al., 2019).  Such sustainable strategies still entail issues 
linked  to  the  high  costs  associated  with  the  use  of  expensive  commercial 
enzymes (Ferreira et al., 2021), or the premature loss of enzymatic activity within 
the rumen environment (Adesogan et al., 2019). A viable alternative is the direct 
supplementation into forages of degradative enzymeproducer microorganisms, 
which  continuously  secrete  hydrolytic  enzymes  and  ferment  the  biomass 
contributing to its deconstruction.  
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Many microorganisms are known to secrete large amounts of hydrolytic enzymes 
that attack the lignocellulosic matrix of vegetable material (Himmel et al., 2010). 
The  main  enzymeproducer  organisms  responsible  for  lignocellulose 
degradation are fungi and soil bacteria. Aspergillus spp. and Trichoderma spp. 
are the most common fungi, while bacteria belonging to the Bacillus genus are 
the most frequently utilized (Danilova and Sharipova, 2020). Among this genus, 
the best characterized species is Bacillus subtilis that, in addition to the attractive 
characteristics  widely  discussed  in  Chapter  1,  has  been  certified  with  the 
Presumed Safety Quantification status by the European Food Safety Authority, 
since  its  supplementation  to  cerealsbased  feed  has  showed  no  hazardous 
effects in animal nutrition (EFSA FEEDAP Panel, 2015).  
Besides, B. subtilis was shown  to colonize  rumen and gastrointestinal  tract of 
mammals and poultry, in the form of vegetative cells (spores) or biofilms, acting 
as probiotic (Bernardeau et al., 2017; Lee et al.2019; Mun at al., 2021).  
Several  studies  have  proposed  feed  supplementation  with  different  Bacillus 
strains  which  can  provide  numerous  benefits  including  increasing  milk  and 
protein yield, growth performances, and rumen development both in calves and 
early lactation dairy cows without any adverse effects  (Sun et al., 2011; Sun et 
al., 2013; Sun et al., 2016; de Souza et al., 2017; Choonkham et al., 2020; Wang 
et  al.,  2022;  Jia  et  al.,  2022);  among  the  Bacillusbased  probiotics  already 
available in the market, BioPlus® 2B, a mixture of B. licheniformis and B. subtilis, 
has demonstrated  to confer a  lower mortality, as well as a  lower  incidence of 
diarrhea in pigs (Bampidis et al., 2019).  
In the context of the development of a sustainable livestock sector, the improved 
ability of B. subtilis to selfsaccharify biomasses may be helpful to enhance the 
deconstruction  of  animal  forages,  thereby  increasing  fiber  digestibility  and, 
consequently, incrementing animal performances. 
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3.3  Materials and Methods 

Bacillus subtilis strains used in this study are PB5700 (WT) and its engineered 
version PB2OPT. The description of the characteristics of these strains is given 
in Chapter 2. A patent application is under preparation for the engineered strain; 
for this reason, the details of the engineering design are undisclosed herein.  

3.3.1  Liquid fraction of rice straw preparation and characterization 
Openair dried rice straw (Oryza sativa L.) was collected from two local farmers 
in the Pavia area (northwester part of Italy) and stored in burlap sacks. Upon use, 
straw was minced using a kitchen blender (Moulinex AY45 Easy Power Blender) 
and dried to constant weight in a 60°C oven. One liter tap water was added to 25 
grams of straw and the suspension was vigorously stirred at room temperature 
for 2 hours with a magnetic stirrer. Straw was removed through a 1 mm mesh
strainer covered with two sheets of gauze. The washing liquid (WL) was collected 
and subjected  to  lowpressure sterilization (5 psi/~0.35 bar)  for 20 minutes,  to 
avoid sugar caramelization, and then stored at 20°C.  
To quantify the sugars extracted, 300 µL of WL were brought to a final volume of 
500 µL with 50 mM NaAcetate buffer pH 5 and incubated at 50°C for 64 h with 
shaking, either alone or in the presence of 22 µL enzymes cocktail constituted 
by 1U Cellulase (product no 22178, MilliporeSigma), 1U βglucosidase (product 
no  49290,  MilliporeSigma),  1U  Xylanase  (product  no  X2629,  MilliporeSigma) 
and 0.013 U Cellobiohydrolase  I  (product no E6412, MilliporeSigma). A mock 
reaction was carried out with the enzymatic cocktail in the absence of substrate. 
After  incubation, samples were centrifuged at 16,873 × g at room temperature 
for 5 min, filtered through sterile 0.2 µm polyethersulfone (PES) filters and stored 
at 20°C until HPLC analysis (see below). Twentyfive microliter samples were 
injected through an automatic injector and analyzed in an LC2000 HPLC system 
(Jasco) equipped with a Supelco C610H 30 cm x 7.8 mm column  (59320U, 
Sigma Aldrich) and a RID 10A detector (Shimadzu). For chromatography, 0.1% 
H3PO4 was used as mobile phase with 0,5 mL/min flow rate. Column temperature 
was  kept  at  30°C.  Chromatograms  were  analyzed  by  the  ChromNAV  2.0 
software (Jasco). The column was previously calibrated with standard solutions 
of  glucose,  xylose,  galactose,  mannose,  arabinose  and  cellobiose,  serially 
diluted  in  mobile  phase  to  prepare  calibration  curves  based  on  at  least  three 
replicates for each sugar. The lower limit of quantification for all sugars was 0.3 
g/liter.  Background  sugars  present  in  the  enzymatic  cocktail  were  subtracted 
from  each  sample.  For  control  samples  with  values  below  the  limit  of 
quantification (LOQ) of the calibration curve (0.3 mg/mL), the LOQ/2 value (i.e., 
0.15 mg/mL) was used as background (Bergstrand and Karlsson, 2018). Sugar 
quantification values are the mean of two independent experiments. 

3.3.2  Bacillus subtilis cultures 
 

The growth medium was prepared by adding to WL the following components: 7 
g/L K2HPO4; 2 g/L KH2PO4; 0.5 g/L Na citrate; 0.1 g/L MgSO4; 1g/L (NH4)2SO4; 
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1 g/L asparagine. PB5700 and PB2OPT spores were revitalized overnight on 
LB plates. Few single colonies were inoculated in 3 mL of Antibiotic Medium 3 
(BDDifco, New Jersey, U.S) and grown at 37 °C with orbital shaking till culture 
density was appreciable. Each preinoculum was grown at 37 °C overnight in 20 
mL  of  fresh  Antibiotic  Medium  3  containing  with  5  mg/mL  glucose.  Bacterial 
growth was carried out for 24 hours in the WLbased medium at 37 °C with 150 
rpm agitation, starting at OD600 0.2. Each culture was independently repeated at 
least three times. 

3.3.3  Cellulase and xylanase activity assays 
At the end of the incubation, cellulase and endoxylanase activities were assayed 
in the culture supernatants, after acidification, using the CellG5 and XylX6 kits 
(Megazyme, Wicklow, Ireland) as previously described (Ermoli et al., 2021). 

3.3.4  In vitro analysis  
 

The  effect  of  the  enzymes  produced  by  PB5700  and  PB2OPT  on  the 
degradability  of  feeds  was  analyzed  using  two  different  in  vitro  incubation 
methods  aimed  to  evaluate  ruminal  fiber  NDF  digestibility  (NDFd)  and  gas 
production  (GP). For both methods,  ruminal  fluid was collected  (Fig.  16)  from 
three rumencannulated cows (nonlactating Holstein–Friesian).  
The  donor  animals  were  handled  as  outlined  by  the  Directive  2010/63/EU  on 
animal  welfare  for  experimental  animals  and  all  animal  procedures  were 
conducted under  the approval of  the University of Milan Ethics Committee  for 
animal use and care and with the authorization of the Italian Ministry of Health 
(authorization n. 904/2016PR).  
Cows  were  fed  a  total  mixed  ratio  (TMR)  composed  by  66%  hay  and  34% 
concentrate, twice a day to achieve a Dry Matter Intake (DMI) of 8 kg/d. Rumen 
liquor was collected two hours after the morning feeding,  immediately strained 

Figure 16. Collection of rumen fluid from fistulated cow. 
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through four layers of cheesecloth into a prewarmed (39°C) flask, flushed with 
CO2 and used within one h from sampling.  
For both NDFd and GP experiments, three different treatments were analyzed: i) 
the control treatment, constituted by the medium in the absence of bacteria; ii) 
the  treatment,  constituted by  the medium  fermented by strain PB5700;  iii)  the 
treatment, constituted by the medium fermented by strain PB2OPT. 
The incubations were conducted on different types of feed ingredients (2 different 
meadow hays, 2 different alfalfa hays, 2 types of corn silages, and 2  types of 
TMR for dairy cows). All feeds were dried at 60°C for 48 h in a forcedair oven 
and  ground  to  pass  a  1mm  Fritsch  mill  (Fritsch  Pulverisette,  IdarOberstein, 
Germany).  The  NDF  content  of  feed  ingredients  was  determined  using  the 
Ankom200 Fiber Analyzer  (Ankom Technology, Macedon, NY, USA)  following 
the procedure reported by Mertens (2002). The experiments were independently 
repeated three times (three incubation runs for each method). 

3.3.5  In vitro NDF digestibility 
The NDF digestibility was determined at 48 h using the Ankom Daisy II incubator 
(Fig. 17a) as reported by Spanghero et al. (2019) modified as follows: each jar 
(Fig.  17b)  was  inoculated  with  fresh  bacterial  culture  from  one  of  the  three 
experimental treatments (control, PB5700, PB2OPT, 665 mL each), a 10X salt 
solution (133 mL) composed by 90 g/L KH2PO4; 5 g/L NaCl; 5 g/L Urea; 4.5 g/L 
MgSO4ꞏ7H20; 1 g/L CaCl2ꞏ2H20, 532 mL of distilled water, 266 mL of reducing 
solution (Na2CO3 15 g/L; Na2Sꞏ9H2O 1 g/L), and 400 mL of rumen fluid. For the 
control experiment, the negative control was constituted by the WL medium. 

3.3.6  In vitro gas production 
Gas production was analyzed through 48hour in vitro runs using 120 mL serum 
bottles  according  to  Pirondini  et  al.  (2014)  for  each  of  the  three  treatments 

a  b 

Figure 17. a) Ankom Daisy incubator b) Empty jar 
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(control, PB5700, PB2OPT). Each bottle was inoculated with 30 mL final solution 
composed  by  fresh  bacterial  culture  (8.33  mL),  10X  salt  solution  (1,67  mL), 
distilled water (6.7 mL), reducing solution (3.33 mL) and rumen fluid (10 mL); for 
the control experiment, deionized water substituted the WL fraction as, alone, the 
sugars contained in the WL, and not consumed by the absence of bacteria, could 
be  fermented  by  the  rumen  bacteria  developing  a  high  level  of  gas.  Gas 
production  was  determined  by  measuring  the  headspace  pressure  in  the 
incubation vials (Theodorou et al., 1994). The pressure was recorded after 24 
and  48  hours  of  incubation  using  a  digital  manometer  (model  840082,  Sper 
Scientific, Scottsdale, AZ, USA). At the end of the incubation, fermentation was 
stopped by putting all vials into an ice bath and the pH was recorded. The content 
of each vial was individually transferred into 50 mL Falcon tubes and centrifuged 
at 10,000 g for 15 min. After centrifugation, 5 mL and 30 mL of supernatant were 
sampled for subsequent VFA analysis as reported in Colombini et al. (2021).  
The  NH3  concentration  was  determined  with  a  Raypa  NP1500MP  Kjeldahl 
distiller (Raypa, Terrassa, Spain).  

3.3.7  Statistical analyses 
Data were statistically analyzed by the proc mixed procedure of SAS 9.4 (SAS 
Institute Inc., Cary, NC USA), with the following model:  

Yijk = μ+ Ti + Fj + Rk + T x Fij + Eijk 

where  Yijk  = dependent variable, μ = overall mean, Ti  =  fixed  effect  of  the 
treatment (i = 1 to 3), Fj = fixed effect of the feed (j= 1 to 8), Rk = random effect 
of the fermentation run (k = 1 to 3), T x Fij = interaction treatment x feed, and εijk 
is  the  random error. The  leastsquare means were  reported. For all  statistical 
analyses, significance was declared at P ≤ 0.05 and trends at P ≤ 0.10.
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3.4  Results 

According to a large body of literature, administration of Bacillus subtilis to forage 
exerts a positive effect on animal performances. To evaluate whether the positive 
effect on cow productivity could be related to its ability to degrade biomass, raw 
cultures of wildtype or engineered B. subtilis strains, hyperproducing cellulases 
and  xylanases,  considered  pivotal  enzymes  for  the  degradation  of  vegetable 
carbohydrates, were applied to several types of common forages. 

3.4.1  Medium characterization 
In order to reduce B. subtilis fermentation costs, the washing liquid (WL) of rice 
straw  was  considered  as  viable  carbon  source  for  bacterial  growth.  To 
characterize  the WL  fraction,  the  sugars  therein  contained were quantified by 
HPLC  analyses  before  and  after  incubation  with  a  cocktail  of  commercial 
hydrolytic enzymes (cellulase, βglucosidase, xylanase and cellobiohydrolase). 
Xylose, galactose, and mannose showed the same retention time and the same 
concentrationpeak  area  calibration  lines,  thereby  enabling  the  precise 
quantification of  their sum. However, since  the rice straw content  in galactose 
and  mannose  is  negligible  compared  with  the  one  of  xylose  (Belal,  2013; 
Krishania et al., 2018), it was assumed that the concentration of the coeluting 
peak was only due to xylose. Arabinose and cellobiose could not be detected.  
HPLC analyses revealed not only the presence of monomeric sugars in WL, but 
also of  complex sugars, as  the amount of  the  formers  increased  substantially 
after  hydrolysis  by  industrial  enzymes.  In  particular,  glucose  concentration 
increased 4fold upon digestion, while xylose increased by 1.4fold (Table 1).  
 

3.4.2  Bacillus subtilis growth on WL fraction 
The WL fraction was thus used as carbon source for the fermentation of the wild
type and optimized strains of  Bacillus  subtilis, PB5700 and PB2OPT.  Indeed, 
both Bacillus subtilis strains were able to grow on the WL fraction without any 
preliminary pretreatments reaching a final OD600 of 2.85 ± 0.14 for the WT and 
of 3.83 ± 0.14 for PB2OPT at 24h.  
 

a  mg  of  glucose  and  xylose  per  mL  of  WL,  as  quantified  by  HPLC.  Only monomeric  sugars 
identified in the samples are given. Values are the average of two independent experiments with 
standard deviations. 

Table 1. Monomeric sugars contained in WL before and after enzymatic hydrolysis. 

WL (mg/ml) 0.54 ± 0.01 0.5 ± 0.0 2.18 ± 0.05 0.70 ± 0.05

Before hydrolysis After hydrolysis
Carbon 
source Glucosea Xylosea Glucosea Xylosea
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3.4.3  Cellulase and xylanase activity assays 
To evaluate the contribution of cellulase and xylanase enzymes as pretreatment 
of  cow  forages,  the  culture  supernatants  were  assayed,  and  their  enzymatic 
activity compared between the two strains as described in Chapter 2.  
As  shown  in  Fig.  19,  secretion  of  both  enzymes  was  much  higher  for  the 
optimized strain. Cellulase activity in the medium supernatant increased by more 
than 163 folds in PB2OPT compared to the wildtype strain (88.8 ± 3.8 mU/mL 
versus  0.5  ±  0.2  mU/mL).  Xylanase  activity  was  also  significantly  higher  in 
PB2OPT, albeit by only 6.3  folds  (18.6 ± 1.8 mU/mL versus 2.9 ± 0.6 mU/mL 
recorded in the wildtype strain). 

Feeds treatments 
Whole  cultures  of  Bacillus  subtilis,  including  bacteria  and  the  fermentation 
medium  in which degradative enzymes were secreted, were used to  treat  two 
independent samples of four different feed ingredients for dairy cows, meadow 
and alfalfa hays, corn silages and TMR (Total Mixed Ration), in a simulated  in 
vitro rumen environment. The effect of the treatment of feeds with the enzymatic 
mixture  was  evaluated  by  measuring  two  parameters,  positively  correlated  to 
feed quality, Neutral Detergent Fiber digestibility (NDFd) of the treated feeds and 
Gas  Production  (GP)  derived  from  fermentation  of  organic  matter  by  ruminal 
microorganisms. 

3.4.4  Fiber digestibility 
Neutral Detergent Fiber digestibility (NDFd) was assessed from in vitro ruminal 
fermentation  of  the  experimental  feeds  in  the  presence  of  Bacillus  subtilis 

Figure 19. Enzymatic activity of cellulase and xylanase (as indicated on the xaxis) in 
the WT and PB2OPT strains detected in WL medium after 24 h and assayed with a 
commercial kit. Enzymatic activity (in mU/mL of spent medium) is reported on the y
axis.  Values  represent  the  average  of  six  independent  experiments.  Error  bars 
represent the standard error of the mean (SEM).  
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cultures of either wild type or the optimized PB2OPT strains and compared to the 
one produced in the absence of B. subtilis.  
The  results  of  the  treatments  on  NDFd  are  shown  in  Table  2.  A  statistically 
significant  increment  in NDFd  was  observed  in  the  presence  of  both  Bacillus 
subtilis strains, with a higher effect in the presence of the optimized strain. 
As  expected,  a  significant  interaction  between  Treatment  x  Feed  was  also 
observed (P=0.028). Particularly, the NDF fiber of maize silages was significantly 
more  degradable  by  B.  subtilis  enzymes,  and  the  degradation  efficiency  was 
higher  in  the  presence  of  the  engineered  strain  (32.5%,  38.5%,  41.9%,  for 
Control,  PB5700  and  PB2OPT,  respectively);  on  the  other  hand,  alfalfa  hay 
showed a significant  increment  in NDFd only  in the presence of the optimized 
strain  (37.9%,  39.3%,  41.8%,  respectively)  (Fig.  20).  For  meadow  hay,  a 
significant difference was found between the control and the bacterial treatment, 

independently from the strain used (on average 48% upon bacterial treatment as 
compared to 45.6% NDFd in the control).  

Table 2. NDF digestibility, gas production and fermentative profile from analyses of 
forages treated with Control, wildtype PB5700 and optimized PB2OPT strains). 
 

 

   Treatment (T) 
SE 

pvalue 

  Control  PB5700  PB2OPT  T  Feed 
T x 

Feed 
NDFd1  43.4c  45.6b  47.8a  1.30  <0.001  <0.001  0.028 
GP2 024 h (mL g DM)  83.3b  89.6a  91.1a  5.07  0.019  <0.001  0.099 
GP 2448 h (mL/g DM)  29.3b  32.2a  32.8a  1.56  0.016  <0.001  0.757 
GP 048 h (mL/g DM)  113b  122a  124a  5.25  0.010  <0.001  0.217 
pH  6.26  6.29  6.28  0.161  0.239  <0.001  0.392 
NNH3 (mg/dL)  49.1  47.9  47.6  7.59  0.556  0.005  0.938 
Total VFA3 (mmol/L)  92.4  97.4  94.4  13.1  0.455  0.255  0.342 
VFA (% of total VFA)               
  Acetic acid (%)  56.7  57.3  57.9  0.839  0.151  <0.001  0.922 
  Propionic acid (%)  21.4  20.2  20.1  2.74  0.063  0.051  0.528 
  Butyric acid (%)  17.0  17.5  16.7  1.48  0.490  <0.001  0.459 
  Valeric acid (%)  4.86  5.05  5.20  0.570  0.551  0.301  0.545 

1 NDFd: Neutral Detergent Fiber digestibility 
2 GP: Gas Production 
3 VFA: volatile fatty acids 
abc Mean values in the same row with different lettering are statistically different. 
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3.4.5  Gas Production and ruminal fermentative profile 
The other parameter evaluated to assess the effect of the bacterial treatment on 
the nutritional value of forages was the detection of the gas produced by ruminal 
fermentation. Data (Table 2) showed that both B. subtilis cultures were able to 
improve gas production compared to the control, regardless of the strain. Despite 
the absence of statistical significance among the two strains, the treatment with 
the PB2OPT strain consistently showed a trend towards a highest gas volume 
both at 24 and 48 h of incubation.  
The analyses of the gas released by single feed ingredient showed that PB2OPT 
was  more  effective  than  the  PB5700  strain  in  improving  meadow  hays 
fermentation at 48 h  (95.3, 113 and 125mL GP per g of dry matter  (DM)  for 
control, PB5700 and PB2OPT, respectively) (Fig. 21). 
Regarding  the  rumen  fermentative  profile,  NNH3  (mg/dL)  and  acetic  acid 
production was only affected by the feed (P=0.001) and not by the treatment (T 
x feed has a pvalue of 0.938 and 0.922, respectively).  
Propionic  acid  content  in  the  total  VFA  released  by  the  samples  treated  with 
either PB5700 or PB2OPT (on average 20.2%) was lower as compared to the 
untreated control (21.4%) (P=0.063).  
 
 

 

 

Figure 20. Fiber digestibility expressed as NDFd  (%) of  feed  ingredients upon 
treatments: yellow bars  represent  the negative control without bacteria; orange 
bars  represent  treatments  with  the  WT  strain  PB5700;  green  bars  represent 
treatments with the optimized strain PB2OPT. Mean values in the same graph with 
different lettering are statistically different. Bars represents SEM. 
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Figure 21. Gas (mL) produced by g of DM of meadow hays treated with control (no 
bacterial  inoculum), PB5700 and the optimized strain PB2OPT, respectively. Mean 
values in the same graph with different lettering are statistically different. Bars refers 
to SEM.  
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3.5  Discussion 
This part of my work was the result of a collaboration with the University of Milan.  
This work aimed to provide an appropriate sustainable application of one of the 
optimized strains discussed in Chapter 2. The strain PB2OPT was optimized in 
both  cellulase  and  xylanase,  considered  key  enzymes  for  plant  carbohydrate 
degradation. 
The project concerned the evaluation of the effect of in vitro supplementation of 
wildtype and optimized Bacillus subtilis strains on typical cow forages. This part 
of the work was performed in collaboration with the laboratory of Prof. Stefania 
Colombini (Department of Agricultural and Environmental Sciences, University of 
Milan).  
Besides  environmental  sustainability,  economic  viability  was  also  taken  into 
account;  to meet both objectives, a  lowcost medium based on the waste rice 
straw was devised for B. subtilis growth. As rice straw was reported to contain 
watersoluble carbohydrates in significant amounts (Park et al., 2009; McIntosh 
et  al.,  2011),  dried  raw straw  was  washed  with  tap  water  in  order  to  partially 
recover those nutrients. The characterization of the sugar content in the obtained 
liquid (WL) was performed by the laboratory of Prof. Lorenzo Pasotti (Department 
of Electrical, Computer and Biomedical Engineering, University of Pavia). The 
WL was found to contain not only monomeric sugars but also complex sugars, 
as the amount of the formers increased substantially after hydrolysis by industrial 
enzymes. The sugars detected were glucose and xylose;  the presence of  the 
latter  was  unexpected  since  it  represents  the  degradation  product  of 
hemicellulose, which is generally released upon chemical treatments (Lu et al., 
2021; Wang et al., 2022). However,  the data  indicated  that  it was possible  to 
extract  a  portion  of  hemicellulose  in  the  form  of  xylose  with  a  simple  water
washing,  suggesting  the  possibility  to  bypass  highenergy  demanding  and 
polluting  pretreatments  generally  performed  to  release  sugars  from  the 
lignocellulosic  matrix.  In  fact,  the  WL  fraction,  without  any  preliminary 
saccharification,  supplemented  with  few  minerals,  was  able  to  provide  an 
adequate carbon source for Bacillus subtilis growth. 
Cellulase and xylanase production  increased by more  than 163  folds and 6.3 
folds in the optimized stain compared to the WT, confirming the efficiency of the 
optimization  already  demonstrated  in  richer  media  (LB  and  CMD,  tested  in 
Chapter 2).   
The effect of the supplementation of the enzymes produced by B. subtilis on the 
nutritional  quality  of  several  feed  ingredients  for  dairy  cows  showed  that  fiber 
digestibility could  increase  in  the presence of Bacillus subtilis strains, and this 
effect  was  correlated  to  the  amount  of  degradative  enzymes  secreted  by  the 
strains. Particularly, a correlation was found for maize silages, and alfalfa hays. 
For meadow hay, a significant difference was evident between the control and 
the bacterial treatment, independently from the strains. Notably, no effect of the 
bacterial treatment was observed in TMR forage, intrinsically characterized by a 
high value of NDFd, and therefore already very digestible.  
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Although the increment given by bacterial treatments is apparently not dramatic, 
it  is  worth  to  recall  that  oneunit  percentage  of  increase  in  forage  NDFd  is 
associated with an  increase of  0.17  kg of DMI per  day and 0.23 kg/d of milk 
produced  (Oba  and  Allen,  1999;  Kendall  et  al.,  2009).  Thus,  the  higher 
degradation  of  the  fiber  content  obtained  through  the  supplementation  of  B. 
subtilis may lead to increased intake of feeds, improving ruminant performances. 
The different efficacy of the treatments might be justified by the different chemical 
composition of the forage substrates. Maize silage samples are characterized by 
a lower content of lignin than alfalfa and meadow hays; the presence of lignin is 
usually  associated  to  a  lower  NDFd,  since  the  ligninpolysaccharide  complex 
stiffens  the  cell  walls,  thereby  preventing  degradation  (Selvendran,  1984). 
Therefore, in lowlignin forages, the higher enzymatic activities produced by the 
optimized strain outperformed  those produced by  the PB5700 strain;  in  those 
cases, the lignocellulosic matrix could have been partially deconstructed by B. 
subtilis  cellulolytic  enzymes,  thus  increasing  the  substrate  fermentability  by 
ruminal microorganisms.  
To  have  the  complete  degradation  of  highlignin  forages,  lignindegradative 
enzymes such as laccases are necessary. However, laccases are not generally 
produced  by  bacteria,  but  by  fungi.  Anyway,  the  potential  biotechnological 
application of the engineered strains can be maximized, for instance, by using 
them in a consortium of microorganisms with complementary catabolic skills.  
The other key parameter analyzed was the gas produced from  in vitro ruminal 
fermentation of  the experimental  feed. Although no statistical significance was 
observed, gas production was generally higher for PB2OPT treatments both at 
24 and 48 hours of incubation. As expected, the effectiveness of  the enzymes 
was linked to the different chemical composition of the individual substrates, as 
shown by the interaction between Treatment * Feed. The data also showed that 
gas production was higher during the first 24 hours of incubation rather than in 
the following 24 hours; this effect was most likely due to the fact that the rapidly 
degradable  fiber  fraction, simple sugars, and nonstructural carbohydrates are 
readily fermented during the first hours of incubation. Remarkably, the positive 
effect of Bacillus enzymes is immediately appreciable and is maintained till the 
end of the incubation. 
Regarding  the  rumen  fermentative  profile,  no  relationship  between  the 
treatments and  the production of NNH3 and acetic acid was observed, which 
were affected only by  the  feed. Contrarily,  there was a  trend  towards a  lower 
propionic acid content in the samples treated with either PB5700 or PB2OPT as 
compared to the untreated control.  The volatile fatty acids produced depend on 
the substrate metabolized; in this regard fiber fermentation usually promotes a 
higher acetic production and lower propionate formation. Therefore, the slightly 
lower propionic acid release in those samples, although not significant, can be 
related to a higher fiber digestibility. 
The literature relating to the role of Bacillus subtilis as food additive has recently 
expanded,  providing  encouraging  data  on  the  efficiency  of  this  bacterium  in 
improving the nutritional properties of animal forages. In this work, a correlation 
was  identified  between  the  effect  of  forage  nutritional  values  and  amount  of 
enzymes  produced  by  the  strains,  suggesting  that  the  ability  to  hydrolyze 
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complex biomass components might lay at the basis of the positive effect of B. 
subtilis as animal probiotic.  Conveniently, the experimental setup envisaged the 
use of raw culture of Bacillus subtilis, grown on lowcost wastebased medium; 
this  type  of  approach  was  chosen  with  the  specific  intent  of  designing  an 
environmentally  sustainable,  easy  approach,  which  can  provide  a  lowcost 
beneficial effect on animal productivity and wellbeing. To our knowledge, there 
are  no  previous  reports  on  such  types  of  experiments.  Furthermore,  this 
technology  can  be  further  applied  to  monogastric  animal  feeds,  in  which  B. 
subtilis is widely known to play a role of probiotic (Rhayat et al., 2019). 
Last  but  not  least,  this  biotechnological  application  might  be  extended  to 
additional recalcitrant substrates, possibly waste biomasses not currently in use 
as  animal  feedstock  because  of  their  low  digestibility,  expanding  the  types  of 
forages usable for dairy production.  
Indeed, an additional goal of the project included the valorization of rice straw, 
the major byproduct of rice production collected after harvesting of  rice grains 
and  currently  considered  a  poorquality  forage,  as  feed  for  ruminants  by 
increasing  its  digestibility  and  its  nutritional  value  throughout  Bacillus  subtilis 
treatment. Technical problems prevented the continuation of those experiments; 
however,  the  first  replicate  gave  promising  results,  indicating  an  increased 
digestibility of rice straw upon Bacillus subtilis supplementation, especially with 
the optimized strain. Further experiments along this line are necessary to assess 
the potential valorization of such agricultural waste, paving  the way towards a 
more sustainable livestock sector. 
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4.1  Abstract 

The market for nutraceutical molecules is growing at an extraordinary pace all 
over the world. A suitable source of bioactive compounds is found in vegetable 
waste products, and their reuse for the recovery of healthy biomolecules would 
improve  the  sustainability  of  the  food  production  system.  For  the  recovery  of 
these beneficial molecules, safe, cheap, and sustainable technologies should be 
applied,  avoiding  the use of  toxic organic  solvents or highenergy demanding 
expensive equipment.  
This  work  proposes  a  sustainable  and  economical  procedure  for  bioactives 
extraction  from  foodwaste  replacing  polluting  and  highenergy  demanding 
processes.  To  this  end,  raw  bacterial  culture  supernatants  of  wildtype  or 
optimized  Bacillus  subtilis  strains  characterized  by  the  hyperproduction  of 
cellulase and xylanase, were employed to assist in the extraction of bioactives 
from cauliflower discarded from a food processing industry.  
This  method,  known  as  Enzyme  Assisted  Extraction  (EAE),  is  based  on  the 
enzymatic action of bacterial enzymes to weaken or deconstruct  the plant cell 
wall in which most bioactives are entrapped, making encased compounds more 
available for extraction. To increase the extraction yield and, at the same time, 
maintain  the  green  connotation,  EAE  has  been  coupled  with  solidliquid 
extraction at high pressure in an aqueous environment, avoiding the use of any 
polluting solvent. 
The economic feasibility of the procedure relied on the use of crude B. subtilis 
culture supernatants without any expensive purification steps. The substrate, 
cauliflower  (Brassica  oleracea  L.  conv.  botrytis  (L.)  Alef.  var.  botrytis  L.), 
endowed  with  a  large  amount  of  phytochemicals  with  beneficial  biological 
activities, derived from the ration of raw products that did not meet the qualitative 
standards for commercialization and were discarded by an industrial agrifood 
processing plant. 
Many efforts have been made to reduce the intrinsic variability of the experiment 
through  optimization  and  standardization  trials  to  reach  a  more  feasible  and 
efficient procedure.  
Results  show  that  the  recovery  of  compounds  correlates  with  the  amount  of 
cellulolytic enzymes applied. 
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4.2  Introduction 

The  byproducts  generated  from  the  processing  of  fruits  and  vegetables  are 
largely  underutilized  or  discarded  as  organic  waste.  These  wastes,  including 
seeds, pulp, peels, leaves, stems, etc., contain a pool of bioactive compounds 
that might have health imparting benefits (Pattnaik et al., 2021).  
Bioactive  compounds,  constituents  other  than  nutrients  generally  occurring  in 
small  quantities  within  foods,  have  been  associated  with  protective  effects 
against adverse health or physiological disorders, and with antioxidant action. 
These bioactives have a diverse range of chemical structures and include many 
different classes of compounds (Marathe et al., 2017).  
Phenolic  compounds  are  one  of  the  important  classes  of  bioactive 
phytochemicals  that are ubiquitously distributed throughout  the plant kingdom. 
Over  8000  phenolic  compounds  have  been  identified  from  different  natural 
sources.  All  of  them  possess  a  common  structural  moiety,  an  aromatic  ring 
having at least one hydroxyl group called phenol (Ferreira et al., 2010). Phenolic 
compounds  can  be  broadly  classified  into  two  major  groups  based  on  the 
chemical  structure:  simple  phenols  and  polyphenols.  Polyphenols  are  further 
subdivided  into  two  groups:  flavonoids  (flavones,  isoflavones,  anthocyanins, 
flavonol, flavanones, etc.) and tannins (polymers of phenolic acids, catechins, or 
epicatechins). Simple phenols on the other hand can be broadly grouped into two 
subgroups:  hydroxy  cinnamic  and  hydroxy  benzoic  acids  derivatives  (Fig.  22) 
(Ferreira et al., 2010).  
 

Another class of bioactives are terpenoids, among which carotenoids are found, 
raising  great  interest  due  to  their  renowned  photoprotective  and  antioxidant 

Figure 22. General classification of plant phenolics (from Ferreira 
et al., 2010). 

https://www.sciencedirect.com/topics/biochemistry-genetics-and-molecular-biology/carotenoid
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properties (Fig. 23). Carotenoids are a  large group of yelloworange pigments 
that consist of eight  isoprenoid units  joined to  form a conjugated double bond 
system. The conjugated polyene structure  is  responsible  for  the color of each 
carotenoid.  The  carotenoids  that  contain  only  isoprene  units  are  called 
carotenes,  e.g.,  as  α,  β,  and  γcarotene  and  lycopene,  while  those  having 
oxygen  in  addition  to  the  hydrocarbon  chain  are  known  as  xanthophylls  or 
oxygenated carotenoids, e.g., lutein and zeaxanthin.  They play significant roles 
in promoting human health and reducing the risk of chronic diseases. Lutein, the 
main  carotenoid  in  durum  wheat,  is  associated  with  reduced  incidence  of 
cataracts,  agerelated  macular  degeneration,  cancer,  and  cardiovascular 
disease  (AbdelAal  &  Young,  2009).  Apocarotenoids  are  the  products  of  the 
oxidative  cleavage  of  carotenoids;  one  of  them  is  crocin,  responsible  for  the 
golden bright yellowred color of saffron (Pandita, 2021). 
In  line with  the circular economy concept,  fruit and vegetable waste might be 
turned  into  a  natural  and  unlimited  resource  of  these  biologically  active 

compounds, with enormous economic potential as nutraceutical, pharmaceutical, 
cosmetic, and pharmaceutical ingredients (Kumar et al, 2017; Wadhwa & Bakshi, 
2022). Furthermore, the valorization of foodwaste for the recovery of all these 
bioactive  compounds  can  mitigate  the  problem  of  their  disposal  providing 
environmental and economic benefits. 
Several  techniques  have  been  developed  for  the  extraction  of  the  myriads  of 
phytocompounds. Their variety and heterogeneity make  the development of a 
single optimal extraction process difficult. Each method should be tailored to the 
desired  compounds  and  the  type  of  vegetable  matrix  (Pattnaik  et  al.,  2021).  
Conventional extraction methods often require the use of harsh conditions, i.e., 
hazardous  chemicals,  and  high  energy  consuming  procedures,  making  these 

Figure 23. Classification of carotenoids (from StarskaKowarska, 2022). 
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methods unsustainable and nonenvironmentally friendly (Rodríguez De Luna et 
al.,  2020).  Even  new  technologies  relying  on  a  greener  approach,  such  as 
microwave assisted extraction (MAE), ultrasound assisted extraction (UAE), and 
supercritical  fluid  extraction  (SFE),  often  take  advantage  of  solvents  for  the 
recovery of encased compounds from the vegetable biomass. For example, UAE 
was used to extract 81 µg polyphenols/mL from lettuce leaves treated with 50
75% ethanol  (Plazzotta & Manzocco, 2018); combined alkaline hydrolysis and 
UAE were used for extraction of bioactives from cauliflower waste affording 7.3 
mg/g of Total Phenolic Compounds (TPC) (Gonzales et al., 2014). MAE with 43% 
ethanol and temperature of 80°C allowed to obtain 22 mg of TPC/g from apricot 
kernel skin (Han et al., 2013).  
Alternative  promising  sustainable  methodologies  are  based  on  the  use  of 
Naviglio extractor®, pulse electric fields (PEF) and steam explosion. 
Naviglio  extractor®,  is  a  solidliquid  extractor  that  applies  the  principle  that  a 
forced  extraction  from  a  solid  matrix  suspended  in  a  solvent  is  produced  by 
generating a negative pressure gradient and allowing it to attain an equilibrium 
between outside and inside of the solid material (Naviglio et al., 2014) (Fig. 24). 
This solidliquid dynamic technology possesses several advantages: it allows to 
carry out  the extraction at  room  temperature,  thus avoiding  thermal  stress on 
thermolabile substances; moreover, the employment of high pressure allows a 
reduction in the extraction time and a concomitant improvement of the extraction 
efficacy (Panzella et al., 2020). Naviglio Extractor® was also combined with the 
use of solvents; for instance, Posadino et al., (2018) used the Naviglio Extractor 
for  the recovery of phenolic antioxidants  from the Cagnulari grape pomace by 
performing 21 extractive cycles in water/ethanol (60:40 v/v) environment. 

Beyond the abovementioned chemophysical methodologies, biological methods 
emerged in the nutraceutical market in an effort towards a real sustainability that 
could completely  remove chemical compounds.  Indeed,  to maintain  the green 

Figure  24.  Schematic  representation  of  the  extraction  of  bioactive 
compounds with Naviglio Extractor® (from Panzella et al., 2020).  
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connotation, the methods for the recovery of natural bioactive compounds from 
discarded agrifood materials must guarantee that the polluting waste generated 
in the extraction process should not exceed the negative impact caused by the 
disposal  of  the  raw  biomass  itself  and  should  use  nonenergyintensive 
procedures (Galanakis, 2015). 
Enzymeassisted extraction (EAE) offers a safe, green, and novel approach for 
the extraction of bioactives and can be used either as a standalone technique, 
or as a pretreatment that increases the efficiency of a coupled extraction system 
(Nadar et al., 2018). EAE is based on the action of enzymes helping to weaken 
or deconstruct the plant cell wall in which most bioactives are entrapped, making 
encased compounds more accessible for extraction. The most used enzymes for 
this  purpose  are  CAZymes  such  as  cellulases  (endoglucanases, 
cellobiohydrolases, βglucosidases), hemicellulases (endoxylanases and β
xylosidases), and pectinases (polygalacturonases, and pectinesterases). Other 
hydrolyzing enzymes (proteases, amylases, pullulanases, pectate  lyases, etc.) 
might  further  support  the  release  of  precious  and  lowabundant  secondary 
metabolites from cellular components (Puri et al., 2012; Nadar et al., 2018).  
However, this method is still limited by the elevated cost of commercial enzymes 
which take a prohibitive toll on the entire process, mining the economic viability 
of the extraction (Marathe et al., 2017). 
A  possible  solution  to  expand  the  use  of  enzymes  in  the  phytochemicals’ 
extraction process is producing the enzymes directly in integrated biorefineries 
rather  than  in  a  centralized  location.  Indeed,  producing  enzymes  onsite,  at 
biorefineries, would eliminate the need for concentration, storage, and shipping 
and  production  costs  might  be  reduced  by  using  biomass  material  already 
available at  the biorefinery  as  substrates  for  microbial  growth  (Marathe et  al., 
2017; Patel & Shah, 2021). 
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4.3  Materials and Methods 

4.3.1  Bacterial strains 
Bacillus  subtilis  strains  used  in  this  study  are  a  PB5700  (WT)  strain  and  its 
derivative, OS58. PB5700 was already described  in the Material and Methods 
section of the Chapter 2.  
OS58 was obtained  from  the  PB5700 strain by genetic engineering. A patent 
application is under preparation for this strain, for this reason, the details of the 
engineering design are undisclosed herein. 

4.3.2  Bacterial growth 
For cellulase and xylanase production, B. subtilis PB5700 and OS58 spores were 
revitalized on LB (Difco Laboratories, New York, NY, USA) 1.5% agar plates and 
incubated  overnight  at  37°C.  Isolated  colonies  were  inoculated  in  Antibiotic 
Medium 3 (Difco Laboratories) containing 5 mg/mL glucose and grown 16 h at 
37°C with shaking. A second preinoculum in the same medium was set at OD600 
0.2 and grown for 6 h at 37°C with shaking.  
The synthetic medium CMD (see Chapter 2) was  inoculated at OD600 0.2 and 
Bacterial growth, detected by OD600  readings, was prolonged for 24 h at 37°C 
with 150 rpm orbital shaking. 
Culture  supernatant  was  collected  after  40  minutes  centrifugation  at  room 
temperature  (RT) at 2,268 x g. The spent medium, 500 mL, was  immediately 
used for the maceration of 5 kgsmashed cauliflowers. 

4.3.3  Cellulase and xylanase activity assays 
Cellulase and endoxylanase activities were assayed in an aliquot of the culture 
supernatants  after  acidification,  using  CellG3  and  XylX6  Assay  Kits 
(Megazyme®), following the protocol provided by the manufacturer. 

4.3.4  Plant material 
Fresh cauliflowers (Brassica oleracea L. conv. botrytis (L.) Alef. var. botrytis L.) 
were obtained, during spring, summer, and autumn 2021, from a food processing 
plant that collects vegetables from farms located in southern and northern Italy. 
The fresh material was weighted, aliquoted, and stored at 45°C ± 1°C (monitored 
by a datalogger, Testo 184 T4, Liebherr) for over one month.  
For  each  treatment  (including  controls)  and  for  each  of  the  four  large  scale 
experimental replicates, aliquots of 5 kg each (fresh weight before freezing) were 
thawed at RT for 2 days. After draining the residual water, each whole cauliflower, 
including flowers, leaves and stems, was cut into four parts and ground using an 
industrial mill (M100, Enoitalia s.r.l., Florence, Italy); the material was completely 
shattered into small pieces (0.51.0, cm in diameter) for subsequent processing. 
The extraction experiments with the supernatant of the WT and OS58 strains or 
the sterile medium used as negative control, were independently carried out four 
times each, on four different lots of cauliflowers.  
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4.3.5  Extraction by methanol and acetone  
Three  control  trials  using  traditional  methanol  and  acetonebased  extraction 
methods were performed on separate parts of cauliflowers: steams, flowers and 
leaves. For those experiments 71 g of inflorescences (flowers) (frozen at 40°C 
and thawed for 2 days at RT), cut with scissors and crescents, were incubated 
with 200 ml of extraction solvent made up of 80% methanol and 20% acetone for 
2 h. The same procedure was applied to stems (71 g) and leaves (45 g). 

4.3.6  EAE pretreatment procedure of the cauliflower waste material 
Smallscale  titration  experiments  were  conducted  to  optimize  the  extraction 
procedure changing one parameter at time (pH, temperature, time of incubation 
of cauliflower biomass and bacterial enzymes) and led to the following optimal 
parameters: pH 5, 50°C, 16 hours of incubation. 
To 5 kg of fresh material, ground as previously described, 500 mL of bacterial 
culture supernatant was added, and  the  final  volume was brought  to 5 L with 
water. The suspension was acidified to pH 5 with 85% phosphoric acid and was 
incubated  for 16 h at 50°C with 40  rpm orbital  shaking  (LOM7450  Incubator, 
MRC,  London,  UK).  For  each  of  the  four  replicates,  the  material  was  also 
incubated with 500 mL of sterile CMD, as negative control. 

4.3.7  Extraction process 
An  isothermal  cyclically  pressurized  extraction  process  (rapid  solidliquid 
dynamic extraction) was applied to enzymatically pretreated cauliflowers using 
the Naviglio mechanical extractor (Nuova Estrazione, Naples, Italy) (Fig. 25). The 
principle is based on cyclic compression and decompression phases that exert a 
suction  effect  on  extractable  compounds  present  in  the  vegetable  matrix 
(Naviglio  et  al.,  2014).  The solid material was placed into a 50 μmfiltering 
membrane bag, together with the maceration liquid,  into the pressure gradient 
cylinder that was then filled with deionized water, up to a total volume of 35 L. 
Each  extraction  cycle  consisted  of  a  3  min  static  phase,  followed  by  a 2  min 
dynamic phase; the number of cycles was 60, for a total time of 5 h. At the end 
of the extraction, the bag with the solid residue was removed and squeezed, and 
the aqueous liquid was recovered in a tank. One liter of the collected extract was 
dried using a rotary evaporator (Rotavapor System R300, Büchi Labortechnik 
AG, Flawil, Switzerland); the solid residue was suspended in 50% methanol and 
filtered using 0.22 μm nylon filter before analyses. 
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4.3.8  Total polyphenol content 
The  total  content  of  polyphenols  was  measured  using  the  Total  Polyphenols 
Colorimetric  Assay  Kit  (Steroglass,  Perugia,  Italy)  according  to  the 
manufacturer’s instructions. Absorbance was measured at 725 nm and results 
were expressed in gallic acid equivalents using a gallic acid standard curve. 

4.3.9  Total flavonoids content 
The  total  flavonoids  content  was  estimated  using  the  LolaLuze  method  as 
described by LolaLuze et al.,  (2014) slightly modified as described below. An 
aliquot of 150 uL of the extract was blended with 600 μL of water and 45 μL of 
5% NaNO2. After 10 minutes of incubation, 45 μL of 10% AlCl3 in methanol was 
added; after 2 min incubation 300 μL of 1 M NaOH plus the same volume of water 
were added. After 10 minutes, samples were spectrophotometrically assayed at 
510  nm  (PerkinElmer  UV–VIS  spectrophotometer)  against  a  blank  sample 
consisting of an extraction solution with 1,395 mL of methanol without AlCl3. Total 
flavonoid content is expressed as mg of catechin equivalents/g of dry material. 

4.3.10  Catechins and chlorogenic acid HPLC analyses 
A 20μL aliquot of the filtered sample was injected into the HPLC pump (Kontron 
420;  Kontron  Instruments,  Munich,  Germany)  equipped  with  a  C18  column 
(ZORBAX ODS 250 x 4.6 mm column, 5 μm particle size, SepaChrom, Milan, 
Italy). For catechins and chlorogenic acid, HPLC analyses were performed with 
a 0.8 mL/min flow rate and setting the detector at 280 nm; the mobile phases 
consisted in 5% acetic acid (A) and pure methanol (B), and the chromatographic 
gradient conditions are summarized in Table 3: 
 
 
 
 
 

Figure 25. Solidliquid Naviglio® extractor based on cyclic pressurization 
phases.  



Chapter 4  Materials and Methods 

71 
 

4.3.11 Isothiocyanates HPLC analyses 
Isothiocyanates were analyzed by HPLC after cyclocondensation, according to 
the protocol described by Tang et al. (2013), with modification. For each sample, 
an aliquot of 250 μL of extract was mixed with 250 μL of 100 mM potassium 
phosphate buffer (pH 8.5) and 500 μL of 10 mM 1,2benzenedithiol in methanol. 
The reaction mixture was incubated for 2 h at 65°C and then cooled at RT. The 
mixture was centrifuged at low speed and finally filtered with a 0,22 μm nylon 
filter before being injected into the HPLC. 
In this process, 1,2benzenedithiol reacts with the carbon atom of the –N = C = 
S group of isothiocyanates to form a fivemembered 1,3benzodithiole2thione 
and the corresponding amine. Using RPHPLC with an isocratic mobile phase of 
80% methanol, a flow rate of 1 mL/min, at 40°C and a UV detector set at 365 nm, 
1,3benzodithiole2thione can be eluted and detected, providing an analytical 
measure  of  the  total  isothiocyanates  present  (Zhang  et  al.,  2012).  Different 
concentrations of allylisothiocyanate were used as standards for the calibration 
curve. 

4.3.12  Statistical Analysis 
The  variation  in  the  amount  of  the  compound  extracted  among  the  three 
experimental conditions, considered as response variable, was explored by using 
a series of linear mixed models (LMMS). Each model had a common fixed effect, 
represented  by  the  experimental  treatment  adopted  (factor  with  three  levels: 
control,  WT,  OS58),  and  a  common  random  effect  (random  intercept) 
represented by the different samples of organic matter (i.e., replicates). 
The  estimated  means,  related  confidence  intervals,  and  planned  comparison 
among treatments were computed using the emmeans and contrast functions of 
the emmeans package (version 1.7.2) (Package “emmeans”). All model 
assumptions  were  explored  by  checking  residuals  distribution  against  fitted 
values (Tukey–Anscombe plot) and residual normality against theoretical normal 
distribution  (quantilequantile  plot).  Percentual  changes  with  respect  to  the 
control were obtained from the raw data. 
All statistical analyses were performed in R (https://www.Rproject.org/). 

Time (Min) A (%) B (%) 

1 90 10 
5 90 10 
7 80 20 
8 80 20 

10 75 25 
15 70 30 
20 20 80 
25 50 50 
28 70 30 

30 90 10 

 

Table 3. The mobile phase gradient 

https://www.r-project.org/
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4.4  Results 

Raw  bacterial  culture  supernatants  of  wildtype  or  optimized  Bacillus  subtilis 
strains characterized by  the hyperproduction of cellulase and xylanase, were 
employed to assist in the extraction of bioactives from cauliflower discarded from 
a food processing industry.  
To increase the yield of bioactive recovery and maintain the green connotation, 
enzymatic recovery has been used as pretreatment and coupled with solidliquid 
extraction  at  high  pressure  in  aqueous  environment  without  any  chemical 
addition.  
Many efforts have been made to reduce the intrinsic variability of the experiment 
through  optimization  and  standardization  trials  to  reach  a  more  feasible  and 
efficient procedure.  

4.4.1  Cellulase and xylanase activity assays 
To evaluate  the effectiveness of  the  lowcost enzymatic pretreatment,  two B. 
subtilis  strains  were  used.  The  WT  and  the  optimized  strains  namely  OS58, 
obtained by improving the intrinsic cellulolytic and hemicellulolytic propensity of 
B.  subtilis  through  genetic  engineering  of  the  WT  strain.  The  cellulase  and 
xylanase  activities  released  in  the  growth  medium  by  the  two  strains  were 
determined after 24 h growth.  
The optimization process led to a drastic enhancement in enzyme secretion. As 
shown in Figure 26, the enzymatic units found in OS58 culture broth increased 
by over 30fold  for cellulase and about 3fold  for xylanase compared  to  those 
released by the WT strain.  

Figure  26.  Enzymatic  activity  of  cellulases  and  xylanases  of  the  WT  (in  green)  and 
PB1OPT (in blue) strains (as indicated on the xaxis). Cells were grown in CMD for 24 
h and assayed with a commercial kit. Enzymatic activity (in mU/mL of spent medium) is 
reported  on  the  yaxis.  Values  represent  the  average  of  at  least  five  independent 
experiments. Error bars represent the standard error of the mean (SEM). 



Chapter 4  Results 

73 
 

4.4.2  Recovery of phytocompounds: preliminary experiments 
To  have  an  idea  of  the  phytocompounds  contained  in  the  different  parts  of 
cauliflower,  a  traditional  extraction  based  on  methanol  and  acetone  was 
performed from leaves, stems and flowers of the vegetable. Figure 27 shows the 
total polyphenols (27a) and flavonoids (27b) measured by two specific assays as 
reported  in  Materials  and  Methods.  Interestingly,  the  higher  amount  of  both 
compounds  was  found  in  the  leaves  which  are  usually  discarded  by  food 
processing  industries. The following experiments were performed using all  the 
cauliflower parts without distinction. 

Bacillus subtilis enzymesbased EAE was evaluated as a standalone technique 
or coupled with the solidliquid Naviglio® extractor.  
The  first  procedures evaluated consisted of  incubation of  cauliflower biomass 
with crude enzymatic supernatant from B. subtilis PB5700 or OS58 strains for 3 
hours  at  50°C  at  pH  5,  with  or  without  the  employment  of  the  solidliquid 
Naviglio® extractor. Figure 28a represents the data from HPLC analyses, carried 
out  in  the Lab. of Pharmacobiochemistry, Nutrition and Nutraceuticals, on  the 
cauliflower extract post incubation with enzymatic supernatant from PB5700and 
OS58 cultures.  
The  graph  in  Fig.  28  highlights  the  different  extraction  efficiency  obtained  by 
incubation  with  the  two  strains.  With  few  exceptions,  a  better  compounds 
recovery was observed upon treatment with OS58 supernatant compared to the 
treatment  with  the  WT  strain.  In  particular,  the  largest  differences  occur  for 
epicatechin gallate (Δ 70.61 %) and epicatechin (Δ 50.25 %). No vitexin could be 
extracted from the biomass incubated with the WTderived enzymes.  

Figure 27. The total a) polyphenols and b) flavonoids content (calculated as mg per 
gram of fresh cauliflowers, before freezing) extracted by a solution of methanol and 
acetone  from  the  three  different  parts  of  cauliflower:  leaves  (in  green),  flowers  (in 
yellow),  steams  (in  blue).  Values  represent  the  average  of  two  independent 
experiments. Bars represent the SEM.  
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Fig.  28b  shows  the  extraction  efficiency  obtained  by  the  combination  of  the 
enzymatic  pretreatment  followed  by  the  Naviglio  extraction  procedure, 
compared to a control constituted by the Naviglio extractor only.  
Chlorogenic acid showed an increased recovery by the combination of enzymatic 
pretreatment and Naviglio (Δ 16.04% WT vs extractor only; Δ 47.6% OS58 vs 
extractor only). This is also true for epicatechin gallate (Δ 28.6% WT vs extractor 
only; Δ 48% OS58 vs extractor only). The significance of the results is shown in 
table 4. 

 
By comparing Fig. 28a and b, it was possible to conclude that the combination of 
enzymatic pretreatment and highpressure extraction increased the recovery of 
some compounds compared to the sole incubation with B. subtilis enzymes.   
Figure 29 shows the polyphenols extracted by the enzymes of either B. subtilis 
PB5700 or OS58 or by Naviglio extractor only. 
 

a 

Figure  28.  Phytochemicals  (expressed  as  μg/g  of  cauliflower)  observed  a) 
upon incubation with either WT or OS58 for 3 hours at pH 5; b) upon incubation 
followed by treatment with the Naviglio extractor for 5 hours.  
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The positive results prompted optimization of the extraction procedure by a series 
of  titration  experiments  focusing  on  the  setting  of  three  parameters:  pH, 
temperature,  and  time of  incubation  with  the enzymes. The parameter values 
tested were the following: temperature 40 vs 50 °C, pH 5 vs 7; time of incubation 
3 , 6 vs 16hours.  
In  this  regard,  the  results  of  the  titration  experiments  did  not  give  dramatic 
differences among the tested parameters; the reason behind could lay on the fact 
that  bacterial  enzymes  generally  have  a  wide  range  of  action,  i.e.,  they  can 
efficiently work in different chemophysical conditions.  
However,  the  optimization  process  led  to  the  establishment  of  the  following 
extraction  parameters:  50°C,  pH  5,  16  hours  of  incubation  of  the  vegetable 
biomass  together  with  B.  subtilis  enzymes,  followed  by  5  h  of  solidliquid 
extraction.  
Regarding the incubation time, since no significant differences were detected, 16 
hours were found to be more practical for incubating cauliflowers with enzymes 
overnight to perform downstream processes the following day. However, a good 
extraction yield was obtained also after 3 hours of incubation. 

Figure 29. Polyphenols (μg/g) extracted with either WT or OS58 for 3 hours at pH 5 
followed  by  the  extraction  by  Naviglio  extractor  compared  to  the  control  with  the 
extraction step only. The dev.st. is calculated based on the technical measurements. 

a Extraction with the Naviglio extractor only. 

Table 4. Significancy of the above data calculated by TTest. 

Ea/WT Ea/OS58 WT/OS58
Chlorogenic acid p<0.05 p<0.01 p<0.01

Epicatechin p<0.01
Epicatechin gallate p<0.05 p<0.01 p<0.05

Isoorientin p<0.05 p<0.05
Vitexin p<0.05
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4.4.3  Recovery of phenolic compounds 
The subsequent experiments were performed by an optimized protocol. The total 
polyphenols  were  recovered  more  efficiently  upon  the  enzymatic  treatment 
(Figure 30 and Table 5). In particular, the polyphenols recovered upon treatment 
with the WT strain increased by 1.3fold with respect to the control (p<0.1, weak 
significance); however, the recovery further increased (by 1.4fold with respect 
to  the  control,  p<0.05) when  the  treatment  was  performed  with  the  optimized 
strain OS58, which is a better enzyme producer (Figure 30).  

   

Figure  30.  The  total  polyphenols  content  (calculated  as  mg  per  gram  of  fresh 
cauliflowers,  before  freezing)  is  reported  for  Control,  WT,  and  OS58  groups  as 
estimated  means  and  95%  confidence  intervals  (larger  dots  and  colored  lines, 
respectively) by the linear mixed model (LMM). On the upper side of the plot, treatment 
effects are reported in mg/g as the estimated means and 95% confidence intervals for 
each comparison, as difference from the control or between enzymatic treatments, as 
indicated on the left (degrees of freedomdf = 10.7). The level of significance (pvalue) 
is reported above each horizontal line; the dashed line corresponds to the “no effect” 
hypothesis. The values reported were obtained  from the model using  the emmeans 
package (n = 4, for each group) (Package “emmeans”). 
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4.4.4  Catechins 
The analysis of polyphenols was further deepened to the group of catechins. The 
HPLC  profile  for  these  compounds  was  evaluated  in  the  treated  and  control 
groups, revealing a significant improvement in their recovery even with the WT 
strain  (Fig.  31).  With  respect  to  the  control,  the  WT  supernatant  allowed  the 
extraction of 2fold more epigallocatechin gallate, 1.8fold more epicatechin, and 
1.3fold  more  epicatechin  gallate  (Table  5).  As  observed  for  polyphenols  in 
general, in all but the last case, the effect of the bacterial pretreatment appeared 
stronger  with  the  optimized  OS58  strain,  where  the  yield,  with  respect  to  the 
control,  raised  by  2.8fold  for  epigallocatechin  gallate  and  by  2.4fold  for 
epicatechin.  Conversely,  the  recovery  of  epicatechin  gallate  upon  OS58 
treatment (1.2fold increase) was slightly lower than that obtained with the WT 
strain (1.3fold higher than the control) (Table 5). 

Figure 31. The catechins content (calculated as µg per gram of fresh cauliflowers) is 
reported for the Control, WT, and OS58 groups. A detailed description of these types 
of plots is provided in Fig. 30 caption. 

Table 5.  The concentration of secondary metabolite extracted (mg or µg per gram of 
fresh cauliflower) for each pretreatment group  [control = sterile medium; WT = spent 
medium  from  the  WT  strain;  OS58 = spent medium from the optimized strain]. 

A descriptive statistical analysis of the data mean values ± standard error of the mean (SEM) 
 was conducted to describe the difference among the treated groups vs. control. The asterisks 
(*) indicate the significant differences, obtained by the Linear Mixed Models (p < 0.05 *; p < 
0.01 **; p < 0.001 ***). 

Bioactive compounds 
Polyphenols (mg/ml)

Epigallocatechin gallate (μg/g)

Epicatechin (μg/g)

Epicatechin gallate (μg/g)

Chlorogenic acid (μg/g)

Isothiocyanates (μg/g) 0.006 ± 0.001

OS58
0.24 ± 0.02*
3.1 ± 0.7**
11.3 ± 2.8**
4.1 ± 0.5*

2.7 ± 0.9***
0.004 ± 0.001

WT
0.227 ± 0.007

2.2 ± 0.8
8.7 ± 1.3*
4.4 ± 0.6**
1.9 ± 0.8**

0.005 ± 0.001

Control
0.18 ± 0.02
1.1 ± 0.2
4.7 ± 0.8
3.3 ± 0.6
0.9 ± 0.6
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4.4.5  Chlorogenic Acid 
Among the phenolic acids, chlorogenic acid was examined. As shown in Figure 
32 and Table 5, the enzymatic pretreatment appeared to be extremely efficient 
in releasing the compound from the matrix. The enzymes produced by the WT 
strain  were  able  to  release  2fold  more  chlorogenic  acid  than  the  control 
treatment, while the recovery following the treatment with the OS58 enzymatic 
pool  was  2.9fold  higher.  It  is  worth  noticing  that,  for  this  compound,  the 
difference  between  the  OS58  strain  and  the  WT  achieved  a  95  %  statistical 
significance (p = 0.019). 
 

Recovery of sulfurcontaining plant secondary metabolites 

4.4.6  Isothiocyanates 
For this class of compounds, a very modest increase in the recovery (1.3fold) 
was observed only within the OS58treated group (Figure 33 and Table 5), which, 
however, did not reach statistical significance (p = 0.08). The reasons for these 
results are discussed below. 

Figure 32. Chlorogenic acid content (calculated as µg per gram of fresh cauliflowers) 
is reported for the Control, WT, and PB1OPT groups. A detailed description of these 
types of plots is provided in Figure 30. 
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Figure 33. Isothiocyanates content (calculated as mg per gram of fresh cauliflowers) 
is reported for the Control, WT, and OS58 groups. A detailed description of these types 
of plots is provided in Figure 30. 
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4.5  Discussion 

This work was part of the Phyver (PHYtochemicals from VEgetables Recycling) 
project,  carried  out  in  collaboration  with  the  Nutrition  and  Nutraceuticals 
laboratory of the Dept. of Biology and Biotechnology. The project was focused 
on  the  valorization  of  agroindustrial  wastes  as  source  of  phytochemicals 
endowed with a large variety of biological activities. In particular, it aimed at the 
identification  of  an  efficient  and  sustainable  method  for  the  extraction  of 
phytochemicals from discarded cauliflowers with the support of crude enzymatic 
mixture derived from Bacillus subtilis cultures.  
The Bacillus subtilis strain OS58 hyperproducrd cellulase and xylanase because 
the  two  selected  enzymes  are  supposedly  playing  a  pivotal  role  in  vegetable 
matrix breakdown, although a plethora of additional enzymes, such as proteases 
and amylases, which B. subtilis is known to secrete, might contribute to the final 
effect on the substrate (Tjalsma et al., 2004). 
The  first  part  of  the  project  was  concentrated  on  the  standardization  of  the 
enzymatic  yields of  the  two  B.  subtilis  strains,  grown on a  chemically  defined 
medium,  resulting  in  standard  bacterial  growth  and  enzymatic  production 
protocols.  The  results  confirmed  that  the  enzymatic  production  from  the 
optimized strain exceeded the one from the WT strain. 
The single EAE treatment allowed to extract a higher quantity of compounds with 
the optimized strain compared to the WT strain. The largest differences between 
the two strains were observed for epicatechin gallate and epicatechin, belonging 
to the catechin subgroup and to which a powerful antioxidant activity is ascribed. 
Compared  to  the  sole  application  of  the  Naviglio  extractor®,  an  increased 
recovery of some compounds was obtained by combining it with the EAE pre
treatment.  Among  them,  chlorogenic  acid,  which  is  a  phenolic  compound 
exhibiting  several  biological  properties  as  antiinflammatory  and  brain 
antioxidant, neurodegenerative protector among others (Zuo et al., 2015), and 
epicatechin gallate.  
In the final assessment of the combined extraction procedure, the efficiency of 
the  recovery  of  polyphenols,  in  particular  chlorogenic  acid,  epigallo  catechin 
gallate,  and  epicatechin,  was  correlated  with  the  amount  of  enzymes 
administered.  These  results  support  a  direct  link  between  the  extraction 
efficiency and the amount of secreted enzymes.  
Contrarily,  preliminary  experiments  indicated  that  isothiocyanates,  relevant 
anticancer  compounds  abundantly  present  in  Brassicaceae  and  giving  the 
pungent aroma characteristic of the species, as well as vitexin and isoorientin 
(data not shown) were hardly extractable by this procedure. It is worth reminding 
that  these compounds are usually extracted  from  fresh material using organic 
solvents, and even in those cases, with extremely variable returns (Tang et al., 
2013; Rodríguez De Luna et al., 2020; Karanikolopoulou et al., 2021). Indeed, 
only methanol and ethanol allowed to extract them from the different parts of the 
vegetable. Such solvents guarantee much higher  yields with  respect  to  those 
herein reported (Naczk & Shahidi 2006). 
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However, in this work, a precise choice was made not to use organic solvents, to 
avoid  the  generation  of  toxic  or  polluting  waste  and  to  preserve  the  green 
character of the process.  
The sustainability of the extraction procedure was further enhanced by the fact 
that the vegetable material used was a  real waste generated from a real agri
food  supply  chain  because  it  did  not  meet  the  aesthetic  quality  standard 
requirements  for  largescale  retail  channels.  Cauliflowers  from  this  source 
originated  from  farms  located  in  different  geographical  areas  in  Italy  were 
collected  in three different seasons (spring, summer, and early autumn 2021). 
The  uncontrolled  origin  of  the  experimental  material  granted  it  an  intrinsic 
heterogeneity,  since  the  content  of  secondary  metabolites  in  fruits  and 
vegetables is known to strongly depend on several parameters such as specific 
cultivar,  seasonal  harvesting  time,  cultivation  site,  endogenous  circadian 
rhythms, and soil and pestcontrol strategies (Heimler et al., 2007; Soengas et 
al., 2018). Moreover, during the wheeled transport to the processing warehouse, 
the  harvested  material  reached  different  maturation  stages,  also  related  to 
seasonal conditions.  
These  variables  might  have  heavily  impacted  on  the  composition  and  overall 
content  of  the  bioactive  compounds  of  vegetables,  thereby  affecting  the 
extraction  yield  among  the  replicates  performed  on  different  stocks  of 
cauliflowers, and are partly responsible for the low statistical significance of some 
of the data. For this reason, the correlation among replicates was estimated by  
including the variable “replicate” as a random effect in the statistical model (see 
Materials and Methods).  
Nevertheless,  the  extraction  procedure  might  require  further  adjustments  for 
some classes of compounds. For instance, the prolonged defrosting process (48 
h)  carried  out  at  RT,  might  compromise  the  recovery  of  highly  volatile  and 
intrinsically  unstable  bioactive  molecules.  The  extraction  protocols  should  be 
adjusted based on the vegetable material and on the bioactives to be extracted.  
It is important to highlight that, as opposed to most of the literature data, this work 
was carried out on a pilot scale, using 5 kg of raw material for each sample and 
for each of the four experimental replicates, which make this work pioneering.  
The entire process might be conceived as part of a complex biorefinery which 
includes: i) the recovery of natural bioactive compounds directly from vegetable 
waste produced by the biorefinery; ii) the use of part of this waste as substrate 
for  microbial  fermentation;  iii)  application  of  the  postextraction  biomass  on 
agricultural fields to enhance productivity, or alternatively, its use for clean energy 
generation. Indeed, the entire process would be in compliance with the principles 
of circular economy. 
One of the initial aims of the project was the reuse of the postextraction biomass 
for  B.  subtilis  growth.  Preliminary  experiments  demonstrated  the  ability  of  B. 
subtilis to grow on unpretreated waste substrates, such as orange, banana and 
apple  peels,  or  beet.  However,  cauliflower  was  not  applicable  as  B.  subtilis 
growth substrate, possibly because of its high concentration in sulfurcontaining 
compounds with antimicrobial activities that inhibited bacterial growth. 
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The possibility of using other types of substrates that allow both the recovery of 
a  wide  range  of  bioactives  and  at  the  same  time,  the  production  of  bacterial 
enzymatic extracts via fermentation is still an open challenge. 
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5  Conclusions 

Bacillus  subtilis  is  a  versatile  microorganism  that  can  be  employed  for  many 
different processes, ranging from the production of enzymes to the conversion of 
waste  biomass  into  useful  biocommodities.  This  work  intends  to  provide  a 
comprehensive  study  of  the  potential  biotechnological  applications  of  the  soil 
bacterium B. subtilis, focusing on the bioconversion of lignocellulosic biomass.  
The propensity of this bacterium to secrete high amounts of carbohydrateactive 
enzymes  was  improved  with  a  view  on  its  biotechnological  applicability. 
Optimized strains of B. subtilis outperformed  the wildtype strain  in  industrially 
relevant  carbohydrateactive  enzymes  production.  In  future,  the  creation  of  a 
single hyperproducing strain can be easily obtained by merging up all the genetic 
optimization herein analyzed. 
The  usefulness  of  two  of  those  B.  subtilis  strains  was  validated  in  two 
bioeconomyrelevant applications.  
A  positive  correlation  was  identified  between  the  level  of  cellulose  hyper 
degrading enzymes production and the quality of dairy forages treated with the 
bacterium,  thus providing a possible scientific basis  to  the positive effect of  B. 
subtilis administration to lactating cows described by several authors. In an effort 
to ensure the economic viability of the process, the bacterial treatment could be 
conveniently  performed  using  unpurified  cultures  grown  on  a  wastederived 
medium. 
Additional  experiments,  both  in  vitro  and  in  vivo,  are  required  to  validate  the 
procedure on a broader range of forages, and assess animal acceptance of the 
treated fodders. Experiments are currently underway to determine whether rice 
straw, a huge nonvalorized biomass, can be converted into a highquality and 
nutrientdense feedstock. 
Furthermore,  Bacillus  subtilisderived  enzymes,  used  for  Enzyme  Assisted 
Extraction  (EAE)  of  phytocompounds  from  biomass  waste,  were  shown  to 
improve  the  recovery  of  nutraceuticals  when  combined  with  a  mechanical 
extraction  procedure  in  aqueous  environment.  The  application  of  the  culture 
supernatants  conferred  a  relevant  economic  advantage  and  guaranteed  the 
environmental safety of the entire extraction process.  
Additional  research  is ongoing  to  finetune the biotechnological procedure and 
explore  its  applicability  to  different  food  wastes,  with  different  phytochemical 
compositions.  
The above examples pave the way to the implementation of genetically improved 
Bacillus  subtilis  in  a  variety  of  applications  in  the  expanding  field  of  circular 
economy; besides, it can constitute a biotechnological model for the construction 
of new and more efficient organisms of industrial relevance.  
The strains developed in this work can be considered the forefront for the creation 
of CBP microorganisms able to autonomously saccharify lignocellulosic material 
to transform it in biocommodities, thus bypassing timeconsuming and expensive 
biomass pretreatments, the current critical step in the valorization of recalcitrant 
biomass.  
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completely known. I studied the role of the protein in the secretion of degradative 
enzymes, cellulase and xylanase. A summary of the work is below. 

SwrA as global modulator of the twocomponent system DegSU in 
Bacillus subtilis 

The twocomponent system (TCS) DegSU of Bacillus subtilis controls more than 
one  hundred  genes  involved  in  several  cellular  behaviors.  Over  the  last  four 
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