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RESUME

Au Québec, la production de déchets organiques (urbains, agro-alimentaires et agro-industriels) est estimée
a environ 13 millions de tonnes par année. Afin de récupérer ces résidus organiques, différentes méthodes
de valorisation sont disponibles, comme la biométhanisation. L’implantation croissante de nouvelles usines
de biométhanisation entraine une augmentation importante de la production de digestat qui doit étre
valorisé. Ce projet de recherche vise a développer une nouvelle voie de valorisation des digestats de
biométhanisation qui est a la fois une solution pour réduire le colt du régime alimentaire utilisé dans
I’¢levage d’insectes comestibles, en 1’occurrence les larves de mouche soldat noire (MSN). Tout d’abord,
une étude préliminaire a été menée afin d’analyser le potentiel nutritif du digestat pour les larves de MSN.
Des hydrolyses enzymatiques ont été appliquées sur le digestat afin de dégrader les fibres en sucres
réducteurs et améliorer I’assimilation du substrat par les larves. L’application de ce prétraitement a permis
d’améliorer le gain de masse et le taux de bioconversion. Cependant, la croissance des larves sur le digestat
prétraité reste faible par rapport a la diete standard et des travaux supplémentaires sont nécessaires pour

optimiser le procédé.

Dans un deuxieme temps, 1’intégration de résidus agricoles prétraités dans les digestats pour améliorer les
performances des larves de MSN élevées sur du digestat a été testée. Des prétraitements, soit une hydrolyse
thermique et/ou une hydrolyse enzymatique, ont été appliqués a des résidus de mais et a de la luzerne afin
d’améliorer la biodisponibilité des nutriments. Par la suite, différents régimes alimentaires ont été
développés en mélangeant le digestat avec les résidus de mais et la luzerne prétraités. Des analyses de
caractérisation et de performance de bioconversion par les larves de MSN ont été effectuées pour les
différentes dietes. L'application du prétraitement sur les résidus de mais et la luzerne a permis aux larves
d’obtenir un gain de masse plus élevé en comparaison avec les résidus de mais et la luzerne non traités.
Cependant, une fois que les substrats agricoles prétraités ont été mélangés au digestat, la performance a
diminué. En effet, la croissance des larves élevées sur une diéte a base de digestat a été trés faible par
rapport au régime standard. Une différence significative a été trouvée entre le gain de longueur des deux
digestats étudiés, indiquant que certains digestats sont plus appropriés que d'autres pour la culture des larves
de MSN. Selon les résultats de cette étude, le traitement du digestat par les larves de MSN n’est pas efficace.
Des recherches additionnelles sont nécessaires pour parvenir a une croissance performante des larves de

MSN et permettre la valorisation du digestat.

Mots-clés : Digestat, Digestion anaérobie, Econmie circulaire, Hermetia illucens, Hydrolyse enzymatique,

Hydrolyse thermigue, Mouche soldat noire, Résidus agricoles
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ABSTRACT

In Quebec, the production of organic waste (urban, agri-food and agro-industrial) is estimated at about 13
million tons per year. In order to recycle these organic residues, various recovery methods are available,
such as anaerobic digestion. Increasing implementation of new biogas plants leads to a significant rise in
the production of digestate that must be valorized. This research project aims to develop a new valorization
pathway for biogas digestates that is also a solution to reduce the cost of the diet used in the rearing of
edible insects, in this case the black soldier fly larvae (BSFL). First, a preliminary study was conducted to
analyze the nutritive potential of digestate for BSFL. Enzymatic hydrolysis was applied to the digestate in
order to degrade fibers into reducing sugars and improve the assimilation of the substrate by the larvae. The
application of this pretreatment resulted in improved mass gain and bioconversion rate. However, the
growth of BSFL on pretreated digestate remains low compared to the standard diet and further work is
needed to optimize the process.

In a second step, the integration of pre-treated agricultural residues to improve the performance of BSFL
reared on digestate was tested. Pretreatments, either thermal hydrolysis and/or enzymatic hydrolysis, were
applied to maize residues and alfalfa to improve nutrient bioavailability. Subsequently, different diets were
developed by mixing the digestate with the pre-treated maize residue and alfalfa. Substrate characterization
and bioconversion performance analyses by BSFL were performed. Application of the pretreatment to the
agricultural crops resulted in higher mass gain by the larvae compared to the untreated maize residue and
alfalfa. However, once pretreated agricultural substrates were mixed with digestate, performance decreased.
Indeed, the growth of larvae reared on a digestate-based diet was very poor compared to the standard diet.
A significant difference was found between the length gain of the two digestates, indicating that some
digestates are more suitable than others for growing BSFL. Based on the results of this study, treatment of
digestate with BSFL was not effective. Additional research is needed to achieve efficient growth of BSFL

and to enable digestate valorization.

Keywords : Agricultural crops, Anaerobic digestion, Black soldier fly, Circular econmy, Digestate,,

Enzymatic hydrolysis, Hermetia illucens, Thermal hydrolysis
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1 INTRODUCTION

1.1 Mise en contexte

D’ici 2050, la population mondiale devrait atteindre environ 9,8 milliards d’habitants (United Nations,
2022). Cette augmentation significative générera une demande croissante en nourriture, en aliments pour
les animaux et en carburant pour les prochaines années. En parallele, la croissance démographique
engendrera des quantités grandissantes de déchets, en particulier des matiéres organiques, nécessitant un
traitement. Au Québec, les matieres organiques constituent environ 60 % des 5.8 millions de tonnes de
matieres résiduelles éliminées chaque année (MELCC, 2020b; Recyc-Québec, 2018). Afin de réduire ce
gaspillage de ressources, il est essentiel d’implanter des systémes de gestion des matiéres organiques
efficaces.

Ces dernieres années, différentes technologies de valorisation des matiéres organiques ont gagné en
popularité dont la biométhanisation (MELCC, 2020a). La biométhanisation, ou digestion anaérobie,
consiste en un processus naturel de dégradation de la matiére organique qui génere du biogaz et du digestat.
Depuis quelques années, cette industrie est en pleine expansion au Québec, notamment en raison de 1’ intérét
gue détient le biogaz comme énergie durable et locale. En effet, la production de ce gaz naturel renouvelable
permettrait de convertir le probléme actuel des déchets organiques en une opportunité économique (Energir,
2019). Le gouvernement du Québec a donc entrepris de nombreux projets d’usines de biométhanisation
dans plusieurs villes et MRC (Québec, Montréal, Laval, Sainte-Catherine, MRC de la Vallée-du-Richelieu,
etc.) (MELCC, 2021). Evidemment, I’établissement de ce bon nombre d’usines génére une grande quantité
de digestat qui doit étre récupéré et valorisé.

De maniere générale, le digestat subit une séparation liquide-solide a sa sortie du digesteur. La fraction
liquide, riche en nutriments et en minéraux solubles, posséde un potentiel de valorisation élevé tandis que
la fraction solide, riche en matiere organique récalcitrante, offre peu de possibilités de récupérer les
nutriments (Vaneeckhaute et al., 2017). En ce qui concerne la fraction solide, elle est particulierement
réputée pour son utilisation comme amendement de sol ou compost (Tambone et al., 2015; Zeng et al.,
2016). Bien que le digestat de biométhanisation détient des propriétés agronomiques intéressantes,
1I’épandage de la fraction solide de ce produit représente des colits de gestion élevés et plusieurs contraintes
(Nkoa, 2014; Sfetsas et al., 2022; Vaneeckhaute et al., 2017). Ainsi, en raison de la croissance inévitable
de l'industrie de la biométhanisation qui génerera de grandes quantités de digestat, il est primordial
d'envisager différentes alternatives d'application & ce produit (Gaj & Cichuta, 2022). Dans ce sens, le
digestat est per¢u comme étant une source de nutriments bon marché pour 1’élevage d’insectes

décomposeurs comestibles (Spranghers et al., 2017).



Depuis 2015, I’intérét académique envers les insectes, notamment la mouche soldat noire (MSN), comme
source d’alimentation pour ’homme et les animaux est en augmentation de maniere exponentielle. En effet,
les insectes comestibles consistent en une option viable pour l'alimentation humaine et animale, et ce, a
travers le monde (Van Huis, 2020). Parmi les différentes especes d’insectes comestibles, la MSN suscite
beaucoup d’intérét. De plus en plus d’études portent sur les larves de MSN et démontrent leur grande
efficacité a convertir différents résidus organiques en aliments de haute qualité (protéines et lipides) et en
amendements de sol (frass; c.-a-d. le résidu obtenu lors de 1’élevage d'insectes composé de leurs déjections,
leurs mues et des restes de leur alimentation) (Lim et al., 2022; Van Huis, 2022; Yang-Jie et al., 2023). Cet
insecte se démarque particulierement par le fait qu’il possede I’avantage de se développer sur une multitude
de substrats organiques différents, allant des déchets de table aux fumiers d’animaux (Nguyen et al., 2015;
Van Huis, 2020). De plus, les larves de MSN permettent d’obtenir des taux de réduction élevés pour
différentes matiéres organiques, pouvant atteindre 50 % pour du fumier (Gold et al., 2018).

Composés principalement de matieres lignocellulosiques (cellulose, hémicellulose et lignine) et d’azote
organique, les digestats solides ont déja été étudiés pour I’élevage de larves de MSN (Pas et al., 2022;
Spranghers et al., 2017; Veldkamp et al., 2021). Bien que les larves puissent se développer sur le digestat,
leur biomasse totale est souvent inférieure a celle des larves élevées sur d’autres substrats. Une des raisons
de ce faible rendement est le manque de sucre simple, particulierement le glucose, le sucrose et le fructose,
dans le digestat solide. En effet, le digestat est généralement riche en lignocellulose difficilement
assimilable par les larves, ce qui réduit leur développement (Manurung et al., 2016; Pas et al., 2022;
Spranghers et al., 2017). Certains types de sucre, comme le galactose et le xylose, peuvent méme avoir une
influence négative sur I’efficacité de la bioconversion des larves de MSN (Cohn et al., 2022). Néanmoins,
en fonction des intrants utilisés lors de la digestion anaérobie et selon la configuration du digesteur
(conditions opératoires, stabilité du pH, température, etc.) , la croissance des larves peut étre supérieure. En
effet, un digesteur anaérobique opéré de manicre a obtenir un digestat stable est susceptible d’étre plus
adapté pour les larves de MSN (Elsayed et al., 2020). Par ailleurs, afin d’améliorer la performance des
larves élevées sur le digestat, différents traitements physiques et chimiques (traitement thermique,
traitement au peroxyde alcalin, hydrolyse enzymatique, etc.) ont été proposés pour éliminer la lignine et
décomposer la cellulose en sucres digestibles (Liu et al., 2021; Pas et al., 2022; Rahmani et al., 2023). Une
autre option consiste & mélanger le digestat avec différents substrats plus riches en nutriments, tels que des
résidus alimentaires ou agricoles, afin d’augmenter la teneur en nutriments et améliorer la bioconversion et
les performances de croissance des larves de MSN.

Au Canada, et particulierement au Québec et en Ontario, la culture du mais-grain est tres présente avec une
production annuelle moyenne au Québec d’environ 3.7 millions de tonnes (MAPAQ, 2019; Statistics

Canada, 2022). La production de mais génére de grandes quantités de résidus, principalement des tiges et



des épis, qui peuvent étre récupérés et valorisés (OFA, 2012). D’autre part, la luzerne est une culture durable
disponible en grande quantité qui pourrait améliorer la teneur en nutriments, notamment en protéines,
lorsqu’elle est mélangée au digestat (Childers & Aasen, 2007). Cependant, les résidus de mais et la luzerne
possédent une teneur élevée en matiére lignocellulosique et il est donc nécessaire d’appliquer un
prétraitement sur ces biomasses afin d’obtenir un taux de bioconversion efficace par les larves de MSN
(Bakala et al., 2023).

L’application de différents prétraitements sur des résidus ou biomasses agricoles pour améliorer la
performance des larves de MSN a déja été testée. En effet, des études portant sur I’utilisation de bases
alcalines pour éliminer la lignine et décomposer I’hémicellulose (Liu et al., 2021), des hydrolyses
enzymatiques (Lim et al., 2022) ou encore des traitements thermiques qui détruisent les parois cellulosiques
tout en réduisant la présence de microorganismes (Isibika et al., 2019) ont été réalisées. Liu et al. (2021)
ont démontré qu’un prétraitement au peroxyde alcalin sur de la paille de riz a permis d’améliorer la
digestion du substrat par les larves de MSN. De plus, I’application d’un prétraitement biologique sur des
pelures de bananes a permis d’augmenter le taux de conversion des déchets en biomasse larvaire en
améliorant I’équilibre nutritionnel et I'absorption de déchets fibreux par les larves de MSN (lIsibika et al.,
2019). Ces recherches ont démontré que la mise au point d’un prétraitement et d’un régime alimentaire
adéquat est essentielle afin de maximiser le développement des larves de MSN.

La production de larves de MSN comme source de protéines alternatives est une opportunité économique,
durable et écologique (Van Huis et al., 2013). L’utilisation de cet insecte comme agent de traitement des
déchets organiques (comme les digestats de biométhanisation) permet de refermer la boucle du flux de
matiéres organiques résiduelles (MOR) et ainsi donner lieu & un modéle d’économie circulaire efficace
(Wang & Shelomi, 2017). L’implantation d’une telle filiére est donc pertinente, mais, celle-ci devra faire
face a certains défis, notamment I’adaptation aux particularités locales et 1’approvisionnement suffisant
d’intrants & des prix concurrentiels. Des recherches sont donc requises afin de développer un régime

alimentaire efficace et a bas prix pour 1’élevage des larves de MSN.

1.2 Problématique et objectif

La problématique concernée par ce projet de recherche comporte deux aspects : la quantité croissante de
digestat de biométhanisation produite dans les années a venir et le besoin de plus en plus accru en protéines
dans le domaine de I’élevage animal. L’opportunité de joindre ces deux problématiques est possible en
combinant la digestion anaérobie et les insectes décomposeurs. 11 s’agit donc d’utiliser les digestats de
biométhanisation comme base de formulation d’une diéte pour 1’élevage des larves de MSN riches en
protéines pour 1’alimentation animale. Ainsi, 1’élevage de MSN assurerait une production de protéines

simple, peu codteuse et respectueuse de I’environnement.



L’objectif général de ce projet est de développer une nouvelle voie de valorisation des digestats de
biométhanisation, qui apporterait une solution pour réduire le colt du régime d’alimentation utilisé dans
I’élevage des larves de MSN. Les objectifs spécifiques pour cette étude consistent a :
1) Caractériser la fraction solide de digestat et évaluer le potentiel nutritif pour les larves de MSN en
comparaison avec un régime d’alimentation standard
2) Appliguer un prétraitement thermique et/ou enzymatique sur des substrats agricoles pour réduire la
taille des particules et améliorer la biodisponibilité des nutriments;
3) Réaliser une formulation a base de digestat et de substrats agricoles prétraités afin d’améliorer la
croissance des larves de MSN;
4) Analyser et comparer les performances de croissance des larves de MSN sur les formulations

développées;

L’originalit¢ de ce projet réside dans la préparation d’un régime d’alimentation a moindre colt pour
I’¢levage de larves de MSN dont la composante principale est un digestat solide de biométhanisation. Cette
nouvelle approche de gestion des digestats solides par la production d’insectes décomposeurs comestibles
s’insére harmonieusement dans le concept d’économie circulaire de plusieurs villes et régions du Québec,

et ailleurs dans le monde.

1.3 Revue de littérature

1.3.1 La biométhanisation

La biométhanisation permet de dégrader les matiéres organiques en absence d’oxygéne en produisant du
biogaz et du digestat. Il s’agit d’un processus naturel pouvant étre observé dans les marécages. Le principe
de la biométhanisation consiste a placer les MOR dans un digesteur en conditions contrdlées (température,
pH, absence d’oxygene, pression, etc.) (Moletta, 2015). La digestion anaérobie comporte quatre phases de
dégradation successives, soit (1) I’hydrolyse, (2) I’acidogenése, (3) I’acétogenése et (4) la méthanogenése.
Lors de la premiére étape, les matiéres organiques complexes (protéines, lipides, etc.) qui ne peuvent pas
étre utilisées directement par les bactéries sont hydrolysées en molécules simples (acides aminés, acides
gras, sucres, etc.). Par la suite, lors de 1’acidogeneése, les bactéries acidogenes dégradent ces monomeéres
solubles en acides gras volatils et en alcools. Lors de la 3¢ étape, les acides gras volatils sont transformés
en acide acétique, en hydrogéne (H.) et en dioxyde de carbone (CO,). Enfin, lors de la méthanogeneése,
I’action synergique de différentes bactéries méthanogénes permet de convertir le substrat en méthane (CHa)
et ainsi produire le biogaz, composé de CH4 (60 %), de CO; (40 %) et d’autres composés en traces comme
du HzS, NHs et H, (Y. Li etal., 2019).



Le biogaz est percu comme étant le produit le plus important de la biométhanisation puisqu’il peut étre
utilisé en tant que combustible et fournir une source d’énergie renouvelable. L’ industrie mondiale du biogaz
est en forte expansion et a augmenté de plus de 90 % entre 2010 et 2018. L’Europe est le plus grand
producteur de biogaz au monde avec plus de 70 % de la production mondiale, soit 64 Tera Watt par heure
(TWh), suivie par I’ Amérique du Nord avec 15 TWh (IRENA, 2019; Norouzi & Dutta, 2022). La croissance
rapide de I’industrie du biogaz est aussi ressentie au Canada, qui a subi entre 2011 et 2022 une augmentation
d’environ 50 % des nouveaux projets d’usine de biométhanisation. En 2020, le nombre d’installations de
biogaz au Canada s’élevait a 279 (Canadian Biogas Association, 2021). Compte tenu de la hausse
importante des installations de biométhanisation a travers le monde, il y aura de grands volumes de digestat

produit devant étre traités.

1.3.2 Digestats de biométhanisation

La composition du digestat varie en fonction de la provenance des déchets organiques, de la configuration
du digesteur et de I’inoculum utilisé lors de la digestion anaérobie. En général, le digestat se caractérise par
un pH alcalin, une teneur élevée en azote ammoniacal (46.2 — 79 %) et en macronutriments tels que le
potassium, le phosphore, le soufre et d’autres éléments comme le cobalt, le fer et le sélénium (Monlau et
al., 2015). La principale voie de valorisation des digestats de biométhanisation est 1’utilisation de ceux-Ci
comme amendement pour les terres agricoles. Cependant, certaines critiques sont associées a cette

application. Tout d’abord, comme le témoigne le

Tableau 1-1, la composition du digestat est grandement influencée par la provenance des intrants utilisés
lors du processus de biométhanisation. Les propriétés fertilisantes du digestat varient donc beaucoup, ce
qui complique son épandage dans sa forme brute. De plus, dans plusieurs régions, les lois en vigueur
représentent un obstacle important a I’'usage du digestat comme agent fertilisant. En effet, 1’épandage de ce
produit est régi par des législations environnementales strictes concernant les niveaux de fertilisation en
azote et en phosphore, la présence de pathogénes et la teneur en métaux lourds (Sfetsas et al., 2022;
Vaneeckhaute et al., 2017). Le dépdt direct de digestat sur le sol peut engendrer des problémes
environnementaux comme une lixiviation des nitrates, des émissions d’ammoniaque ou encore causer
I’eutrophisation (Ritigala et al., 2021). Enfin, le digestat possede une teneur élevée en eau, ce qui dresse
une barriére d’un point de vue économique en raison des cotts de gestion élevés liés au transport et au
stockage. Un fractionnement du digestat peut donc étre réalisé, souvent par une presse a vis, un crible a
tambours (crible vibrant) ou une centrifugeuse, afin de réduire ces colts et extraire les composés d’intéréts
(Tornwall et al., 2017). Généralement, une séparation liquide-solide est appliquée au digestat a sa sortie du

digesteur. La fraction liquide, riche en nutriments et en minéraux solubles, s’apparente beaucoup a un



engrais minéral et possede un potentiel de valorisation élevé. D’un autre c6té, la fraction solide est riche en
matiere organique récalcitrante et offre peu de possibilités de récupérer les nutriments puisque ceux-ci sont

fortement liés organiquement (Catenacci et al., 2022; Vaneeckhaute et al., 2017).

Tableau 1-1. Composition proximale des digestats bruts (Kovaé&i¢ et al., 2022)!

Paramétre Unité Valeur
pH - 5.6-8.6
Matiére % 0.7-90
séche (MS)
Mati_ére %MS 15.6-98.0
organique
Carbone %MS 10.4-58.7
total
Azote total %MS 0.2-20.5
NH4+-N g.kgtMS  21-17.9
Ca g.kg'MS  0.6-98.5
K g.kgtMS 0.9-1105
Mg g.kg'MS 0.1-14.1
P g.kg'MS  0.1-54.0

1321 Digestat liquide

En général, une partie de la fraction liquide du digestat est recirculée dans le digesteur anaérobie.
Cependant, afin de maintenir une production de biogaz stable, il est recommandé de ne pas réintroduire
plus de 50 % du volume de la fraction liquide dans le digesteur. Souvent, le digestat liquide résiduel est
simplement appliqué directement sur les sols agricoles (Martel & Desmeules, 2013). Toutefois, différentes
technologies sont aussi employées afin d’accroitre sa valeur. En effet, la fraction liquide est
particulierement exploitée pour I’ammoniac et le phosphore qu’elle contient. De plus, le digestat liquide
peut étre employé comme engrais concentré pour les cultures hydroponiques ou encore pour produire de la

biomasse algale. De nombreuses méthodes de traitement physique, biologique ou chimique sont donc

! Modifié de Kovaci¢ et al. (2022) en accord avec la licence Creative Commons Attribution (CC BY) license
https://creativecommons.org/licenses/by/4.0/



employées afin de valoriser le digestat liquide et extraire les produits ciblés (Akhiar et al., 2020; Sfetsas et
al., 2022).

En raison de sa teneur élevée en azote (ammoniaque et/ou ammonium) et en phosphore, le digestat liquide
peut étre utilisé pour produire de la struvite au lieu d’étre directement épandu dans les champs. La struvite
est un complexe de magnésium — ammonium — phosphate obtenu généralement sous 1’effet de la chaleur.

La réaction de précipitation de la struvite s’exprime ainsi (Shi et al., 2018) :
Mg?* + NH* + H,POs ™+ 6H,0—Mg(NH,) PO4-6H,0 + nH*
ounestO,1ou?2.

La struvite est un fertilisant solide qui est plus facile a transporter et appliquer que le digestat liquide.
L’utilisation de struvite permet une fertilisation a libération lente en évitant des problémes tels que la brilure
des cultures ou le ruissélement des nutriments. La struvite produite a partir de digestat liquide représente

une alternative durable aux engrais conventionnels a base de phosphate (Bach et al., 2022).

Le digestat liquide peut aussi étre utilisé comme engrais concentré pour les cultures hydroponiques.
Cependant, en raison de différents facteurs tels que la teneur élevée en ammonium, le pH variable ou la
présence de pathogenes, un traitement doit étre appliqué (O’Connor et al., 2022). Différentes méthodes,
comme une pasteurisation ou une filtration membranaire, permettent de réduire ces sources d’inhibition.
Pelayo Lind et al. (2021) ont démontré que 1’utilisation d’un digestat agricole préalablement dilué et
dénitrifié, a permis de réduire de 20% (< 1 semaine) le temps de culture de plants de bok choy en
hydroponie. De plus, selon les résultats de Ronga et al. (2019), le digestat est une alternative durable comme
source de nutriments pour la production de laitue (Lactuca sativa L.) en hydroponie. Dans cette étude, la
combinaison de digestat et d’une solution standard a permis d’améliorer la croissance des plantes en
agissant sur différents paramétres comme les racines, le systéme caulinaire et le poids sec total. Des études
plus approfondies concernant la sécurité est la viabilité économique de la valorisation du digestat pour les
cultures hydroponiques sont nécessaires. Néanmoins, cette application est une méthode prometteuse pour
réduire ou remplacer les fertilisants synthétiques et ainsi encourager la production en serre durable (Ntinas
et al., 2021).

Des technologies émergentes telles que la production de biosurfactants, de biopesticides ou de biomasse
algale a partir de digestat voient le jour. Ces recherches récentes permettent de créer une valeur ajoutée aux
digestats et attirent ainsi I’investissement dans le secteur de la biométhanisation. Le marché des
biosurfactants s’¢leéve a plusieurs milliards de dollars (Singh et al., 2019). Cependant, ceux-ci sont souvent
produits a partir de maticéres premiéres dispendieuses, ce qui limite I’expansion de I’industrie. L utilisation

du digestat, un substrat peu colteux, est donc trés intéressante pour sa valeur économique et son efficacité



de production élevée (Patria et al., 2021). Dans un méme ordre d’idée, des biopesticides peuvent étre
produits a partir de digestat. Bacillus thuringiensis est le biopesticide microbien le plus utilisé a travers le
monde. A ce jour, il a été démontré que le digestat est un milieu de culture permettant la croissance de ce
biopesticide. Cependant, des travaux a 1’échelle supérieure doivent étre réalisés afin d’améliorer la capacité
de Bacillus thuringiensis a coloniser cette matiere dans des quantités plus importantes (Mejias et al., 2020;
Rodriguez et al., 2019). Enfin, la culture de microalgues est un procédé qui permet de valoriser les
nutriments du digestat. Une fois récoltée, la biomasse algale peut étre utilisée pour extraire une multitude
de produits a forte valeur ajoutée tels que pour produire des biocarburants, des aliments pour les animaux,
des composés cosmétiques ou pharmaceutiques, des engrais a libération lente, etc. Stiles et al. (2018) ont
démontré qu’apres une dilution et en ajustant le ratio C:N:P du digestat, la croissance d’un consortium de
microalgues et de bactéries a été accrue et celui-ci a pu étre utilisé comme source d’alimentation pour le
bétail et I’aquaculture. L’introduction de la culture de microalgues a la filiére de la biométhanisation est
trés prometteuse puisque cette biotechnologie permet a la fois de produire une biomasse a valeur ajoutée

tout en fixant le dioxyde de carbone de I’atmosphére par photosynthese (Sfetsas et al., 2022).

1.3.2.2 Digestat solide

En ce qui concerne la fraction solide de digestat, elle est particulierement réputée pour son utilisation
comme amendement de sol (Tambone et al., 2015; Zeng et al., 2016). En effet, plusieurs travaux de
recherche démontrent le potentiel agronomique de la fraction solide en raison de sa teneur élevée en
macronutriments et en matiére organique (Samoraj et al., 2022). Cependant, contrairement a la fraction
liquide, la fraction solide respecte rarement les criteres pour étre appliquée directement sur les terres
agricoles (Bustamante et al., 2012) et nécessite généralement un traitement par compostage (Teglia et al.,
2011).

Des technologies thermochimiques telles que la gazéification, la pyrolyse et la carbonisation hydrothermale
peuvent étre utilisées pour valoriser le digestat solide et produire des biocarburants et du biochar. La
gazéification consiste en une oxydation partielle réalisée a une température ¢levée d’environ 700 °C. Ce
procedé génere un gaz de synthese (syngas), un combustible majoritairement composé de CO et H,. Afin
d’assurer la bonne qualité du syngas, le digestat doit avoir une teneur maximale en humidité de 30 %
(Agarwal et al., 2022; Sarker et al., 2021). Similairement a la gazéification, la pyrolyse du digestat produit
aussi un syngas. Cependant, cette technologie est effectuée en déficit d’oxygene et a une température plus
basse, entre 300 — 800 °C. Enfin, la carbonisation hydrothermique du digestat nécessite le chauffage dans
I’eau & une température entre 70 et 250 °C sous une pression de 2-10 Mpa. Contrairement & la gazéification

et la pyrolyse, la carbonisation hydrothermale ne demande pas de séchage préalable du digestat et



I’utilisation du digestat brut est possible. Toutes ces méthodes thermochimiques produisent du biochar, un
résidu carboné solide, pouvant étre utilisé comme amendement de sol (Agarwal et al., 2022). Certaines
études démontrent que le biochar serait un amendement amélioré comparativement au digestat puisqu’il
permettrait de fixer les métaux lourds et certains nutriments (P, K et Ca), limitant leur rejet dans les eaux
souterraines (Folgueras et al., 2013). Bien que ces technologies permettent d’accroitre la production
d’énergie grace au syngas, elles nécessitent beaucoup d’énergie sous forme de chaleur (Catenacci et al.,
2022). De plus, des produits chimigues nocifs sont souvent nécessaires et ceux-ci peuvent avoir un effet
inhibiteur sur les propriétés du biochar. Des recherches additionnelles sont donc nécessaires afin de valider
le bilan énergétique et la faisabilité a grande échelle de ces technologies pour la valorisation du digestat
solide (Monlau et al., 2015).

Une autre possibilité est 1'utilisation du digestat solide comme substrat pour effectuer différentes cultures
comme celles de champignons ou d’insectes. O’Brien et al. (2019) ont testé ’utilisation de digestat solide
provenant de la digestion anaérobie de fumier de vaches laitiéres et de déchets alimentaires comme substrat
pour la culture du champignon Pleurotus ostreatus. Cette recherche démontre qu’a une concentration de 35
% p/p, le digestat solide fournit la productivité la plus élevée. Cependant, 1’utilisation du méme digestat a
une concentration de 70 % a inhibé la croissance du champignon, probablement en raison de la teneur
élevée en sodium. Des résultats similaires ont aussi été obtenus par Schimpf et al. (2019) qui ont étudié
I’utilisation de digestat solide pour la culture du champignon Lentinula edodes. Parallélement, 1’application
de digestat comme substrat pour élever des insectes décomposeurs peut s’avérer étre une option durable
pour la gestion des résidus organiques (Cesaro, 2021). Peu d’études ont été réalisées sur la culture d’insectes
sur du digestat de biométhanisation. Cependant, le potentiel que possédent les insectes décomposeurs a
convertir différents résidus organiques en produits a valeur ajoutée est confirmé. En effet, I’utilisation
d’insectes pour valoriser les MOR est une opportunité viable économiquement et respectucuse de

I’environnement (Chavez, 2021; Siddiqui et al., 2022).

133 L’entomoculture et la gestion des résidus organiques

Selon I’organisation pour I’alimentation et I’agriculture (FAO), I’un des défis qu’auront a faire face les
producteurs agricoles au cours des prochaines années sera de diminuer les émissions de gaz a effet de serre
tout en répondant & une hausse de la demande en produits animaliers liée a la croissance de la population.
De plus, il est estimé qu’une grande partie de la nouvelle population sera urbaine et consommera presque
deux fois plus de protéines d’origine animale qu’aujourd’hui (FAO, 2011). Afin d’assurer la croissance
durable du secteur agro-alimentaire, il est essentiel de développer de nouvelles voies d’approvisionnement

en protéines et en lipides a faible colt. L’entomoculture, la culture d’insectes, est une approche intéressante



pour la production d’aliments pour les humains et les animaux d’élevage. De nombreuses recherches
proposent la bioconversion de MOR par des insectes décomposeurs comme une solution efficace pour
réduire le gaspillage des matieres organiques. Cette approche se base sur le fait que 1I’élevage d’insectes a
I’échelle industrielle permettrait de convertir efficacement plusieurs tonnes de déchets en produits ayant
une haute valeur (alimentation humaine et animale, engrais, biocarburant, lubrifiant, produits
pharmaceutiques, teintures, etc.). En effet, constituant un aliment naturel du régime alimentaire de
nombreux animaux, les insectes pourraient étre utilisés dans la moulée d’animaux d’élevage comme les
poissons et les porcs (Gao et al., 2019; Ojha et al., 2020). De plus, certaines espéces d’insectes, comme la
larve de la mouche soldat noire, sont trés riches en matiéres grasses. Ces lipides peuvent étre isolés et
utilisés pour la production d’huile a des fins de biocarburant (Franco et al., 2021). D’autres avenues sont
aussi possibles comme I’extraction de la chitine contenue dans 1’exosquelette de plusieurs insectes. 1l existe
une multitude d’applications a la chitine, particulierement dans les domaines du biomédical et de
I’alimentaire (Claudia da Costa Rocha et al., 2021; Mohan et al., 2020; Soetemans et al., 2020). Enfin, lors
de leur croissance, les insectes décomposeurs produisent du frass, un résidu organique composé des
excréments des insectes, de leurs exuvies et des restes de leur alimentation. Le frass possede des propriétés
prometteuses comme engrais organiques, notamment un apport élevé en éléments nutritifs au sol

(Beesigamukama et al., 2022).

D’un point de vue environnemental, la production d’insectes posséde de nombreux avantages
comparativement a 1’élevage de bétail traditionnel. En effet, les études démontrent que 1’élevage d’insectes
a une empreinte écologique minimale puisque peu d’eau, de nourriture et de superficie d’élevage sont
nécessaires a leur culture. De plus, I’élevage d’insectes émet nettement moins de gaz a effet de serre que la
production de bétail, soit environ 100 fois moins (Cadinu et al., 2020). En effet, la production de CO;
moyenne liée a 1’élevage de bovins est estimée a 2850 g de CO/kg de gain de masse et celle du porc entre
80 — 1130 g de CO,/kg de gain de masse. Chez les insectes, les émissions varient entre 2 — 122 g de CO/kg

de gain de masse, dépendamment de 1’espece utilisée (Oonincx et al., 2010).

Parmi les différentes espéces d’insectes décomposeurs comestibles, les grillons (Grillidaes) et les vers a
farine (Ténébrionidaes) sont réputés comme aliment pour I’humain (Hénault-Ethier et al., 2017). Ces
insectes possédent une valeur nutritive élevée, faisant d’eux des suppléments alimentaires intéressants
(Hong et al., 2020; Ordofiez-Araque & Egas-Montenegro, 2021). En ce qui concerne la valorisation des
matieres organiques, diverses especes de mouches (Stratiomydae et Muscide) sont plus appropriées. Les
larves de mouches possédent des taux de consommation généralement élevés et permettent de traiter des
déchets ayant des risques sanitaires (fumiers d’animaux, boues d’épuration, etc.) en grande quantité
(Cickova et al., 2015; Hénault-Ethier et al., 2017).
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1.34 La mouche soldat noire

La mouche soldat noire (MSN ; Hermetia illucens) est un insecte qui détient un potentiel prometteur pour
la valorisation de différents résidus organiques. Au cours de la derniére décennie, la production de larves
de MSN a suscité beaucoup d’intérét, surtout en raison de la possibilité d’utiliser ces larves comme
ingrédient alimentaire alternatif pour les animaux de ferme ou comme aliments pour les animaux de

compagnie (Van Huis, 2020).

1341 Le cycle de vie de la mouche soldat noire

La MSN est une espéce d’insecte diptére faisant partie de la famille des Stratiomyidae. Elle est originaire
des régions tropicales ou subtropicales, mais présente dans le monde entier. Ces mouches se tiennent
principalement autour du bétail ou de la matiére organique en décomposition, ce qui les rend intéressantes

pour le traitement des biodéchets (Amrul et al., 2022).

Le cycle de vie de la MSN est composé de 5 étapes, a savoir I’ceuf, la larve, la prépupe, la pupe et I’adulte
(Figure 1-1). Aprés une incubation d’environ quatre jours, les néonates larvaires éclosent des ceufs (Salam
et al., 2022). Ces néonates, d’une longueur d’environ 1 mm, effectuent leur croissance en consommant de
la matiére organique. Le stade larvaire est la phase de croissance la plus importante de la MSN ou des taux
de réduction de la biomasse variant entre 13 — 85 % peuvent étre obtenus, tout dépendamment du substrat
utilisé pour les nourrir (Siddiqui et al., 2022). Une fois prépupe, les larves sont riches en protéines et en
lipides. En effet, lorsque nourries avec un substrat approprié, elles peuvent atteindre des teneurs d’environ
40 — 45 % en protéines et 40 % en lipides (Caruso et al., 2014). A ce stade, les larves peuvent atteindre une
longueur d’environ 27 mm et un poids de 220 mg (Amrul et al., 2022). Au stade de prépupe, les larves
changent de couleur, passant du brun clair au brun foncé et finalement au noir. Au cours de cette phase, le
canal de digestion est vidé et les prépupes migrent vers un endroit plus sec pour la pupaison (Soetemans et
al., 2020). Dépendamment du régime alimentaire utilisé, le passage de prépupe a pupe prend entre 10 jours
et 3 semaines, ou méme plusieurs mois. En effet, une croissance tres lente peut étre observée si le substrat
utilisé pour nourrir les larves n’est pas approprié (Salam et al., 2022). La transition de pupe a mouche dure
entre 2 a 3 semaines. Une fois adulte, les MSN n’ont plus besoin de source de nourriture. En effet, seulement
une source d’eau est nécessaire afin qu’elles puissent s’hydrater, leur seul but étant de s’accoupler. La
Figure 1-1 présente le cycle de vie de la MSN de I’ceuf a I’adulte qui, dans les conditions appropriées, dure
environ 40 a 43 jours. Les conditions environnementales, comme la température, la lumiére et 1’humidité
sont des facteurs fondamentaux pour assurer le succés du cycle de vie des MSN et sont discutées plus en
détail ci-dessous (section 1.3.4.2) (Amrul et al., 2022; Siddiqui et al., 2022).
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Figure 1-1. Cycle de vie de la mouche soldat noire (modifié de De Smet et al. (2018))

1.34.2 Traitement des MOR par les larves de MSN

Le procédé de traitement des résidus organiques par les MSN comprend différentes étapes soit : (1) le
prétraitement des déchets (la réduction de la taille des particules, la déshydratation, etc.), (2) le traitement
des biodéchets par les larves de MSN, (3) la séparation des larves de MSN des frass et (4) la valorisation
des larves et du frass en produits commerciaux (Amrul et al., 2022). La Figure 1-2 illustre le déroulement
classique de ce processus. L’élevage de larves de MSN peut €tre fait sur une multitude de MOR différentes,
comme des déchets alimentaires ou des fumiers d’animaux. Pour se faire, la MOR est inoculée avec des
néonates qui effectuent leur croissance en consommant le substrat. Un des avantages particuliers de la larve
de MSN est son taux de consommation élevé. En effet, le traitement des MOR par les larves de MSN est
généralement trés rapide et efficace et des taux élevés de conversion des déchets en biomasse larvaire

peuvent étre atteints, soit environ 30 % (Siddiqui et al., 2022).
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Figure 1-2. Etapes du procédé de traitement par les larves de MSN?

Afin de s’assurer de la performance et de I’efficacité du traitement, 1’environnement naturel de la MSN doit
étre imité autant que possible. L’installation consiste donc en une piéce simulant un climat tropical, soit
une température entre 27 et 30 °C et une humidité ambiante d’environ 60 a 70 % (Shumo et al., 2019;
Tomberlin et al., 2009).

Au stade adulte, les MSN sont placées dans des voliéres pour s’y accoupler et pondre. Il est important de
situer ces voliéres sous une lumiére directe du soleil ou une lumiéere artificielle adaptée (450 — 700 nm). En
effet, la lumiére du soleil joue un réle important dans 1’accouplement, la survie, la croissance et le
développement (Salam et al., 2022). De plus, la voliére doit contenir une source d’eau, de préférence sucrée,
pour que les mouches restent hydratées ainsi qu’un récipient pour la ponte. Ce récipient doit étre attractif
en imitant I’odeur de la décomposition de matiéres organiques. Parfois, un mélange d’aliments fermentés
est utilisé (Boafo et al., 2023).

Une fois la ponte réalisée, les ceufs sont récupérés et placés dans un récipient d’éclosion contenant un
substrat de haute qualité afin d’assurer une croissance optimale. De I’alimentation commerciale pour poulet
ou encore un mélange de céréales connu sous le nom de diéte de Gainsville (50 % son de blé, 30 % farine
de luzerne et 20 % farine de mais jaune) sont des dietes souvent utilisées comme substrat pour les néonates

(Bosch et al., 2020; Hogsette, 1992). Aprés 1’éclosion, les larves se nourrissent de ce substrat pendant

2 Modifi¢ de Amrul et al. (2022) en accord avec la licence Creative Commons Attribution (CC BY) license
https://creativecommons.org/licenses/by/4.0/
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environ 5 jours. Par la suite, elles sont placées dans un nouveau substrat ayant une valeur nutritive plus
faible, soit la MOR visée a étre traitée. Parfois, environ 2 a 5 % de ces larves sont récupérées et nourries
d’une diéte bien définie afin de maintenir un cycle de vie stable dans la colonie. Il est nécessaire d’ajuster
I’humidité du substrat afin que les larves puissent aisément circuler dans celui-ci. Une teneur en eau du
substrat qui varie entre 40 & 70 % est optimale pour assurer une bonne croissance (Fatchurochim et al.,
1989). Parallelement, le pH est un paramétre ayant une influence importante sur la survie des larves de
MSN. Plusieurs études démontrent qu’un pH de 6 est idéal pour la croissance des larves de MSN. Toutefois,
Ma et al. (2018) ont rapporté des gains de masse élevés lorsque les larves étaient élevées sur la méme diéte
avec un pH variant entre 6 — 10, témoignant de la bonne capacité des larves de MSN a s’adapter a différents
pH.

Le taux d’alimentation, soit la quantité de nourriture donnée aux larves, a un impact sur plusieurs parameétres
comme le poids final des larves, le temps de développement et le taux de réduction du substrat. Manurung
et al. (2016) ont étudi¢ I’effet du taux d’alimentation sur la bioconversion de paille de riz par les larves de
MSN. Ces travaux ont démontré qu’un taux d’alimentation élevé (200 mg/larve/jour) permettait d’obtenir
un temps de développement plus rapide et un taux de bioconversion et de survie élevé. Cependant, il a été
observé que lorsque les larves sont nourries avec une grande quantité de substrat, elles en consomment en
plus petite partie. Cela résulte en des taux de consommation de substrat plus faible, ce qui n’est pas
bénéfique en termes d’application pour la réduction des déchets. Un taux d’alimentation variant entre 100
et 150 mg/larve/jour de diéte semble étre optimal pour la gestion des résidus organiques (Diener et al.,
2009; Nyakeri et al., 2019). Parallelement, la densité larvaire est un parameétre qui affecte le temps de
développement, la survie et le poids des larves. Parra Paz et al. (2015) recommandent une densité larvaire
d’environ 1.2 larve/cm?. Cependant, afin de produire une plus grande biomasse larvaire, une densité allant
jusqu’a 5 larve/cm? peut étre utilisée sans influence significative sur le processus (Barragan-Fonseca et al.,
2018; Parra Paz et al., 2015).

Une fois transformées en prépupe, les larves tenteront de migrer afin de trouver un endroit sec loin de leur
nourriture. A ce stade, les prépupes sont récupérées soit pour étre valorisées (protéines, lipides, etc.) ou soit
pour compléter le cycle de vie. Les prépupes ou pupes peuvent étre récoltées simplement en les laissant
migrer par elles méme ou bien en les sélectionnant & la main (Diener et al., 2011). Une fois sorties de leur
bac, elles sont placées dans un nouveau récipient situé dans la voliére qui contient un substrat d’émergence
permettant aux prépupes de se cacher et éventuellement se transformer en mouches. A cette étape, le frass

est aussi récupéré et valorisé.
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1.35 Traitement du digestat par les larves de MSN

L’utilisation du digestat de biométhanisation comme substrat pour élever des larves de MSN permettrait de
recycler les MOR en des produits a hautes valeurs ajoutées. Quelques essais portant sur ce sujet ont déja
été réalisés. Spranghers et al. (2017) ont analysé la possibilité d’élever des larves de MSN a partir de
différents substrats, dont du digestat de biométhanisation. Les résultats de cette étude démontrent que le
digestat ne semble pas répondre adéquatement aux besoins nutritifs des larves puisque la biomasse larvaire
la plus faible a été obtenue avec le digestat. Similairement, Veldkamp et al. (2021) ont obtenu une faible
croissance des larves de MSN sur du digestat. Dans cette étude, les valeurs obtenues pour I’index de
réduction et I’efficacité de bioconversion sont plus faibles avec le digestat que les autres substrats testés.
D’un autre c6té, Fu et al. (2022) rapportent des résultats plus prometteurs. En effet, cette étude qui porte
sur la production de protéines d'insectes a partir de digestat de déchets alimentaires indique une performance
efficace des larves de MSN. Dans cette étude, le poids final des larves élevées sur le digestat (155.72 £ 6.78
mg) était plus élevé que celles élevées sur les résidus alimentaires pré-biométhanisation (110.34 £ 5.53 mg)
(Fu et al., 2022). Elsayed et al. (2020) ont aussi rapporté des résultats intéressants. Leur étude, portant sur
la culture de larves de MSN sur du digestat provenant de fumier de poulet et de paille de colza, présente
des larves atteignant un poids d’environ 144 mg/larve. Cette étude confirme le potentiel prometteur que
détient 1’¢élevage de larves de MSN sur du digestat solide pour la transformation des déchets en biocarburant
(Elsayed et al., 2020).

Afin d’améliorer les performances des larves de MSN sur le digestat, des mélanges avec d’autres résidus a
plus haute teneur en nutriments peuvent étre réalisés. De plus, un prétraitement peut étre appliqué au
digestat afin d’augmenter la digestibilité des nutriments et ainsi faciliter 1’assimilation de ceux-ci par les
larves de MSN.

1351 Optimisation du taux de bioconversion

Afin d’améliorer la performance du traitement des larves de MSN sur le digestat de biométhanisation
différentes solutions sont possibles, comme I’application d’un prétraitement sur le digestat ou encore le

mélange de digestat avec d’autres résidus organiques ayant une valeur nutritive supérieure.

L’application d’un prétraitement sur le digestat pourrait améliorer la disponibilité des nutriments et ainsi
les rendre plus facilement assimilables par les larves de MSN. Dans les cas ou le digestat possede une teneur
élevée en fibres, cibler celles-ci pour les dégrader en sucres réducteurs est intéressant. Peu de recherches
ont été effectuées sur ’application d’un prétraitement sur le digestat pour la valorisation via les larves de

MSN. Cependant, plusieurs études ont été réalisées sur I’application de différents prétraitements
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(physique/thermique, chimique et biologique) sur des biomasses lignocellulosiques. Au méme titre qu’un
substrat lignocellulosique, la mise en ceuvre d’un prétraitement sur le digestat permettrait potentiellement

d’améliorer 1'efficacité et la fiabilité de la bioconversion (Peguero et al., 2022).

Les traitements physiques (mécaniques et thermiques) sont les plus fréquemment employés, principalement
en raison de leur facilité de fonctionnement et leur faible investissement (Mahmood et al., 2019). Des
méthodes mécaniques a I’aide de divers appareils comme des broyeurs a marteaux, a lames ou a disques ou
bien des extrudeuses sont souvent utilisées. Un broyage est généralement effectué pour réduire la taille des
particules et augmenter la surface de contact et la porosité du substrat, ce qui peut faciliter I’ingestion de la
nourriture pour les larves (Oyedeji et al., 2020; Peguero et al., 2022). De plus, coupler le traitement
mécanique a un traitement thermique permettrait de détruire les parois cellulosiques tout en réduisant la
présence de microorganismes (Barua & Kalamdhad, 2017). La performance des traitements thermiques
dépend fortement des conditions opératoires, soit la température, la pression et le temps de traitement
(Peguero et al., 2022). En effet, si ces paramétres ne sont pas bien ajustés, des microorganismes et des
nutriments bénéfiques a la croissance des larves de MSN peuvent étre dégradés. De plus, I’application d’un
traitement thermique peut engendrer la production de composés nuisibles au développement des larves de
MSN, tels que des tanins ou des composés phénoliques (Peguero et al., 2022). Isibika et al. (2019) ont testé
I’effet de différents prétraitements, dont une hydrolyse thermique (120 °C, 2 bar pendant 1h) sur des pelures
de bananes pour leur valorisation avec les larves de MSN. Dans cette étude, le prétraitement thermique n’a
pas amélioré la digestibilité du substrat, possiblement en raison de I’augmentation de la teneur en tanins.
Les larves élevées sur le substrat prétraité thermiquement ont donc obtenu un poids final plus faible que les
autres prétraitements étudiés (Isibika et al., 2019). D’un autre coté, Liew et al. (2022) ont obtenu des
résultats plus encourageants en étudiant 1’impact d’un prétraitement thermique a différentes températures
sur des boues activées pour la culture de larves de MSN. Le traitement effectué a la température la plus
élevée et la duree la plus longue, soit 90 °C pendant 16 h, a été le plus performant par rapport au poids final
des larves et I’efficacité de bioconversion. L’application de ce prétraitement thermique a permis d’améliorer
I’appétence du substrat et donc favoriser la croissance des larves de MSN (Liew, Mong, et al., 2022). Selon
Peguero et al. (2022) des traitements thermiques effectués a une température plus basse (80 — 90 °C) et
pendant un temps plus long (> 60 min) seraient plus appropriés pour des substrats visant a étre utilisés pour

1’élevage des larves de MSN.

Des prétraitements chimiques comme 1’utilisation de bases alcalines pour solubiliser la lignine et dégrader
I’hémicellulose semblent étre bénéfiques. En effet, une étude menée par Liu et al. (2021) a démontré qu’un
prétraitement au peroxyde alcalin appliqué sur de la paille de riz, un résidu agricole riche en matiere

lignocellulosique, a permis d’éliminer une grande partie de la lignine et un peu de I’hémicellulose. Cette
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dégradation a favorisé la digestion de la paille de riz et a augmenté le taux de bioconversion par les larves
de MSN (Liu etal., 2021). D’autres essais ont été réalisés avec de I’ammoniaque (NHa). Isibika et al. (2019)
ont obtenu des résultats intéressants avec des larves plus larges et une bioconversion plus efficace lorsque
le substrat était prétraité avec du NHs. Cependant, Peguero et al. (2023) ont obtenu des résultats différents.
En effet, le prétraitement a I'ammoniac (5 %) testé dans cette étude a réduit de plus de moitié la performance
des larves de MSN par rapport au contrdle non traité. Selon cette étude, le prétraitement a I'ammoniac aurait
une certaine toxicité pour les larves de MSN. L’application d’un prétraitement chimique sur le substrat doit
donc tenir compte d’une possible nocivité des composés chimiques utilisés (Peguero et al., 2023). Un autre
prétraitement chimique possible est I’utilisation d’enzymes cellulolytiques ciblant la dégradation des fibres
en sucres réducteurs. Comparativement a I’utilisation de produits chimiques, les traitements enzymatiques
sont moins colteux (Bolzonella et al., 2020). L hydrolyse enzymatique des biomasses lignocellulosiques
est particulierement populaire pour la production de biocarburant (Zhang et al., 2021). Plusieurs études
démontrent une dégradation efficace des fibres en sucres simples par ce traitement (Cutrim et al., 2019). A
ce jour, trés peu d’études ont été réalisées sur I’application d’une hydrolyse enzymatique sur un substrat
avant I’¢élevage de larves de MSN. Cependant, les essais réalisés sur les biomasses agricoles laissent croire

que ce prétraitement serait avantageux pour 1’¢élevage des larves de MSN.

D’autres études portent sur les traitements biologiques, comme des fermentations avec des bactéries, des
levures ou des champignons bénéfiques aux larves de MSN. Ces microorganismes, lorsqu’ils sont présents
sur des déchets organiques, produisent des enzymes qui dégradent la cellulose et les tanins présents dans le
substrat. Ces traitements sont généralement peu codteux, respectueux de 1’environnement et efficaces
(Katongole et al., 2017). Toutefois, le temps de décomposition peut étre long, ce qui peut limiter
I’application d’un tel procédé a 1’échelle industrielle. Plusieurs facteurs influencent 1’efficacité des
traitements microbiens comme la température, I’humidité, le temps d’incubation et 1’inoculum utilisé
(Peguero et al., 2022). L’utilisation de champignons dégradant la lignine peut étre intéressante lorsqu’un
substrat & haute teneur ligneuse est utilisé. Parmi les différentes espéces, les champignons & pourriture
blanche (Phanerochaete chrysosporium, Pleurotus ostreatus et Ceriporiopsis subvermispora) sont des
candidats d’intérét. Différentes études démontrent que I’application de ces champignons préalablement a
I’¢levage des larves de MSN a permis d’augmenter la croissance de celles-ci (Fitriana et al., 2022; N. K.
Singh et al., 2021). Evidemment, afin d’obtenir de bonnes performances par les larves de MSN, il est
nécessaire de sélectionner une souche de microorganismes qui convient au substrat & valoriser. Isibika et
al. (2019) ont testé I’effet de différents prétraitements microbiens sur la performance des larves de MSN.
Dans cette étude, des bactéries isolées de la flore intestinale des larves de MSN ainsi que des champignons,
soit le Trichoderma reesei et le Rhizopus oligosporus, ont été sélectionnés. Différents traitements ont donc

été testés avec des temps d’inoculation différents variant entre 7, 14 et 21 jours a 28 °C. De maniére
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générale, les larves nourries avec un substrat ayant subi un prétraitement microbien ont obtenu un poids
plus élevé que celles élevées sur le substrat non traité. Cette amélioration de la performance des larves de
MSN est probablement due & une augmentation de la digestibilité et de la disponibilité des nutriments du
substrat (Isibika et al., 2019). Cependant, de la recherche additionnelle est encore nécessaire afin
d’optimiser et valider I’efficacité des traitements biologiques a I’échelle pilote et industrielle. De plus, des
analyses économiques devront étre réalisées afin de balancer efficacité et coits selon 1’application d’un

prétraitement.

Des recherches plus approfondies et appliquées au digestat sont nécessaires afin de valider la pertinence
d’un prétraitement pour I’amélioration de la bioconversion avec les larves de MSN. Afin d’augmenter
I’efficacité de croissance des larves, une autre possibilité consiste a mélanger le digestat avec d’autres
résidus organiques afin d’augmenter la teneur en nutriments. Le mélange de différents substrats a déja été
testé et semble prometteur. Rehman et al. (2017) ont analysé le potentiel de conversion des larves de MSN
lorsque du fumier de vache, un résidu organique a haute teneur en fibres et difficilement consommable par
les larves de MSN, est mélangé avec des résidus de soja. Leur étude a démontré que le mélange améliore
les performances des larves de MSN. Le ratio de fumier et de soja de 2:3 a permis aux larves d’obtenir un
gain de masse plus élevée que lorsque le fumier ou le soja était utilisé séparément. Similairement, un
mélange de résidus de restauration et de paille de riz testé par Zheng et al. (2012) a amélioré la croissance
des larves de MSN. Dans cette étude, un taux de biomasse et un rendement en graisse maximale ont été
obtenus avec un rapport des résidus de restauration et de paille de riz d'environ 8:2. En considérant que le
digestat est riche en matiéres lignocellulosique, mélanger celui-ci avec d’autres résidus permettrait
d’améliorer la conversion du substrat par les larves de MSN. Cependant, certains facteurs susceptibles
d’inhiber la croissance des larves peuvent étre retrouvés avec le digestat et doivent étre considérés. En effet,
le digestat de biométhanisation peut contenir une teneur élevée en métaux, en coagulant/floculant, en

pathogenes ou encore en microplastiques qui peuvent affecter le développement des larves de MSN.

1.35.2 Contraintes

A partir d’une certaine concentration, les métaux sont susceptibles d’étre toxiques pour diverses plantes et
animaux (Lievens et al., 2021). Comme en témoignent différentes études, cette toxicité peut aussi étre
détectée chez la MSN. Tout d’abord, Cho et al. (2020) ont démontré que la salinité avait un impact sur le
développement des larves de MSN. En effet, d’aprés cette étude, plus la concentration de NaCl augmente
dans le substrat et plus la croissance, le taux de réduction du substrat et le taux de pupaison diminuent.
Selon Cai et al. (2018), des concentrations élevées en plomb, nickel, bore et mercure peuvent avoir un effet

négatif sur le gain de masse des larves de MSN. De plus, le zinc, le cuivre, le chrome, le cadmium et le
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mercure ont réduit légérement la survie des larves. Cependant, les larves de MSN semblent pouvoir tolérer
des teneurs élevées en métaux. En effet, Wu et al. (2020) ont démontré que des concentrations de cadmium
de 100 — 800 mg/kg et de cuivre entre 10 — 80 mg/kg n’avaient pas d’effet significatif sur le gain de masse
et le taux de mortalité des larves de MSN. Cette étude démontre que les larves de MSN peuvent supporter
des teneurs élevées en Cd et en Cu, des métaux pouvant étre retrouvés dans les MOR, particuliérement les
fumiers d’animaux et les boues d’épuration municipale (Cai et al., 2018). Malgré leur résistance élevée a
la présence de métaux, il est important de mentionner que les larves de MSN sont sujettes a accumuler ces
composes dans leurs tissus adipeux. En effet, différentes études démontrent que les larves de MSN
accumulent les métaux lourds présents dans leur substrat. Des précautions face a I’utilisation de larves de
MSN comme aliment pour les animaux d’élevage sont donc a considérer lorsqu’un substrat & haute teneur
en métaux lourds est utilisé. Cependant, la recherche semble démontrer que la teneur en métaux lourds dans
I’huile larvaire reste faible, ce qui permet d’employer celle-ci pour produire des biocarburants (Bohm et al.,
2022; Liu et al., 2022). 1l est donc possible d’utiliser les larves de MSN afin d’améliorer la qualité d’un
substrat résiduel, comme du digestat, et d’en faire un fertilisant organique a teneur réduite en métaux lourds

(arsenic, cadmium, mercure et plomb) (Biancarosa et al., 2018, 2019).

De plus, le traitement des eaux usées municipales fait régulierement usage de coagulants/floculants qui,
une fois les boues redirigées vers des stations de biométhanisation, peuvent étre retrouvés dans le digestat.
La floculation/coagulation est aussi une méthode chimique utilisée pour traiter le digestat afin de minimiser
la turbidité et la teneur en solides en suspension, améliorer l'efficacité du traitement et prévenir
I'encrassement des installations de digestion anaérobie (Chozhavendhan et al., 2023; Ritigala et al., 2021).
L’effet des coagulants/floculants, comme le chlorure de poly aluminium (PAC), le polyacrylamide (PAM)
ou des sels de fer, sur la croissance des larves de MSN est peu étudié (Urbanowska et al., 2020). Zhang et
al. (2022) ont analysé I’effet des floculants industriels sur la bioconversion des larves de MSN. Leurs
résultats ont démontré que lorsque les larves étaient exposees a une teneur de 400 mg/L en floculant (PAC
et PAM), le temps de développement était plus long et le gain de masse, la survie, le taux de réduction et le
taux de bioconversion étaient réduits. La présence de floculants dans le substrat a donc inhibé la croissance
et la performance des larves de MSN. De plus, la bioaccumulation de I’aluminium contenue dans les
floculants a été observée, limitant I’utilisation des larves dans le domaine alimentaire (Zhang et al., 2022).
Des études plus approfondies doivent étre réalisées afin de définir si I’inhibition du taux de bioconversion
des larves de MSN est causée par la toxicité de I'aluminium ou & un changement des propriétés physiques
dd a l'ajout de floculant. A cet effet, Li et al. (2021) ont testé I"utilisation de coagulant/floculant comme
méthode pour le contrble des moustiques nuisibles. Leur recherche a démontré que 1’utilisation de PAC
contenant 28 % de Al-Os a résulté en un taux élevé de mortalité de la larve de moustique. D'apres cette

étude, I'élimination des moustiques immatures par coagulation/floculation est principalement causée par
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des effets physiques, les larves ayant un acces limité a la nourriture et a I’oxygéne en raison de la présence
des flocs (Li et al., 2021).

Des microplastiques peuvent étre retrouvés dans le digestat de biométhanisation, principalement en raison
des emballages alimentaires. Dans leur étude, Lievens et al. (2022) ont analysé I’influence de la présence
de chlorure de polyvinyle (PVC) (micro-, meso- et macroplastiques) sur les larves de MSN. Les résultats
ont démontré qu’aucune différence significative n'est observée entre les larves élevées sur les déchets
alimentaires de contrdle et les déchets alimentaires contenant des PVC. De plus, il semblerait que les larves
aient été capables de réduire plus efficacement les déchets alimentaires contenant des macroplastiques,
probablement dii au fait que le substrat était plus structuré, facilitant ’accés a I’oxygene. Similairement,
Cho et al. (2020) ont étudié la présence de polyéthyléne et polystyréne sur la croissance des larves de MSN
et ’efficacité de bioconversion de résidus alimentaires. Les die¢tes contenant des microplastiques ont eu
pour effet de diminuer le taux de réduction du substrat, mais d’augmenter le taux de pupaison des larves.
Par conséquent, méme si ’efficacité du traitement a été réduite par la présence de microplastiques, les
larves de MSN peuvent étre utilisées pour le traitement de MOR comportant ces contaminants. Toutefois,
comme les métaux lourds, les microplastiques peuvent étre accumulés dans les tissus des larves. Cette
possible bioaccumulation doit étre considérée lorsque les larves de MSN sont utilisées pour I’alimentation
animale. Des études supplémentaires sont nécessaires afin d’étudier les effets a long terme de la

bioaccumulation des différents composés (métaux, microplastiques, etc.).
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1.4

Structure du mémoire

Ce travail de recherche vise a développer une nouvelle voie de valorisation des digestats solides

de biométhanisation par I’¢levage de larves de MSN. Ce mémoire de maitrise est divisé en cinq

chapitres :

Le chapitre 1 présente une introduction générale avec une mise en contexte afin de bien
comprendre le cadre dans lequel a été réalisé ce travail. Par la suite, une revue de littérature
exhaustive est présentée afin de documenter les travaux antérieurs en lien avec le sujet de
recherche.

Le chapitre 2 présente une étude préliminaire sous forme d’article scientifique rédigé en
anglais. Cette recherche se consacre principalement a 1’étude de la valeur nutritive des
digestats pour les larves de MSN. De plus, I’application d’un prétraitement, soit une
hydrolyse enzymatique, sur les digestats de biométhanisation afin d’améliorer la
performance du traitement des larves de MSN est testée.

Le chapitre 3 présente les travaux de recherche complémentaire au chapitre 2 sous forme
d’article scientifique rédigé en anglais. Cet article porte sur 1’intégration de résidus
agricoles prétraités pour améliorer la valorisation des digestats de biométhanisation par les
larves de MSN. Suite aux résultats obtenus lors de 1’étude préliminaire, il a été possible de
réaliser des travaux de recherche plus poussés visant a développer une méthode plus
efficace de valorisation des digestats de biométhanisation. Le but de cette étude est
d’optimiser la performance obtenue lors de 1’étude préliminaire.

Le chapitre 4 consiste en une discussion générale et une conclusion. Cette section
synthétise et met en relation les différents éléments présentés dans les chapitres 2 et 3,
identifie les éventuels défis liés a ces travaux et présente les perspectives pour la recherche

a venir.
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Highlights

e Chemical analysis of biogas digestate shows high fiber and mineral contents
e Enzymatic hydrolysis of digestate improves larvae growth
e Appropriate treatment or formulation could increase larvae growth on digestate

e Performance of black soldier fly larvae is highly dependent on nutrient content
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Abstract

Increasing concerns related to the negative environmental impacts of food waste have motivated the
development of new solutions to complete the waste cycle of organic residues. One particular "waste"
product, the solid digestate from anaerobic digestion, has been identified for further bioprocessing. Black
soldier fly (BSF, Hermetia illucens) larvae are known for their great potential in the processing of organic
waste. In this study, this potential was investigated to further process the digestate waste stream. Digestate
is considered a low potential source of nutrients for larvae due to the presence of different fiber fractions.
However, the lignocellulosic matter in this residue could be enzymatically hydrolyzed to release residual
carbohydrates. For this study, digestate from a full-scale anaerobic digestion plant in Quebec (Canada)
which processes a range of feedstocks (fruits, vegetables, garden wastes, sludge derived from dairy
processing and wastewater treatment) was sourced. Digestate was treated with Accelerase® DUET enzyme
complex to hydrolyze lignocellulosic matter and compared to a standard diet. For each treatment, 600 four-
day old larvae were fed daily with 160 g (70% relative humidity) of diets for 6 days and harvested 3 days
later. Although their growth and total biomass were significantly lower than the standard diet, larvae fed
on hydrolyzed digestate were almost two times larger than the larvae fed on crude digestate. Furthermore,
the content of organic matter, lipids and minerals in the diets and frass were analyzed. Finally, the feasibility
of applying BSF treatment for digestate valorization is discussed. According to this study, enzyme-treated
digestate does not allow efficient larval growth compared to the standard diet. The development of a more
effective method of pretreatment is required for BSF larvae to become an eco-friendly solution for digestate
valorization.

Keywords: Anaerobic digestion; Black soldier fly; Digestate; Enzymatic hydrolysis; Hermetia illucens;
Recovery.
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1 Introduction

Anaerobic digestion (AD) is a biological process that allows a dual recovery of waste by the production of
energy in the form of biogas and organic fertilizer, i.e., digestate, while reducing greenhouse gas emissions
(Mwene-Mbeja et al., 2020; Pramanik et al., 2019). Due to the latest energy and climate policies promoting
renewable energy, AD has gained significant popularity in recent years (Bhatnagar et al., 2022). Indeed,
the success of this technology has led to a strong development of AD plants around the world, especially
in the United States, Europe and China (Akhiar et al., 2020). According to The World Biogas Association,
there are currently approximately 132,000 small, medium or large-scale anaerobic digesters operating
worldwide (Primmer, 2021). This industry is also growing rapidly in Canada, particularly due to the interest
of biogas as a sustainable and local energy source. In fact, the production of this renewable natural gas
could convert the organic waste management into an economic opportunity (Energir, 2019). Nevertheless,
the establishment of an important number of AD plants will generate a large quantity of digestate that must
be disposed of and/or valorized.

Digestate is the nutrient-rich residue obtained from the AD of waste. Several studies show that the
properties of digestate as fertilizer are significant (Alburquerque et al., 2012; Glowacka et al., 2020; Mata-
Alvarez et al., 2014). For exemple, Glowacka et al. (2020) showed that the use of digestate on acidic soil
with low macronutrient content improved the physicochemical properties, such as pH, organic carbon,
organic nitrogen and available nutrient content, and increased the yield of switchgrass forage without
decreasing its nutritional value. In addition, a study by Warnars & Oppenoorth (2014) stated that digestate
could improve crop revenues with an average of 25%. Thus, digestate could be a substantial alternative to
costly chemical fertilizers (J. Lu & Xu, 2021; Vaneeckhaute et al., 2013). However, the use of raw digestate
remains limited because its composition and level of stability vary greatly with the substrate used during
AD (Alburquerque et al., 2012; Mata-Alvarez et al., 2014). The valorization of this organic residue as
fertilizer is therefore not always the most convenient method, especially in developed countries where the
majority of soil is already saturated in nutrients (Fuchs & Drosg, 2013). Indeed, the application of this
product is governed by strict environmental regulations regarding nitrogen and phosphorus fertilization
levels (Vaneeckhaute et al., 2017). Moreover, post-treatment of digestate is often necessary to improve its

quality, reduce phytotoxicity, accelerate stabilization and improve nutrient conservation (J. Lu & Xu, 2021).

In general, digestate undergoes liquid-solid separation as it leaves the digester. The liquid fraction, rich in
nutrients and soluble minerals, has a high recovery potential while the solid fraction, rich in recalcitrant
organic matter (OM), offers little opportunity for nutrient recovery since the nutrients are strongly
organically bound (Barampouti et al., 2020; Vaneeckhaute et al., 2017). Currently, the liquid fraction is

particularly popular for struvite and ammonia, which can be recovered by different extraction techniques
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(Akhiar et al., 2020). Regarding the solid fraction, it is particularly known for its application as compost or
soil amendment (Tambone et al., 2015; Zeng et al., 2016). However, solid digestate competes with many
fertilizing residual materials already used to enrich agricultural land, such as manure (Varma et al., 2021;
Zhang et al., 2021). The valorization of the solid digestate as compost is therefore not always appropriate
and it is essential to find other recovery pathways. In this regard, digestate is seen as a low-cost source of

nutrients for rearing edible decomposer insects (Spranghers et al., 2017).

Over the past decade the interest in insects to upcycle organic waste streams as a food source for humans
and animals has been increasing exponentially (van Huis, 2019). The larval stage of one insect species in
particular, the black soldier fly (BSF; Hermetia illucens) can grow on many different organic materials,
ranging from table waste to animal manures (Nguyen et al., 2015; van Huis, 2019). In addition, BSF larvae
have a high biomass reduction rate, reaching up to 50% for manure (Myers et al., 2008; Rehman et al.,
2017). These characteristics make the BSF one of the most suitable insects for the decomposition of organic
waste materials (Zhang et al., 2021). In fact, there is a large amount of work demonstrating the ability of
BSF larvae to decompose OM. Spranghers et al. (2017) reported the potential for rearing BSF on a variety
of substrates, including solid digestate. In this study, BSF larvae were able to grow on digestate, but their
total biomass was lower than the larvae reared on other substrates, such as restaurant residues. The reason
for this lower yield may be the lack of carbohydrates an energy source in the solid digestate. Indeed, this
residue is generally rich in lignocellulosic material that is difficult for larvae to convert into simple sugars,
which hinders their development (Manurung et al., 2016; Spranghers et al., 2017). Applying a pretreatment
to the solid digestate that targets the breakdown of lignocellulosic fibers could potentially make these

nutrients readily available to BSF larvae.

Efficient degradation of lignocellulosic materials (cellulose, hemicellulose, and lignin) into simple sugars
is a challenge in several fields, particularly in biofuels (Leu & Zhu, 2013). Pretreatments such as the use of
alkaline bases to remove lignin and break down cellulose (Liu et al., 2021), enzymatic hydrolyses that
improve the saccharification of lignocellulose (Leu & Zhu, 2013) and heat treatments that destroy cellulose
walls while reducing the presence of microorganisms (Barua & Kalamdhad, 2017) are all likely to improve
the bioconversion of digestate by BSF larvae. Indeed, a study by Liu et al. (2021) demonstrated that alkaline
peroxide pretreatment applied to rice straw improved the digestion of this substrate by BSF larvae and thus,
increased the conversion rate of rice straw to larval biomass. These results are consistent with the study by
Isibika et al. (2019) on the effects of different pretreatments (microbiological, chemical, and thermal) on
banana peels as a substrate for BSF rearing; the majority of pretreatments tested improved the conversion

of organic waste to biomass compared to untreated banana peels. Further studies regarding the optimization
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of these pretreatments are therefore interesting as they present promising opportunities in terms of substrate
digestibility for BSF larvae (Isibika et al., 2019).

The main goal of this study was to develop a new sustainable solution for the valorization of the solid
fraction of digestate. We hypothesized that enzymatic digestion to hydrolyze lignocellulosic fibers could
increase nutrient availability of digestate for BSF larvae.

2 Materials and Methods
2.1 Experimental diets
2.1.1 Standard diet (STD)

The Gainesville diet (50 % wheat bran, 30 % alfalfa meal and 20 % yellow corn flour; Hogsette, 1992) was
used as a standard diet (STD). Prior to the experiments, the dry ingredients were mixed in one batch (20
kg) and stored at 4 °C. At each feeding day, the STD was returned to ambient temperature and humidified

at 70% relative humidity (RH) prior to being given to the larvae.

2.1.2 Unprocessed digestate diet (D)

The solid fraction (35.58 + 0.38 % of dry matter, DM) of digestate originating from an anaerobic digestion
plant in Quebec (Canada) processing garden waste, dairy whey permeate, animal manure and biological
sludge was used. 20 kg of the solid fraction were harvested by shoveling randomly in a pile of digestate
and transferred to the Groupe de recherche intégré en physiologie et sciences animales (GRIPHA) at
Université Laval (Quebec, Canada) prior to being stored at 4°C. The digestate diet was prepared on the day
of feeding by adjusting the RH to 70% prior to being given to the larvae.

2.1.3 Processed digestate

The enzyme cocktail Accellerase® DUET (Genencor, 2011) was used to increase the availability of
nutrients of the solid digestate to the larvae. One fraction was incubated with the enzyme cocktail at the
optimal enzyme conditions (digestate incubated with enzymes; DIWE) while the other was incubated with
the enzyme cocktail at BSF rearing conditions (digestate with added enzymes; DWAE). For DIWE, 4 kg of
fresh digestate (1.42 kg of DM 64.4 % RH) were pre-treated in two batches with the enzyme cocktail given
the manufacturer recommendations (45-60°C, pH 4.0-5.5, 0.25 mL enzyme/g biomass; Genencor, 2011).
A preliminary study carried out during 96h in our laboratory had found that during the digestion process of

the digestates, the concentration of reducing sugar in the hydrolysates stopped increasing after 48h.
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Therefore, after adding the Accellerase® DUET solution, the pH of the mixture was adjusted with NaOH
to pH of approximately 5.0 and humidified to 88 % RH to allow homogeneous mixing during 48h in an
incubation shaker (Multitron Standard, Infors HT)(52.0 + 3.9 °C, 180 rpm and a pH of 4.6 = 0.5). For
DWAE, the digestate was incubated with the Accellerase® DUET solution (0.25 mL enzyme/g biomass)
in batches of 700 g at 27.5+ 0.5 °C, apH 0of 8.0 £ 0.2 and a 70 % RH, 48 h before the diet was given to the

larvae.

2.2 Rearing and feeding trials

The rearing of BSF larvae was conducted at the Laboratoire de Recherche en Sciences Aquatiques
(LARSA) of Université Laval (Quebec, Canada). Neonates hatching took place in an incubator (Growth
cabinet, MLR-350, Sanyo, Osaka, Japan) at constant photoperiod (12L:12D), temperature (27 °C) and
relative humidity (80%). Eggs were suspended 24h (day 0) above 200 g of feed (Gainesville diet, 70% RH)
that contained a fungicide (0.15% Methyl 4-hydroxybenzoate; Sigma-Aldrich, Oakville, ON, Canada;

Bruno et al., 2019) to control mold development.

At day 4, neonates (larval length = 3.0 £ 0.5 mm) were sieved from feeding substrate and distributed in 16
(n=4/diet) bioconversion bins (5 L plastic buckets - IPL 4412) covered with gaze (Agryl P-12, Agryl,
Courbevoix, France). A total of 600 larvae were counted manually and weighed (density of 1.2 larvae/cm?;
Parra Paz et al., 2015). For each experimental diet, 160 g was added each day from day 4 to day 9. Each
day, the diet was thoroughly mixed prior to measuring the temperature and pH of the substrate (Thermo
Scientific Orion star A 32 portables pH meter, Singapore). Bins were incubated in the dark at constant
temperature (27 °C) and humidity (65% RH). Larvae and frass of two replicate bins of the STD were
collected at appearance of the first prepupa (day 10). Since prepupal stage was not reach for D, DIWE and
DWAE, harvest time was extended until no signs of growth were observed for two consecutive days (i.e.,
day 13) (Bosch et al., 2020). Therefore, for the three other diets (D, DIWE, DWAE) and the two remaining
bins of the STD, the feeding trial ended at day 13. No additional feed was given between day 10 and day
13.

At harvest, the larvae were separated from their substrate (frass) using hand tweezers. Total wet masses of
the larvae and frass were weighted. The larvae and a subsample of frass (400 g) were frozen at -20°C before

being freeze-dried for 5 days.
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2.3 Growth performance and diet conversion efficiency

Growth performance and conversion efficiency were estimated for each diet on a dry matter basis. The total
number of larvae per bin were counted and weighed. Larvae length was measured using a caliper on a

subsample of 20 individuals. Dried frass was also weighed.

The larvae mass gain was determined using the final total larvae mass (m), the initial total larvae mass (mo)

as well as the number of larvae before (no) and after feeding trials (n) where:

Equation 2-1

Larval mass gain (%) = g X 100

The larval length growth was determined using the following formula where lo is the larvae length at the
start of the treatment and l..e is the average larvae length at the end of the treatment:

lave — 1 .
Larval length gain (%) = %0 x 100 Equation 2-2
0

The mortality (%) was determined as follows:

n
Mortality (%) = 100 — (n_ X 100) Equation 2-3
0

The efficiency of conversion of digestion (ECD, %) was calculated using the formula proposed by Gold et
al. (2020), where:

Larval gain mass (g)

ECD (%) = 100 Equation 2-4

mass of the diet added (g) — mass of residual frass (g) X

2.4 Chemical composition of the diets and frass

Contents of dry matter (DM) were evaluated on 2 g samples and after drying them in a vacuum oven at
98°C (Vacuum Oven LabLine, model 6273, Thermo Fisher Scientific, Marietta, OH, USA; AOAC, 2016).
The carbon and nitrogen content were determined using an organic elemental analyzer (Vario Max CN,
elementar). Neutral detergent fiber (NDF) and acid detergent fiber (ADF) was determined using the
ANKOM technology method filter bag technique (for A200 and A200l1). Reducing sugar content was
determined using the Rebelein method (Zoecklein et al., 2012). The content in phosphorus, potassium,
sodium, magnesium and calcium were measured using an ICP-OES (Inductively Coupled Plasma - Optical
Emission Spectrometer) after samples were incinerated at 500 °C for 4 h and dissolved in 0.4% HCI (AOAC

Official Method 2011.14). To evaluate total lipids, an ether extraction was performed according to method
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AOCS AM5-04 from the American Oil Chemists’ Society (1998) with ethyl ether (120 min at 90°C) using
TX4 filters (XT15 Extractor, ANKOM Technology, New York, NY, USA). All nutrient contents were
expressed as a percentage (%) of the dry matter and analyses were performed in duplicate.

2.5 Statistical analysis

Each parameter of growth performance and/or chemical analyses on diets and frass were analyzed by one-
way ANOVAs followed by Tukey comparison tests. The assumption of normality and homogeneity of the
variance were verified using the Shapiro-Wilk and Levene tests, respectively. If not met, a one-way Welch
test was performed. All statistical analyses were performed using the R computing environment (R 3.5.2).

3 Results

3.1 Visual observations

Visual observations showed that the DIWE diet was very sticky which made it difficult for larvae to
penetrate the medium. Where normally the larvae crawl and eat in the lower layers of their substrate, they
now crawled on top of the incubated digestate and sometimes even stuck to the substance. This was due to
the enzymes complex used that liquefies the substrate (Genencor, 2011). The different viscosity of the

DIWE compared to the other substrates must be taken into account when further conclusions are drawn.

According to Figure 2-1a, the positive control with the STD, reached a significantly higher temperature
than the other samples, indicating increased larvae activity. At day 10, a drop in temperature is seen as
larvae reach the end of their larvae stage. The digestate and the DWAE have similar temperature profiles.
Both treatments remain very close to the environmental temperature. The DIWE shows a higher rise in

temperature after the feeding stage (day 10).

The pH of the digestates evolved in very different ways compared to the standard (STD; Figure 2-1b). The
pH of the Gainesville mixture before treatment was around 6 and varies during the feeding stage between
4.5 and 7. When no additional diet was added, the pH rose above 8. In the STD, by the 13th day almost
every digestible fraction of the substrate was consumed and re-excreted. This was also visible as the color
of the Gainesville turned from a yellow shade to a darker brown. For the D and DWAE diets, the initial pH
of ~8 has declined steadily during the feeding trial, reaching ~ 6.8 at day 13. Not much was observed in pH
during the feeding stage as the larvae were barely growing and daily addition of the diet renders any pH
change by the larvae negligible. In the DIWE diet (initial pH of 5) an increase of pH was only observed

from day 10 onwards, once no more diet was being added.
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Figure 2-1. Changes in (a) temperature and (b) pH of the diets during BSF larval feeding trials. STD = standard diet; D =
non-processed digestate; DIWE = digestate incubated with enzymes and DWAE = digestate with added
enzymes. abc Values within days with same letter are not significantly different (p>0.05).

3.2 Chemical composition of diets and frass
The chemical composition of the diet and the frass are presented in Table 2-1 and Table 2-2, respectively.
The amount of dry matter was higher in the STD compared to the digestate based diets.

Table 2-1 shows that nitrogen concentration is higher in the digestate (3.8 % * 0.1) than in the STD (2.4 %
+ 0.1). A significant difference between the digestate and the DIWE (3.4 % % 0.1) was found (p = 0.0013),
but not with DWAE (3.9 % + 0.1). A significant difference between the diet and the frass was found only
for the STD and the DIWE for nitrogen concentration.

For the mineral content, certain data concerning phosphorus, calcium, magnesium and potassium content

must be considered with caution, as a higher value is detected in the frass. This could be due to the presence
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of exuviae in the frass, however, in the future, multiple samples must be analyzed and sufficient mixing

should be performed to avoid possible sampling errors and ensure the accuracy of the ICP analysis.

From Table 2-1, the digestate diets have a higher mineral content than the STD. The amount of phosphorus,
calcium and sodium in the digestate-based diets is higher than in the STD. The high calcium concentration
in the digestate is probably due to the fact that the anaerobic digestion plant from which the digestate
samples were taken incorporates wastewater from dairy industries into their process. An elevated level of
sodium is found for the DIWE, due to the addition of NaOH for pH adjustment during pre-processing. A
high concentration of sodium or calcium in the diet might have affected larvae growth but, so far, there is
no literature describing growth inhibition related to high sodium or calcium concentrations. Final
conclusions related to the DIWE must be evaluated with caution, as the high levels of sodium and calcium
are an extra factor to consider. There was only a significant difference in sodium content between the diet
and frass of BSF larvae reared on the DWAE (p = 0.0054). Furthermore, there was a higher potassium level
in the STD than in the digestate based diets (1.53 % + 0.01). A small statistically relevant difference
between the concentration of potassium in the diet and frass (p < 0.0300) was found for the unprocessed

digestate and the DWAE. The STD and the digestate-based diets had similar concentrations of magnesium.

The lignocellulose concentration of the non-processed digestate (60.19 % + 1.77) is significantly higher
than the STD (34.20 % + 0.40). ADF analysis specifies that almost half (48.42 + 0.41 %) of lignocellulose
concentration for non-processed digestate consists of only cellulose and lignin. Similar to NDF
concentration, ADF concentration of the non-processed digestate is significantly higher than the STD
(15.25 % + 0.43).

The concentrations of reducing sugars in the STD is significantly higher than in the digestate-based diets.
Almost no glucose was detected after 10 days of the experiment. The concentrations of reducing sugars
(expressed on dry matter basis) prior to the treatment of the digestate-based diets were significantly different
(p = 0.0426) between the non-processed digestate (0.68 %) and the DIWE (1.37 %), but not the DWAE
diet (0.81 %) (p = 0.5862).

The lipid content of all the experimental diets was similar. A significative difference in the lipid content
between the diet and frass was found for the unprocessed digestate (p=0.0035) and the DWAE (p=0.0108).
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Table 2-1. Proximate composition (%, dry basis) of the experimental diets

) Diets!

%, dry basis  “sTp D DIWE DWAE
Organic matter 94 67 69 67
NDF? 34.2 60.2 - -
ADF? 15.3 48.4 - -
Carbon 45 37 37 37
Nitrogen 2.4 3.8 34 3.9
Lipids 3.4 3.4 4.2 3.0
Sugars 4.8 0.68 14 0.81
P 0.82 1.8 14 1.7
Ca 0.53 3.3 2.2 3.0
Mg 0.36 0.40 0.31 0.37
Na 0.04 0.19 3.11 0.17
K 1.5 0.48 0.56 0.50

ISTD = standard diet; D = non-processed digestate; DIWE = digestate incubated with enzymes and DWAE = digestate with
added enzymes.

2NDF = Neutral detergent fiber
3ADF = Acid detergent fiber

Table 2-2. Proximate composition (%, dry basis) of the frass.

Frass®
%, dry basis ~_Day 10 Day 13
STD D DIWE DWAE
Dry matter 49+0.1 36+0.3 64 £1.22 63+ 1.12 62 = 0.862
Carbon 24 +1.6 16+0.1 34 £0.3? 33+£0.32 34 +£0.328
Nitrogen 1501 0.8+0.0 3.7+£0.02 3.2+0.00 3.9+£0.0°
Lipids 26x0.1 1.0£0.2 2.1+ 0.22 29+0.18 1.9+0.18
Sugars 0.1+0.1 0.1+0.0 0.0z+0.1 03+£0.1 0.2+£01
P 1.2+0.0 1.6x0.0 1.8+0.08 1.6 £0.0° 1.8+0.0°
Ca 05+£0.0 0.3£0.0 3.1+ 0.02 2.6 +0.0 3.2x0.0°
Mg 05+£0.0 0.6£0.0 0.4 £0.0? 0.4+0.0° 0.4 £0.0°
Na 0.0+£0.0 0.0+£0.0 0.2+ 0.0? 3.3+0.1b 0.2+0.0¢
K 2.1+£0.0 0.0£0.0 0.5+£0.0° 0.6 +0.0° 0.5+0.0°

1STD = standard diet; D = non-processed digestate; DIWE = digestate incubated with enzymes and DWAE = digestate with
added enzymes. 3¢ Values within rows with same letter are not significantly different (p>0.05). Values presented are mean
+ standard deviation (n=4)

3.3 Larval growth performance

A lower increase in larval length was observed in larvae fed unprocessed digestate (D; Table 2-3) The
DIWE and the DWAE have a significant higher length gain than D. All 3 digestate-based diets had a low
growth after 13 days compared to the STD (Figure 2-2). No significant difference was observed between
DWAE and the DIWE (p = 0.2015). No further growth in length was observed between STD larvae at day
10 and day 13 (p = 0.1293).
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However, larval weight continued to increase in STD between 10 and 13 days. Larvae mass gain reached
302 £ 73 %, 471 £ 93 % and 577 £ 208 % for the digestate, DWAE and DIWE, respectively. A significant
difference was observed between DWAE and DIWE at day 13. The mortality rate for the STD was low (3-
4%) compared to digestate diets (~17%). Due to the sticky nature of the diet, the mortality and the ECD

could not be determined in DIWE because all larvae could not be removed from the substrate.

Finally, the ECD of the DWAE diet was not found to be different as compared to the crude digestate diet
and both were found to have a lower ECD than the standard diet at day 10 and day 13 (Table 2-3).

Table 2-3. Growth performance (mean + s.d., dry basis) and efficiency of conversion (ECD) of the larvae fed on the
experimental diets after 10 and 13 days.

Diet!
%, dry basis _10 days 13 days
STD D DIWE? DWAE
Mortality 34+48 43+14  17.8+28° n.a. 16.5+8.0°
Length gain 453 + 482 490 + 36° 64 +68° 156 +99° 132 +62°
Mass gain 8122 +323% 8429 +1733® 302+73° 577+208 471+93°
ECD 74.9+05 66.0+24  350%6.9 n.a. 37.9+55

1STD = standard diet; D = non-processed digestate; DIWE = digestate incubated with enzymes and DWAE = digestate with
added enzymes.

2 For DIWE, mortality and ECD were not evaluate because all larvae could not be removed from the substrate

abe \/alues within rows with same letter are not significantly different (p>0.05). Values presented are mean * standard
deviation (n=4)

Figure 2-2. Mean length of the BSF larvae after 13 days when fed on a) raw digestate, b) digestate incubated with enzymes
(DIWE) or with added enzymes (DWAE) and, c) standard diet (STD).
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4 Discussion

4.1 Digestate as a food source for BSF larvae

According to the results of this study, larvae growth on non-processed digestate is insufficient, as there was
no sign of growth after several weeks. From the temperature and pH results, the non-processed digestate as
well as the DWAE diets do not indicate any larvae growth. However, the measurements on the DIWE diet
do show promising activity compared to the other digestate treatments. Since the DWAE follows the same
trend as the non-processed digestate, this enzyme complex is not adequate to convert the fiber fraction to
digestible sugars to increase the availability of nutrients of the digestate for the larvae. Enzymatic hydrolysis
was therefore more efficient under the appropriate conditions of enzyme application (DIWE). Nevertheless,
the glucose concentration after pretreatment remains low and the enzymatic hydrolysis needs to be further
optimized. The high concentrations of sodium and calcium in the digestate-based diets could also have an
impact on larval growth. Wide range of sodium and calcium contents in organic-side streams were also
reported by Broeckx et al. (2021) but to our knowledge, the effect of high sodium or calcium contents on
larval growth and survival is still unknown. Experiments with a standard diet and different concentrations
of sodium or calcium could be carried out to assess the effect of these compounds on the growth of BSF
larvae. Results from the growth performance (Table 2-3) show that enzymatic hydrolysis improved the
growth of the larvae. However, when growth on pre-processed digestate is compared to the growth on the
control diet, the pre-processed digestate diets are not an adequate food source for the rearing of BSF larvae.
The optimization of the operating conditions and the hydrolysis process of the digestate is required to allow

efficient growth as discussed below.

The experimental conditions used in this study must be adjusted and well controlled for all the samples to
enhance the assimilation of digestate by larvae. An important parameter is the viscosity of the diet. Indeed,
as mentioned in section 3.1, the DIWE diet had a higher viscosity than the other diets. This factor can affect
the growth of the larvae, as Cammack & Tomberlin (2017) reported that a substrate moisture between 70
and 80% is ideal for the development of BSF larvae. The adjustment of the viscosity could be accomplished
by lowering the humidity of the substrate or by adding a bulking agent, such as agar, to regulate the water
content and increase porosity (Yang et al., 2013). Subsequently, particle size is another factor that has not
been taken into account. There are several reports regarding the mouthparts of the BSF, but little
information on the maximum particle size for growing larvae (Bruno et al., 2020; Gold et al., 2018; Oliveira
et al., 2015). For this study, the STD was prepared using 2 mm sieves. However, for the digestate-based
diets the particle size was not determined. The particles in the digestate were coarser and more difficult for
the larvae to reach. Grinding and sieving the biomass before the experiment may have eliminated this issue

and improved digestibility. According to Bosch et al. (2020), grinding is generally performed with a 1 mm
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sieve. Substrate pH is also a parameter to consider. In this study, the pH of the digestate-based diets differed
significantly from the STD, which may suggest that this was detrimental to larval growth. Indeed, the DIWE
had a low initial pH of 5.13 + 0.04 and, according to Meneguz et al. (2018), a pH outside the range of 6-12
results in lower larvae growth. This study states that the pH could influence the availability of the nutrients
by affecting the activity of enzymes present in the gut of the larvae (Meneguz et al., 2018). Nevertheless,
BSF larvae appear to tolerate a wide pH range. Indeed, Ma et al. (2018) reported that the greatest gain in
larval mass was observed for pH between 6 and 10 when using a mixture of bran and corn flour as a
substrate. By mixing the digestate with higher pH substrates, the pH level could be adjusted to a range

more suitable for the growth of BSF larvae while providing additional nutrients.

Three aspects outlined by Leu & Zhu (2013) in their review regarding factors affecting enzymatic
hydrolysis should be addressed. These consist of (1) the intimate contact of the reactants, (2) the reactivity
of the reactants, and (3) the reaction conditions (temperature, pH, etc.). These three processes are important
to consider in order to maximize the saccharification of lignocellulose (Leu & Zhu, 2013). For example,
substrate size reduction would increase the surface area of the biomass cellulose accessible to enzymes, and
therefore improve the hydrolysis (Zhu, 2011). Regarding the reaction conditions, enzymatic hydrolysis tests
with different enzyme concentrations should be carried out to determine the optimal dosage, as in this study,
only the recommendation of the supplier for these parameters was considered. Furthermore, coupling
enzymatic hydrolysis with other methods of degradation of lignocellulosic materials would be beneficial
since the complex structure of lignocellulose limits the accessibility of hydrolytic enzymes to
carbohydrates. A treatment prior to enzymatic hydrolysis could thus alter the structure of the lignocellulosic
biomass and make it more efficient at releasing monomeric sugars (Alvira et al., 2010; Martin Pérez et al.,
2017). Hydrothermal treatments, for example, are effective and eco-friendly techniques that remove
hemicellulose and lignin, exposing the cellulose fibrils to enzymes for carbohydrate depolymerization
(Sarker et al., 2021). Steam explosion and subcritical water hydrolysis are popular hydrothermal methods
that have the advantage of not producing toxic compounds that could inhibit the growth of BSF larvae
compared to chemical hydrolysis, such as the use of acid or alkali solvents (Bhutto et al., 2017; Sarker et
al., 2021). In fact, alkaline pretreatments are proven to be very effective on biomass with high lignin content

(H. Zhang et al., 2021). However, using high quantities of this chemical might inhibit larvae growth.

Another possibility is to inoculate the substrate with microorganisms that can perform pre-processing of
the digestate. For instance, the addition of white rot (e.g., Phanerochaete chrysosporium, Dichomitus
squalens, Trametes versicolor), a fungi with high lignin reduction rate, could improve fiber degradation
(Mékeld et al., 2021; D. Wu et al., 2022) . Indeed, this microorganism secretes ligninase that removes the

physical barrier of lignin and enhances accessibility to enzymes (Rouches et al., 2016). Singh et al. (2021)
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reported that a pretreatment of white rot fungi prior to vermicomposting of leaf litter biomass significantly
reduced the lignocellulose content of the substrate and produced higher quality compost with increase in
total N, P and Ca. In addition, microbial pretreatment would be beneficial, as not only would the larvae
have more reducing sugars at their disposal, but the biomass of the microorganisms themselves could be
digested as well. Another benefit of microbial treatment is that it can alter the feed characteristic, which
could promote BSFL growth (Raksasat et al., 2020; Wong et al., 2020a; Wong et al., 2020c). Wong et al.
(2020b) reported that BSFL growth was enhanced when 14-21 day fermentation with a powdered bacterial
consortium was performed on coconut endosperm waste prior to larval feeding. This increase in growth
was mainly due to the presence of acid-producing bacteria that released organic acids and other nutrients
that improve the palatability of BSFL. Microbial treatment would also be more cost efficient as enzyme

complexes are expensive and need to be purchased on a regular basis.

Finally, the ECD values give an indication on the digestibility of the substrates. In fact, the ECD values of
the larvae reared on the STD were very high. This means that the Gainesville diet used in this study was
highly digestible compared to the digestate-based diets. When comparing ECD results with the study of
Manurung et al. (2016) on bioconversion of rice straw by BSF larvae, it can be notice that the ECD values
obtained for the digestate and the DWAE are considerable. Indeed, for Manurung et al. (2016), ECD values
between 9.92% and 10.85% were obtained for different feeding rates compared to 35% and 37.9% obtained
for the digestate and DWAE, respectively. Similarly, Veldkamp et al. (2021) obtained a conversion
efficiency of 20% for BSF larvae reared on digestate. The low performance of digestate is mainly caused
by the poor nutrient content and quality of the digestate-based diets, which hinders the further growth of
the larvae (Barragan-Fonseca et al., 2018). Consequently, appropriate treatments or formulations should be

developed to allow larvae to grow on this substrate.

4.2 BSF treatment as a solution for digestate processing

In this study, the larvae were unable to bioconvert a large percentage of the digestate. The BSF treatment
was therefore not a viable solution for digestate processing. In order to allow the efficient recovery of this
residue, the reduction rate must be improved. To do so, larvae could be added at an older age to start at a
higher feeding rate. In fact, when recommending experimental standardization approaches for BSF feeding
studies, Bosch et al. (2020) suggested that 5 day old larvae should be used with experimental diets. Older
larvae have an enhanced ability to consume more difficult to assimilate feedstocks and would therefore
consume more food than younger larvae (Nyakeri et al., 2019). Mixing digestate with other organic residues
(e.g., food waste or agricultural residues) to improve the nutrient content of the substrate could also increase

the treatment performance (Raksasat et al., 2020).Finally, the composition of the digestate is highly
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dependent on the inputs of the anaerobic digester. The presence of inhibitors in digester inputs, such as
coagulants/flocculants, can negatively affect treatment performance. In this study, the digestate was not
analyzed for the presence of these compounds, and it is therefore possible that they may have reduced larval
growth. Although the results of this study do not favour the use of BSFL treatment, (Elsayed et al., 2020)
has shown promising results with the bioconversion of digestate from anaerobic digestion of agricultural
residues. Similarly, Wee & Su (2019) demonstrated potential for the application of a two-step process of
anaerobic digestion of dairy manure followed by BSFL treatment. The complementation of biogas digestate
with other organic-sides streams to increase the nutrient content of the substrate and improve BSFL growth
should also be explored. There is still work to be done regarding the technical aspects of the edible insects
grown on AD residues to ensure adequate growth. If a more efficient method of pre-processing digestate is
developed permitting adequate yields of larval biomass, BSF larvae could potentially become an alternative

eco-friendly solution for digestate processing.

5 Conclusion

The growth of BSF larvae reared on solid digestate and pre-processed digestate at different conditions was
studied. Results show that larval growth was not observed when fed non-processed digestate, but the
implementation of an enzyme-based preprocessing method improved the development of BSF larvae. Based
on the growth and chemical content, the digestate incubated at optimal enzyme conditions (48h incubation
at 52.0 £ 3.9 °C and a pH of 4.6 + 0.5) and performed the best in this study. Further research is required on
determining limiting factors that influence hydrolysis should be performed. Based on this research, a
balance between enzyme performance and costs must be established. Furthermore, the results of this paper
should not be generalized for all digestate residues, since the composition of the digestate varies along with
the feedstock of the anaerobic digester. The development of an effective method of digestate preprocessing
to achieve high larvae biomass yields is necessary for BSF larvae to potentially become an eco-friendly

solution for digestate processing.
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Highlights

e Chemical analysis of two biogas digestates shows difference in fiber content
e Enzymatic hydrolysis of agricultural crops improves larvae growth
e Mixing agricultural residues with digestate decreases larvae growth

e Some digestate are better suited to black soldier fly growth than others
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Abstract

The growing interest in anaerobic digestion has led to an increase in the production of digestate that must
be valorized. This work evaluates the possibility of using the black soldier fly larvae (BSFL) to valorize
biogas digestate, maize residue and alfalfa. The solid fraction of two digestates originating from distinct
biogas plants was used. Different diets were developed using digestate, maize residue and alfalfa. In
addition, thermal hydrolysis as well as enzymatic hydrolysis were performed on the agricultural crops to
break down fibers into reducing sugars. Chemical analysis of the substrates and a performance analysis
were conducted. Application of the pretreatment on the agricultural crops improved larval growth. Although
larvae reached higher mass gain on the pretreated maize residue and alfalfa than on the non-pretreated
crops, once these agricultural crops were mixed with digestate, performance decreased. Indeed, larval
growth on digestate-based diets was very poor compared to the standard diet. A significant difference was
found between length gain of the two digestates, indicating that some digestate may be more suitable than
others for BSFL cultivation. According to the results of this study, BSFL treatment of digestate was not
efficient and further research is needed to make digestate processing by BSFL effective.

Keywords: Agricultural residue, anaerobic digestion, black soldier fly, digestate, enzymatic hydrolysis,

thermal hydrolysis, valorization
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1 Introduction

Concerns about climate changes are increasing around the world, raising the need for efficient waste
management methods (Rehman et al., 2023; Surendra et al., 2016). Anaerobic digestion, a natural process
of degradation of organic matter, is a well-establish technology that has been widely used as a treatment
method for organic waste and sewage sludge (Liew et al., 2022). This sustainable organic waste
management method is of particular interest since it allows the dual valorization of organic residues through
the production of biogas, a renewable energy source, and digestate, an organic residue with interesting
agronomic properties (Torrisi et al., 2021). Controlled biogas production by anaerobic digestion has great
benefit as it reduces greenhouse gas emissions and eliminates problematic waste (Gaj & Cichuta, 2022).
The main agronomic characteristic of digestate is its content of macronutrients, such as nitrogen,
phosphorus and potassium, which are found in mineral form and easily available to plants (Dahlin et al.,
2017). In general, digestate is separated into liquid and solid fractions as it leaves the digester. The liquid
fraction, rich in nutrients and soluble minerals, has a higher recovery potential than the solid fraction, rich
in recalcitrant organic matter (Vaneeckhaute et al., 2017). For example, liquid digestate can be used as a
concentrated fertilizer for hydroponic farming or to produce algal biomass (Leong & Chang, 2022;
Sddergren et al., 2022). Numerous physical, biological or chemical treatment methods are used to valorize
the liquid digestate and extract products of interest (Akhiar et al., 2020; Bach et al., 2022; Sfetsas et al.,
2022). Concerning the solid fraction of digestate, it is often used directly as soil amendment or compost
(Gurmessa et al., 2021; Tambone et al., 2015). Indeed, many studies show the potential of the solid fraction
as a soil amendment due to its high macronutrient and organic matter content (Samoraj et al., 2022).
However, there are still several issues associated with the direct application of digestate, such as variability
in the fertilizing properties, environmental legislation, transport and storage cost, etc. (Nkoa, 2014; Sfetsas
etal., 2022; Vaneeckhaute et al., 2017). Although digestate has significant agronomic benefits as an organic
fertilizer, the inevitable growth of the biogas industry leads to the production of large quantities of digestate,

making it essential to consider different application alternatives for this product (Gaj & Cichuta, 2022).

The interest of using black soldier fly larvae (BSFL) to upcycle various organic matters into high quality
feed (protein and lipid) and soil amendment (frass) has increase exponentially in recent year (Lim et al.,
2022; Van Huis, 2022; Yang-Jie et al., 2023). More and more studies tend to show that frass, the residue
remaining after BSFL treatment, have enhanced properties and functionalities when compared to other
organic fertilizing materials (Song et al., 2021; Tan et al., 2021). For exemple, Menino et al. (2021) studied
the effect of BSF frass as an organic fertilizer on ryegrass. Their study found significant soil productivity

and increased level of organic matter, P, N and K when frass was applied. Thus, if BSFL were able to
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effectively valorize digestates, they could bioconvert a low value substrate (digestate) into a high value
substrate (frass).

Composed mainly of lignocellulosic materials and organic nitrogen, solid digestates were already studied
for the rearing of BSFL (Pas et al., 2022; Spranghers et al., 2017; Veldkamp et al., 2021). As demonstrated
by Pas et al. (2022), although BSFL were able to grow on digestate, their total biomass is often lower than
larvae reared on other substrates. One reason for this lower yield is the lack of carbohydrates in the solid
digestate. Indeed, biogas digestate is generally rich in lignocellulosic matter that is difficult to consume by
the larvae, which reduces their development (Manurung et al., 2016; Pas et al., 2022; Spranghers et al.,
2017). Nevertheless, depending on the feedstock used during anaerobic digestion, larval growth can be
superior (Elsayed et al., 2020). This is the case of Fu et al. (2022) who obtained more encouraging results.
In this study, the final weight of larvae reared on digestate was higher than those reared on food residues.
In addition, in order to improve the performance of larvae reared on digestate, various physical and chemical
treatments were proposed to remove lignin and break down cellulose into digestible sugars, but with limited
results (Liu et al., 2021; Pas et al., 2022; Rahmani et al., 2023).

Mixing digestate with different substrates, such has agricultural residues, could increase nutrient content
and enhance bioconversion and growth performance of BSFL. Indeed, it has been shown that BSFL can
digest waste, but when combined with another type of residue with higher nutritional value, survival rate,
development time, larval weight, bioconversion, food conversion ratio and waste reduction are significantly
improved (Rehman et al., 2023). Maize and alfalfa are two crops heavily produced in Quebec, Canada
(Statistics Canada, 2022). Maize production generates large quantities of residues (mainly stover and cobs)
that need to be valorized (OFA, 2012). On the other hand, alfalfa is a sustainable crop available in large
guantities that could improve the nutrient content if mixed with digestate. However, maize residue and
alfalfa have high lignocellulosic content and need to be pretreated to release carbohydrates (Bakala et al.,
2023). The aim of this work was therefore to investigate whether mixing digestate with hydrolyzed

(enzymatic and/or thermal) crop residues (maize and alfalfa) could increase BSFL bioconversion yield.
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2 Material and methods
2.1 Feeding substrates
2.1.1 The Gainesville diet

The Gainesville diet (50 % wheat bran, 30 % alfalfa meal and 20 % yellow corn flour; Hogsette, 1992) was
used as a standard diet (STD). All dry ingredients were mixed in a single batch (20 kg) and stored at 4 °C.
The STD was returned to ambient temperature and humidified to 70% relative humidity (RH) prior to

feeding the larvae for all experiments.

2.1.2 Solid fraction of biogas digestates

The solid fraction of digestates originating from two different anaerobic digestion plants in Quebec
(Canada) were used. The first solid digestate D1 was collected from a plant processing garden waste, dairy
whey permeate, animal manure and biological sludge (Société d’économie mixte d’énergie renouvelable de
la région de Riviére-du-Loup, SEMER, Québec, Canada), while the second (D2) was collected from a plant
processing food and green waste from residential sources and sceptic sludge (Société d’économie mixte de
[’est de la Couronne Sud, SEMECS, Québec, Canada). Approximately 20 kg of the solid fraction of both
digestates were harvested randomly and transferred to the Institut National de la Recherche Scientifique
(INRS; Quebec, Canada) prior to being stored at 4°C for 48h. Digestates were dried in an oven at 50°C for
4 days, grounded to 1 mm using a hammer mill (Thomas Model 4 Wiley Mill, New Jersey, USA) (Bosch
et al., 2020), and stored at 4°C until experiments.

2.1.3  Agricultural crop diets

Maize residue (Maizer; Zea mays) (leaves, stover and cobs) and alfalfa (Alf; Medicago sativa) originating
from Agrospheére Inc. (Quebec, Canada) and Virentia Inc. (Québec, Canada) respectively, were used. The
maize residues were obtained dry and were grounded to 1 mm (Cutting mill Pulverissette 15, Fritsch,
Germany) before being stored at 4°C. Fresh alfalfa was dried for 48h at room temperature before being

grounded to 1 mm (Cutting mill Pulverissette 15, Fritsch, Germany) and stored at 4°C.

2.1.4 Pretreated crop residue diets

Two different pretreatments, (1) an enzymatic hydrolysis and (2) a thermal hydrolysis followed by an

enzymatic hydrolysis, were applied to the maize residue and alfalfa.
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Enzymatic hydrolysis

The enzyme cocktail Accellerase® DUET of Dupont Industrial Bioscience was used to degrade
lignocellulosic matter into simple sugars of maize residue and alfalfa. The enzymatic hydrolysis was
performed in batches of 250 g of biomass by following the manufactures recommendations (45-60°C, pH
4.0-5.5, 0.25 mL enzyme/g biomass; Genencor, 2011). A citric buffer solution (10% wi/v) was used in order
to keep pH around 4.8. Enzymatic hydrolysis was performed during 48h (Pas et al., 2022) at 55°C and
agitation of 180 rpm in an incubation shaker (Multitron Standard, Infors HT). Samples were taken before
and after hydrolysis for both hydrolyzed maize residue diet (Maizeren) and hydrolyzed alfalfa diet (Alfen).
After enzymatic hydrolysis, RH content of both diets was adjusted to approximately 70% by adding dry
maize residue or dry alfalfa (approximately 100 g) to obtain similar texture and viscosity of the STD. The

diets were then stored at -20°C.

Thermal hydrolysis followed by enzymatic hydrolysis

Thermal hydrolysis was performed on maize residue and alfalfa in batches of 250 g in an autoclave at
100 °C for 15 min (Tuttnaeuer 3870 ELVC) with NaOH (1 % w/v; 1 g NaOH in 0.1 L distilled water).
Maize residue and alfalfa were fully submerged in the NaOH solution to solubilize the lignin present in the
biomass (Sharma et al., 2019). Temperature of 100°C is chosen in order to preserve some nutrients sensitive
to high heat. After thermal hydrolysis, both substrates were filtered and washed with distilled water. The
heat pretreated maize residue and alfalfa were then dried in an oven at 50 °C for 48 h before being
enzymatically hydrolyzed using the same method as described above. The RH of thermally and
enzymatically treated maize residue and alfalfa (Maizer tr+en and Alfru.en) Was adjusted to approximately
70% by adding dry maize residue or dry alfalfa (approximately 100 g), respectively. Diets were then stored
at -20 °C.

2.1.5 Diet formulations

Six different mixed diets were formulated and tested (see Table 3-1). The first formulation (F1) was a
mixture of 50% D1 and 50% Maizeren, the 2™ formulation (F2) is a mixture of 50% D1 and 50% Alfen,
the 3 formulation (F3) is a mixture of 50% D2 and 50% Maizeren, the 4" formulation (F4) is a mixture
of 50% D2 and 50% Alfey, the 5" formulation (F5) is a mixture of 50% D1, 25% Maizer en and 25% Alfey
and the 6" formulation (F6) is a mixture of 50% D2, 25% Maizer g and 25% Alfes. All mixtures were done
in dry basis and the RH content was adjusted at 70 % by adding distilled water. Once the formulations were

prepared, they were stored at -20°C.
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2.2 Feeding trials

One day prior to the experiment, the diets were brought at room temperature. All diets RH were adjusted
to 70 % except for the digestate diets (D1 and D2) that were adjusted to 50 % to obtain similar texture and
viscosity as the STD. Three rearing trials were performed (same conditions and same STD for each
experiment, see Table 3-3. Experiment 1 aimed to test raw substrates (STD, D1, D2, Maizer and Alf) while
pre-treated residues (STD, Maizeren, Alfen, Maizer th+en and Alfrysen) and mixed diets (F1 to F6) were
tested during experiment 2 and 3, respectively.

The rearing of BSFL was conducted at the Laboratoire de Recherche en Sciences Aquatiques (LARSA) of
Université Laval (Quebec, Canada). Hatching of the neonates took place in an incubator (Growth cabinet,
MLR-350, Sanyo, Osaka, Japan) at constant photoperiod (12L:12D), temperature (30°C) and relative
humidity (80%). Eggs were suspended 24h (day 0) above 200 g of feed (Gainesville diet, 70% RH) that
contained a fungicide (0.15% Methyl 4-hydroxybenzoate; Sigma-Aldrich, Oakville, ON, Canada; Bruno et
al., 2020) to control mold development.

At day 5, neonates (larval length = 5.3 + 0.2 mm) were sieved from feeding substrate and 200 larvae were
counted manually and weighed (density of 1.6 larvae/cm?; Parra Paz et al., 2015) prior to be distributed in
bioconversion bins (n=3/diet) (2.4 L plastic buckets — 5’X 6°”) covered with gaze (Agryl P-12, Agryl,
Courbevoix, France). 108 g of experimental diets (dry basis, DM)/bins were added (200 mg/larvae/day, for
9 days; Nyakeri et al., 2019). Bins were incubated in the dark at constant temperature (30 °C) and humidity
(70% RH).

2.3 Sampling

Each day, the diet was thoroughly mixed and temperature and pH of the substrate were measured (Thermo
Scientific Orion star A 32 portables pH meter, Singapore). Moreover, 10 individuals were randomly

sampled, weighted (mg) and pictured to measure larval length using ImageJ (version 1.53) software.

Larvae and frass were collected at appearance of the first prepupae (day 10 for STD). Since prepupal stage
was not reach for every experimental diets, harvest time was extended until no signs of growth were
observed for two consecutive days (Bosch et al., 2020). Therefore, for experimental diets that did not reach
the prepupal stage, the feeding trial ended at day 12 or 13.

At harvest, larvae were separated from the substrate (frass) and counted using hand tweezers. Total wet
biomasses of larvae and frass were weighted. The larvae and a subsample of frass were frozen at -20°C.

Dried larvae and frass were also weighed after a drying of 100°C overnight.

48



2.4 Chemical composition of the diets

DM contents were evaluated on 2 g samples and after drying them in a vacuum oven (Vacuum Oven
LabLine, model 6273, Thermo Fisher Scientific, Marietta, OH, USA; AOAC, 2016) at 105°C overnight.
The carbon, nitrogen, hydrogen and sulfur (CHNS) content were determined using an organic elemental
analyzer (Vario Max CN, Elementar). Neutral detergent fiber (NDF) and acid detergent fiber (ADF) were
determined using the ANKOM technology method filter bag technique (for A200 and A2001) (ANKOM?®
fiber analyzer, New York, United States). Acid detergent lignin (ADL) was determined according to
ANKOM technology method using sulfuric acid (72 % by weight). Sugar content was determined using
liquid chromatography-mass spectrometry (LC-MS/MS) (model TSQ Quantum, Thermo Fisher Scientific).
Metal content was measured using an ICP-OES (Inductively Coupled Plasma - Optical Emission
Spectrometer) (Agilent 5110) after samples were incinerated at 500°C for 4 h and dissolved in HNO3/H- 0.
All nutrient contents were expressed in percentages (%) and on a dry basis. Analyses were performed in

duplicate.

2.5 Growth performance and diet conversion efficiency
Growth performance and conversion efficiency were estimated for each diet on a dry matter basis.
The larvae mass gain was determined using the final total larvae mass (m), the initial total larvae mass (mo)

as well as the number of larvae before (no) and after feeding trials (n) where:

m m
—— = Equation 3-1
% x100

Larval mass gain (%) = L

Ny

The larval length growth was determined using the following formula where lo is the larvae length at the

start of the treatment and l.v. is the average larvae length at the end of the treatment:

love — 1 .
Larval length gain (%) = %0 x 100 Equation 3-2
0

The mortality (%) was determined as follows:

n
Mortality (%) = 100 — (n_ X 100) Equation 3-3
0

Where n is the final number of larvae and no is the initial number of larvae.

The bioconversion rate (%, DM) was calculated using the formula proposed by Gold et al. (2020), where:
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Larval gain mass (g) .
Bi 1 %) = 100 Equation 3-4
toconversion (%) mass of the diet added (g) x

2.6 Statistical analysis

Each parameter of growth performance and diet conversion efficiency on the different diets were analyzed
by a one-way ANOVA followed by a Tukey comparison test. The statistical analyses were carried out
separately for each experiment. All statistical analyses were performed using the Rstudio computing
environment (Rstudio 2022.02.3+492).

3 Results

3.1 Chemical composition of diets

Various chemical analyses were performed on the substrate used and results are shown in Table 3-1 and
Table 3-2.

3.1.1 Ash, fiber, sugar, CHNS and metal content

Ash content is significantly higher in D1 and D2 compared to the STD, Maizer and Alf. Maizer has the
highest fiber content with 74.58 + 1.76 % NDF. Digestate D1 contains less fiber than D2 with 23.29 + 0.47
% NDF for D1 and 43.65 + 1.76 % NDF for D2. Fiber content of both digestates is mainly cellulose and
lignin. Indeed, no hemicellulose was detected for D1 and D2. Hemicellulose would be totally consumed
during anaerobic digestion. Maizer has the lowest sugar content, only in the form of glucose, with 0.5 +
1.06%. The highest sugar content is found for Maizeren with 10.26 + 4.88%. Both Maizertr+en and
Alfru+en have lower sugar content than Maizeren and Alfes. CHNS analysis was performed on all diets.
The carbon and hydrogen content are higher in STD. D1 has the highest nitrogen and sulfur contents,
respectively 4.04 + 0.16% and 2.09 + 0.46 %. Metal content analysis was performed on STD, D1 and D2
and is shown in Table 3-2. Overall, both digestates have higher metal content than the STD. The calcium
content is particularly high for D1 (3.84 + 0.15 %). In addition, aluminum, iron and sodium contents in D1
and D2 is very high compared to STD. Potassium and magnesium content are found to be higher in the
STD than for both digestates.
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Table 3-1. Proximate composition (%, dry basis) of the diets for each experiment

Experiment 1 Experiment 2 Experiment 3
STD! | D1 D2 Maizer | Alf Maizeg, | Maizeg, | Alfen | Alf F1 F2 F3 F4 F5 F6
EH TH+EH TH+EH

Gainesville! | 100
D1 100 50 50 50
D2 100 50 50 50
Maizer 100
Alf 100
Maizer, ex 100 50 50 25 25
Maizeg, 100
TH+RH
Alfey 100 50 50 25 25
Alf TH+EH 100
Proximate
analyses
(%, dry
basis)
Ash 590 |32.63 | 37.95 | 5.88 10.14 | - - - - - - - - - -
NDF? 35.28 | 23.29 | 43.65 | 7458 | 46.39 | - - - - - - - - - -
ADF? 18.27 | 27.31 | 46.73 | 52.85 | 43.71 | - - - - - - - - - -
ADL? 3.00 |15.22 | 31.27 | 9.18 6.35
Xylose - - - <0.20 | <0.20 | 2.09 2.57 <0.20 | <0.20 | - - - - - -
Fructose - - - <0.20 [3.05 |<0.20 <0.20 |451 |<0.20 | - - - - - -
Glucose - - - 0.50 2.37 |8.16 6.82 494 800 |- - - - - -
Total sugar | - - - 0.50 542 | 10.26 9.39 945 |8.00 |- - - - - -
Carbon 45.90 | 38.49 | 34.13 | 42.10 | 39.82 | 42.90 41.95 41.17 | 39.29 | 38.47 | 40.14 | 36.24 | 36.85 | 38.50 | 36.88
Hydrogen 6.31 | 5.08 | 420 |[555 445 | 5.58 5.17 491 713 436 |374 | 455 | 474 | 527 |4.46
Nitrogen 244 1404 |285 |0.71 3.84 |0.76 0.54 310 [231 |282 |33 |208 |299 |3.07 |230
Sulfur 0.26 | 2.09 |0.70 | 0.00 0.09 | 0.00 0.00 014 |0.07 |[162 |172 |031 |0.28 |154 |0.29

ISTD = standard diet used in each experiment and composed of 50% wheat grain; 30% alfafa and 20% yellow corn (Hogsette, 1992); D1 = solid digestate 1; D2 = solid
digestate 2; Maizer = maize residue; Alf = alfalfa; Maizeren = Maize residue enzymatically pretreated; MaizerH+en = Maize residue thermally and enzymatically
pretreated; Alfen = Alfalfa enzymatically pretreated; Alf tn+en = Alfalfa thermally and enzymatically pretreated;

2NDF=Neutral detergent fiber, ADF=Acid detergent fiber, ADL=Acid detergent lignin
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Table 3-2. Metal content of substrates (%o, dry basis)

Experiment 1

Experiment 2

Experiment 3

STD! | D1 D2 Maizer | Alf | Maizeg, | Maizer, | Alfeqn | Alf tieen |F1 | F2 | F3 | F4 | F5 | F6
EH TH+EH

Gainesville! | 100
D1 100 50 | 50 50
D2 100 50 | 50 50
Maizer 100
Alf 100
Maizer, ex 100 50 50 25 25
Maizeg, 100
TH+RH
Alfey 100 50 50 |25 |25
Alf Theen 100
Proximate
analyses
(%, dry
basis)
Al 0.0022 | 0.1110 | 0.4581 | - - - - - - - - - - B -
As - 0.0002 | 0.0002 | - - - - - - - - - - B -
B 0.0008 | 0.0013 | 0.0019 | - - - - - - - - - - B -
Ba 0.0011 | 0.0072 | 0.0055 | - - - - - - - - - - B -
Ca 0.4795 | 3.8409 | 1.3510 | - - - - - - - - - - B -
Cd - 0.0001 | 0.0001 | - - - - - - - - - - B _
Co - 0.0003 | 0.0003 | - - - - - - - - - - B _
Cr - 0.0010 | 0.0020 | - - - - - - - - - - B -
Cu 0.0010 | 0.0105 | 0.0045 | - - - - - - - - - - B -
Fe 0.0116 | 2.5020 | 1.1346 | - - - - - - - - - - B -
K 1.3155 | 0.3122 | 0.5590 | - - - - - - - - - - B -
Mg 0.4016 | 0.3250 | 0.3044 | - - - - - - - - - - B _
Mn 0.0066 | 0.0302 | 0.0192 | - - - - - - - - - - - -
Mo 0.0001 | 0.0002 | 0.0002 | - - - - - - - - - - - -
Na 0.0205 | 0.1580 | 0.2303 | - - - - - - - - - - - -
Ni - - 0.0011 | - - - - - - - - - - - -
P 0.7488 | 1.8287 | 0.3735 | - - - - - - - - - - - i
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Pb - 0.0010 | 0.0013 - - - - B
Sh - - - - - - - -
Sc - 0.0002 | 0.0001 - - - - B
Se - - - - - - - -
Sn - 0.0001 | - - - - - B
Sr 0.0017 | 0.0115 | 0.0052 - - - - B
Ti 0.0001 | 0.0047 | 0.0175 - - - - B
V - 0.0043 | 0.0013 - - - - B
Zn 0.0049 | 0.0358 | 0.0128 - - - - B

ISTD = standard diet used in each experiment and composed of 50% wheat grain; 30% alfafa and 20% yellow corn (Hogsette, 1992); D1 = solid digestate 1; D2 = solid

digestate 2; Maizer = maize residue; Alf = alfalfa; Maizeren = Maize residue enzymatically pretreated; Maizer tH+EH
pretreated; Alf en = Alfalfa enzymatically pretreated; Alf tv+en = Alfalfa thermally and enzymatically pretreated;
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3.2 Visual observations, pH and temperature

Visual observation on the diet texture and on the larval behavior were made during all experiments. Figure
3-1 shows the average larvae length at the end of every experiment. The temperature and pH variations
over time are shown in Figure 3-2 and Figure 3-3.

Experiment 1 ‘ ' . ‘ ‘

STD D1 D2 Maizer Alf

Experiment 2 . ' ‘ . .

STD Maizer Maizer Alf Alf

HE HT+HE ~HE HT+H
E

Experiment 3 ‘ . . . ‘ . ‘
STD FL F2 F3 F4 F5 F6

Figure 3-1. Average length of larvae at the end of all experiments (STD = standard diet; D1 = solid digestate 1; D2 = solid
digestate 2; Maizer = maize residue; Alf= alfalfa; Maizer en = Maize residue enzymatically pretreated;
Maizer tH+en = Maize residue thermally and enzymatically pretreated; Alfen = Alfalfa enzymatically
pretreated; Alfth:en = Alfalfa thermally and enzymatically pretreated; F1= D1/MaizernHe; F2=
D1/AIf he; F3= D2/Maizer re; FA= D2/AIf 1e; F5= D1/Maizer He /Alf ve; F6=D2/Maizer re /Alf HE)

l1cm

3.2.1 Experiment 1

Solid digestates D1 and D2, the Maizer and Alf were tested during experiment 1. The viscosity of both
digestate was higher than the STD, the Maizer and Alf diet. This inappropriate texture resulted in larvae
trying to escape the bin or laying on top of the substrate instead of crawling underneath. The Maizer and
Alf diets offered similar texture as the STD. The temperatures of all diets, except the STD and Alf, remained
constant. An important temperature rise is seen for Alf at day 6, reaching 34.7 °C, and a small rise of
temperature (0.6 °C) was observed for this diet at day 9, indicating small larvae activity when substrate
reached 32.3 + 0.2 °C (Figure 3-2). In comparison, an important rise of temperature for the STD was
observed from day 7 to day 9, reaching 34.5 + 0.2 °C at day 8. A significative difference between the
temperature of D1 and D2 is seen at day 9 (p = 0.0306), with D2 obtaining a slightly higher temperature.
The temperature of STD dropped at day 10, simultaneously with the beginning of the prepupal stage.
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Regarding pH, no important changes for D1 and D2 were observed. A rise of pH for Maizer (from 5.9 to
7.8) and AlIf (from 5.7 to 8.7) diets was seen from day 5 to day 6. This rise might indicate some larvae
activity or is due to microorganism being activated when the substrates were put in the incubator at 30 °C.
The STD is the only diet of experiment 1 that reached the prepupal stage. The STD has showed pH variation

similar to experiment 2 and 3.

3.2.2 Experiment 2

The effect of the pre-treatments on Maizeg and Alf diets were analyzed during experiment 2. All
experimental diets texture were similar to STD. Larvae reared on Alfry.en tried to escape the diet by
crawling over the edge or underneath the lid. For Alfen, larval behavior was similar to STD, with all larvae
trying to hide underneath the substrate. Similarly to experiment 1, the STD reached the highest temperature
(36.8 £ 0.6 °C) of all treatments. Alfru.en and Alfen reached higher temperature than both pretreated maize
residue, respectively 32.0 + 0.8 °C at day 8 and 32.1 + 0.6 °C at day 9. Both pretreated maize residue diets
remained at around 30.6 °C during all experiment (Figure 3-2). All experimental diets had a pH that dropped
in the first 2-3 days and then increased, similar to the STD (Figure 3-3b). Only STD and Alfen reached the
prepupal stage.

3.2.3  Experiment 3

All the formulations (F1-F6) had a similar texture to STD. The temperature of all the formulations remained
constant (approximately 30 °C) and significatively different from the STD throughout the entire
experiment. As for experiment 1 and 2, the STD showed an important rise of temperature at day 8, reaching
35.3 £ 0.3 °C. As seen on Figure 3-3c, no significant variation of the pH was observed for all the
formulations. Temperature and pH curves of F1-F6 in experiment 3 were found to be similar to D1 and D2

in experiment 1. STD and F4 reached the prepupal stage.
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Figure 3-2. Temperature over time for experiment 1 (a), experiment 2 (b) and experiment 3 (c) (STD = standard diet; D1 =

solid digestate 1; D2 = solid digestate 2; Maizer = maize residue; Alf= alfalfa; Maizer ex = Maize residue
enzymatically pretreated; Maizer th+en = Maize residue thermally and enzymatically pretreated; Alfen
= Alfalfa enzymatically pretreated; Alf tH+en = Alfalfa thermally and enzymatically pretreated; F1=
D1/Maizerne; F2= DI1/Alfne; F3= D2/Maizerne; F4= D2/Alfre; F5= D1/MaizerHe [AIfHE;
F6=D2/Maizer He /Alf He)
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Figure 3-3. pH over time for experiment 1 (a), experiment 2 (b) and experiment 3 (c) (STD = standard diet; D1 = solid

digestate 1; D2 = solid digestate 2; Maizer = maize residue; Alf= alfalfa; Maizeren = Maize residue
enzymatically pretreated; Maizer th+en = Maize residue thermally and enzymatically pretreated; Alfen
= Alfalfa enzymatically pretreated; Alf th+en = Alfalfa thermally and enzymatically pretreated; F1=
D1/Maizerne; F2= D1/Alfne; F3= D2/Maizerne; F4= D2/Alfne; F5= D1/Maizerue /[Alf HE;
F6=D2/Maizer ne /Alf HE)
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3.3 Growth performance of the diets

Growth performance parameters are shown in Table 3-3 and Figure 3-4 and Figure 3-5

Table 3-3. Performance parameter results for bioconversion experiments (mean + s.d., dry basis)

. . . Efficiency of
S Mortality Mass gain Length gain . .
Diets (% ) (% ) (% ) bIOCO(I‘(l)}SI’SIOI‘l
Experience 1
STD 1,2 +2,32 756 + 892 210 + 132 14,84 + 1,052
D1 12,0 +£3,5° 62 + 62° 45 + 6° 0,71 + 0,56"
D2 2,0 +0,5° 206 + 97°°¢ 102 + 5¢ 2,98 + 0,81°¢
Maizer N.A? 252 + 124b¢ 81 +13° 3,17 + 0,60°
Alf 1,8+ 1,22 328 + 75°¢ 136 + 18¢ 5,85 + 1,09¢
Experience 2
STD 45 + 2,62 1432 + 2307 210 + 172 18,72 + 2,692
Maizer He 5,3+ 5,52 524 + 42bcd 154 + 3° 10,16 + 0,72°
Maizer Hr+HE 35+3,6% 552+119°¢d 179 + 323P 9,97 + 0,80°
Alf e 2,3+28% 965 + 256%¢ 182 +24* 13,87 +0,33°
Alf HT+HE 4,0+ 1,02 316 + 156¢ 157 + 152b 9,59 + 0,49°
Experience 3
STD 0,0 + 1.0 1596 + 1912 255 + 122 15,62 + 0,792
F1 7,8 +4,13b 355 + 85°°¢ 106 + 21° 3,34 + 0,36°¢
F2 9,0 + 6,3%P 257 + 69° 102 + 14° 2,60 + 0,56°
F3 5,2+ 4,020 457 + 120°° 108 + 18° 3,74 + 0,33°¢
F4 6,3 + 2,520 609 + 7° 133 + 16° 4,85 + 0,92°
F5 6,5 + 2,3%P 348 + 49°¢ 106 + 15° 3,37 + 0,21°¢
F6 10,3+ 2,6° 612 + 43° 131 + 11° 3,89 + 0,94¢

1STD = standard diet; D1 = solid digestate 1; D2 = solid digestate 2; Maizer = maize residue; Alf= alfalfa; Maizer en = Maize
residue enzymatically pretreated; MaizertH+En = Maize residue thermally and enzymatically pretreated; Alfen = Alfalfa
enzymatically pretreated; Alf th+en = Alfalfa thermally and enzymatically pretreated; F1= D1/Maizerne; F2= D1/AIf Hg;
F3= D2/Maizer He; F4= D2/AIf he; F5= D1/Maizer He /Alf He; F6=D2/Maizer He /Alf HE

2For Maizer mortality rate could not be determined because all larvae could not be removed from the substrate

abcy/alues within rows with same letter are not significantly different (p>0.05). Statistical analysis was only performed within
one experiment. Values presented are mean + standard deviation (n=3)

3.3.1 Experiment 1

STD performed significantly better than other experimental diets with the highest mass and length gain,
respectively 756 + 89 % and 210 + 13 %. D1 performed the worst, with a significantly higher mortality rate
(12.0 % + 2.3) and a significantly lower bioconversion efficiency (0.71 + 0.56 %), than other diets. No
significant difference was found between the mass gain of D2, Maizer and Alf. Figure 3-4a shows that

weight gain for D1 is almost negligible. The weight gain curves for D2 and Maizer are very similar. Same
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results are seen for the length gain over time. Alf is the experimental diet that performed the best with the
highest mass gain (328 + 75%), length gain (136 + 18%) and bioconversion efficiency (5.85 + 1.09).

3.3.2 Experiment 2

Compared to STD, all experimental diets have a significantly lower mass gain except Alfes. No significant
difference was found between Maizeren and Maizer tr+en for any performance parameters. Alfen is the
experimental diet that performed the best with the highest mass gain (965 + 256%), length gain (182 +
24%) and bioconversion efficiency (13.87 £+ 0.33%). Alfen had a significative higher bioconversion

efficiency compared to all pretreated experimental diets.

3.3.3 Experiment 3

The three formulations containing D2 (F3, F4 and F6) performed better than the formulations containing
D1 (F1, F2 and F5). Figure 3-4c and Figure 3-5¢ show minor difference between the weight and length gain
of all the formulations over time. F4 is the experimental diet that performed the best with a higher mass
gain (609 + 7%), length gain (133 + 16%) and bioconversion efficiency (4.85 = 0.92%) than all other
experimental diets. Larvae reared on F4 show significatively higher weight (73.3 £ 6.7 mg) on day 11 than

all other diets except F6. A significant difference is found for F4 length gain with all other diets at day 12.
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Figure 3-4. Weight gain curves for experiment 1 (a), experiment 2 (b) and experiment 3 (c) (STD = standard diet; D1 = solid
digestate 1; D2 = solid digestate 2; Maizer = maize residue; Alf= alfalfa; Maizeren = Maize residue
enzymatically pretreated; Maizer th+en = Maize residue thermally and enzymatically pretreated; Alfen
= Alfalfa enzymatically pretreated; Alf tn«en = Alfalfa thermally and enzymatically pretreated; F1=
D1/Maizerne; F2= D1/Alfne; F3= D2/Maizerne; F4= D2/Alfne; F5= D1/Maizerue /[AlfHe;
F6=D2/Maizer He /Alf HE)
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Figure 3-5. Length gain curves for experiment 1 (a), experiment 2 (b) and experiment 3 (c) (STD = standard diet; D1 = solid
digestate 1; D2 = solid digestate 2; Maizer = maize residue; Alf= alfalfa; Maizeren = Maize residue
enzymatically pretreated; Maizer th+en = Maize residue thermally and enzymatically pretreated; Alfen
= Alfalfa enzymatically pretreated; Alftn+en = Alfalfa thermally and enzymatically pretreated; F1=
D1/Maizerne; F2= DI1/Alfne; F3= D2/Maizerne; F4= D2/Alfre; F5= D1/MaizerHe [AIfHE;
F6=D2/Maizer He /Alf He)

4 Discussion

According to the results obtained, digestate processing with BSFL was not effective. Indeed, the growth of
larvae reared on digestate-based diets was very poor. The temperature and pH curves of D1 and D2
(experiment 1) as well as those of F1-F6 formulations (experiment 3) do not indicate any larval activity. As
reported by Pas et al. (2022), once the digestates are humidified, they become very sticky, which may affect
larval growth. Experiment 1 show very minimal to no mass gain for larvae reared on D1. Digestate D2
appears to have a more favorable nutritional composition as larvae achieved higher mass gain (206 £ 97%),
length gain (102 £ 5%) and bioconversion rate (2.98 + 0.81%) than larvae reared on D1 (62 + 62% for mass
gain, 45 + 6 % for length gain and 0.71 + 0.56 % for bioconversion rate). According to chemical analyses,
nitrogen and sulfur content could be responsible for the low yield of larvae reared on D1. Indeed, these
compounds are found in higher content in D1. The presence of these compounds could inhibit the growth
of the larvae. Peguero et al. (2023) evaluated the effect of an ammonia pretreatment of different fibrous
biowaste on BSFL rearing performance. The ammonia pretreatment tested in this study reduced the
performance of BSFL by more than half compared to the untreated control. According to this study,
ammonia pretreatment would have some toxicity to BSFL. In the same regard, Lu et al. (2021) showed that
nitrogen source significantly affects the growth of larvae. In fact, when NH4CI or NaNOs was added to the
feed, the larval weight, protein and lipid yield was significantly lower than the other groups. Their study
suggests that these nitrogen sources have negative effect on larvae growth. Even though in our study the
form of nitrogen was not investigated, the digestate can often contain high levels of ammonia and
ammonium (Moéller & Muller, 2012). It is therefore important to consider the presence of these compounds

in the substrate. In addition, aluminum, calcium, iron and phosphor content is higher in D1 than in D2 and
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it may have had an effect on larval growth. The high calcium content of D1 probably originated from the
wastewater from dairy industry processed by the biogas plant. A few studies have investigated the effect of
metals, particularly heavy metals, on BSFL. In general, these studies indicate that BSFL are able to tolerate
high concentrations of metals without significant effect on their development (Cai et al., 2018; Wu et al.,
2020). In fact, Wu et al. (2020) showed that high levels of copper and cadmium did not have a significant
impact on BSFL weight gain. Nevertheless, presence of metals in digestates should be considered since this
subject has not been studied in great detail. Although, according to the performance of the larvae, D1 is
definitely not well suited for BSFL growth. Alf was the experimental diet in experiment 1 that performed
the most efficiently with a length gain (136 + 18%) and a bioconversion rate (5.85 + 1.09%) significantly
different from the other diets. However, no significant difference was found between the mass gain of D1,
D2, Maizer and Alf.

The application of a pre-treatment on maize residue and alfalfa improved the performance of the larvae.
Enzymatic hydrolysis increased sugar content and thus allowed better growth, with larvae reared on Alfen
reaching the prepupal stage. No significant difference was found between the two pre-treatments performed
on maize residues. However, a significant difference (p= 0.0083) is present between the mass gain of Alfen
and Alfrusen. Thus, enzymatic hydrolysis alone appears to be more effective than the combination of
thermal and enzymatic hydrolysis. The presence of NaOH, used during thermal hydrolysis, might have
inhibited the growth of the larvae, but no study has been done on this so far.

Mixing the digestate with pretreated Maizereq and Alfen during experiment 3 seems to have decrease the
performance of the larvae. The best performing formulation, and the only one that reached the prepupal
stage, was F4 (50% D2 and 50% Alfen). According to these results, D2 seems more favourable to larval
growth than D1. Thus, the feedstock used during anaerobic digestion has an impact on the digestate
digestibility by BSFL. Indeed, spectroscopic analyses have shown that digestates from anaerobic digestion
inherit the chemical attributes of the feedstocks from which they originate, and thus the composition of the
digestate must be evaluated on a case-by-case basis by assessing combinations of feedstocks as well as the
configuration of the digestion facilities (Nkoa, 2014). As seen in the study by Fu et al. (2022), a digestate
produced from food residues showed a better potential as a substrate for rearing BSFL. Indeed, they
obtained efficient larval growth on this digestate, probably due to the high crude protein content (34.50 +
2.36%), which resulted in high individual larval weights (155.72 + 6.78 mg). Similarly, digestate produced
by anaerobic digestion of pretreated rapeseed straw and chicken manure used by Elsayed et al. (2020)
obtained efficient BSFL growth. According to their work, BSFL rearing on solid digestate for biodiesel

production is a new efficient approach for waste recycling. Therefore, research on the use of BSFL to
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valorize the digestate should focus on biogas plants that have a well-defined input and that produces a
digestate that would suit the needs of the BSFL.

5 Conclusion

Anaerobic digestion produces digestate that can be used as a low-cost feeding substrate for BSFL
cultivation. In this work, two digestates originating from different biogas plants were mixed with pretreated
agricultural crop residues and used to rear BSFL. Chemical analysis showed an increased in sugar content
for the pretreated crops. Rearing trials indicated poor growth of larvae fed digestate-based diets. Although,
larvae achieve higher mass gain when fed pretreated maize residue and alfalfa, once these agricultural crops
were mixed with digestate, mass and length gain decreased. The feedstock used during anaerobic digestion
has a significant impact on the digestate digestibility by BSFL. Further research is needed to develop an
effective method for digestate processing with BSF larvae.
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4 DISCUSSION GENERALE ET CONCLUSION

En raison de la forte croissance de la population mondiale, de plus en plus de MOR sont générées et doivent
étre récupérées et valorisées. Pour se faire, la biométhanisation est une technologie qui a gagné beaucoup
d’intérét. Inévitablement, la hausse du nombre d’usines de biométhanisation cause une augmentation de la
guantité de digestat produit qui doit étre traité. Parallélement, la croissance démographique mondiale
provoque une augmentation des besoins en protéines pour 1’alimentation animale. L’objectif principal de
ce travail consiste a adresser ce besoin grandissant en protéines tout en développant une nouvelle voie de
valorisation pour les digestats de biométhanisation. L’idée est donc d’utiliser les digestats dans un régime
alimentaire pour I’élevage des larves de MSN. Les objectifs spécifiques de cette étude étaient de :

e Caractériser la fraction solide de digestat et déterminer le potentiel nutritif pour les larves de MSN;

e Appliquer un prétraitement thermique et/ou enzymatique sur des biomasses agricoles pour

améliorer la biodisponibilité des nutriments;
o Formuler des diétes a base de digestat et de substrats agricoles prétraités afin d’améliorer la
croissance des larves de MSN;

e Analyser la performance de croissance des larves de MSN sur les formulations développées;
Dans un premier temps, une étude préliminaire ayant pour but d’évaluer le potentiel nutritif des digestats
pour les larves de MSN a été réalisée. Lors de cette recherche, I’effet d’un prétraitement sur la digestibilité
du digestat pour les larves de MSN a aussi été étudié. Deux hydrolyses enzymatiques ont été appliquées sur
le digestat dans des conditions opératoires différentes (température et pH). Tout d’abord, il a été constaté
gue le digestat ne permettait pas une croissance efficace des larves. En effet, les larves élevées sur le digestat
ont obtenu un gain de masse et un taux de bioconversion tres faible. Cependant, lors de 1’application du
prétraitement sur le digestat, la performance a ét¢ améliorée. L’application du prétraitement enzymatique a
permis d’obtenir des larves environ deux fois plus grosses en comparaison au digestat non traité. Cependant,
le gain de masse et I’efficacité de bioconversion des larves élevées sur le digestat prétraité aux enzymes
restent faibles comparativement a la diéte standard. En effet, les larves ont été incapables de bioconvertir
un pourcentage important de digestat. Selon les résultats de cette recherche, I’utilisation des larves de MSN
n’est pas une solution efficace pour le traitement du digestat. Différentes raisons expliquent ce faible
rendement. Entre autres, la faible valeur nutritive des digestats ainsi que la texture visqueuse ne permettant
pas aux larves de se mouvoir facilement dans le substrat ont nui a leur développement. Des ajustements
doivent étre effectués au processus afin de permettre la valorisation du digestat par les larves de MSN.
Suite a cet essai, une deuxiéme étude a été réalisée afin d’adresser les problématiques survenues. Afin
d’améliorer I’apport en nutriments et la texture du digestat, des mélanges de digestat avec des substrats

agricoles prétraités ont été testés. Lors de ce travail, deux digestats provenant d’usines de biométhanisation
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différentes, des résidus de mais et de la luzerne ont été échantillonnés. De plus, une hydrolyse enzymatique
ainsi qu’une hydrolyse thermique suivie d’une hydrolyse enzymatique ont été appliquées aux substrats
agricoles. L’application des différents prétraitements a permis d’améliorer 1’efficacité de bioconversion par
les larves de MSN. En effet, les larves élevées sur les résidus de mais et la luzerne prétraités ont obtenu un
gain de masse, un gain de longueur et une efficacité de bioconversion plus élevés que les résidus de mais
et la luzerne non traités. Cependant, une fois les biomasses agricoles prétraitées mélangées au digestat, la
performance a diminué. En effet, les larves nourries avec différentes formulations a base de digestat ont
obtenu un gain de masse, un gain de longueur et un taux de bioconversion faible comparativement a la diete
standard. Cette étude a permis de constater que certains digestats semblent étre plus adaptés pour la culture
des larves de MSN. En effet, la performance du digestat D2 a été significativement meilleure que celle du
digestat D1. De plus, comme observée lors de la premiére étude, I’application du prétraitement sur les
biomasses agricoles a permis d’améliorer la performance des larves. Cependant, des travaux additionnels
sont toujours nécessaires afin de rendre le procédé efficace et optimiser la bioconversion du digestat par les
larves de MSN.

En considérant les résultats de cette étude, les recherches futures devraient se concentrer sur des digestats
provenant de site de biométhanisation agricole. L utilisation d’un digestat agricole semble plus appropriée
pour les larves de MSN puisqu’il permet de limiter la présence de certains contaminants pouvant inhiber la
croissance des larves, améliorer la teneur en nutriments et améliorer la texture.

De plus, I’application d’un prétraitement biologique sur le digestat pourrait étre pertinente et permettre
d’améliorer la croissance des larves de MSN. L’utilisation de bactéries ou de champignons pour modifier
la composition du digestat et le rendre plus facilement assimilable par les larves de MSN est intéressante
sur différents points. Tout d’abord, ce traitement est peu couteux et respectueux de I’environnement. Les
traitements biologiques, contrairement aux traitements thermiques et enzymatiques, ne font pas usage de
produits chimiques. Ceux-ci, méme si utilisés dans de faibles quantités, peuvent étre toxiques pour les larves
de MSN et donc nuire a leur développement. De plus, I’application d’un prétraitement microbien
permettrait de bonifier la teneur en nutriments du substrat puisque les larves pourraient se nourrir du
digestat, mais aussi des bactéries ou des champignons présents.

Une autre voie a explorer serait I’utilisation des larves de MSN en amont de la biométhanisation et, donc,
la biométhanisation des frass d’insectes. Peu d’études ont été réalisées sur ce sujet, et il mangue toujours
de la recherche afin de démontrer le potentiel méthanogene des frass. Cependant, cette approche est
intéressante puisqu’elle permet de respecter la pyramide de gestion des matiéres résiduelles qui met de
I’avant la réutilisation (¢levage d’insectes) avant leur recyclage (biométhanisation).

Ainsi, des travaux futurs sont nécessaires afin d’optimiser la performance des larves de MSN sur le digestat.

Néanmoins, la combinaison de la biométhanisation et des insectes comestibles décomposeurs détient un
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potentiel prometteur pour la valorisation des MOR. Cet amalgame de biotechnologies représente un modele
d’économie circulaire et une solution durable pour 1’élimination des déchets organiques permettant de

produire du biocarburant et des aliments pour les animaux.
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