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INTRODUCCION GENERAL.

R

El presente informe recopila los resultados finales correspondicn-
tesalaactividad 12.04,12.05y12.06 de los términos de referencia
del contrato UNIDO- Venezucla, del proyecto “Degradacion enzi-
matica de residuos agroindustriales”. En esta primena parte se
reporta la evaluacion biologica de los pretratamicntos por explo-
sion térmica cfectuados a las materias primas scleccionadas, como
una continuacién de la actividad 1204, reportada parcialmentc cn
cl tercer informe en relacion al cfecto de los pretratamicatos por
cxplosion térmica chidrélisis icidasobre ¢l comportamicnto biol6-
gico de los residuos soca de sorgo y bagacillo de cana (Carrizales
y Col, 1989) cn la scgunda parte sc reporta lo referente ¢l envio
de técnicos venezolanos a recibir adicstramicnto en Chile y en la
iltima el programa de trabajo para ¢l nuevo aiio del proyecto.




ACTIVIDAD 12.04
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1). INTRODUCCION

|

En esta actividad se reporta aigunos experimentos y resultados que
no pudicron ser presentados totaimente en el pasado Informe 111,
ya que hubo problemas laborales en nuestra Universidad que afec-
taron los ensayos biolégicos efectuados en el Laboratorio de Nutri--
cién y Formajes de la Universidad de Oricnte con sede en Maturin
Edo. Monagas. En ese sentido, s¢ esti presentando los estudios de
pretratamiento ds les materias primas por el método de explosién
térmica.

Lacvaluaciénbiolégicasc prescnacn términosde la digestibilidad
cnzimatica in_vitro (DEIV) y la digestibilidad ruminal in_vitro
(DRIV). La mctodologia scguida para los pretratamicntos y su
cvaluacién fue descrita en ¢l tercer informe(Carrizales ycol 1989).




2.- MATERIALES Y EQUIPOS.

2.1.- Material celuléslco: Se utilizé soca de sorgo y bagaciliode
cafia, los cuales fueron previamente caracterizados y los resulta-
dos reportados en el segundo informe Técnico sobre el andlisis
dec las matcrias primas (Sanchez y Col, 1989).

2.2.- Enzima celulasa: se usé dos tipos de celulasa. La primera
fue preparada en ¢l laboratorio a partir de un cultivo de Trichoder-
ma viride QM 9414 sobre afrecho de trigo; la metodologia para la
preparacién, extraccién y evaluacién de la actividad enzimética de
esta enzima fue descrita cn ¢l segundo informe Técnico (Carrizales
yCol,1989). La otra forma de celulasa usada para algunos experi-’

mentos, fue un polvo crudo liofilizado de celulase de T, viride la
cual fue suministrado por Sigma.

2.3.- Equipos para el pretratamiento.

2.3.1.-Explosi6n térmica: ¢l equipo usado consistié de un au-
toclave Baskerville de 750mi de capacidad que trabaja a 300 atm y
300C. La descripcion detallada de éste csta repoitada en el tercer
informe Técnico (Carrizales y Col, 1989).




3.-METODOLOGIA.

31.- Explosién térmica: Bl material con un 50% de humedad
es colocado en un portamuestra dentro del reactor en el cual se ha
agregado previamente 90 ml de agua para generarel vapor requeri-
do para ¢l pretratamicnto. Bl reactor es cerrado Yy sc inicia el
calentamicnto, dejando la vilvula de bola abicrta hasta lograr ¢l
desplazamicnto del aire que csti dentro del reactor. Una vez
alcanzada la2 temperatura de 100C se cierra la vilvula y sc
continuaclcalcntamicnto hasta alcanzarla presion descada. Bsta cs
mantenida durante un tiémpo de reaccién scleccionado(en los
cxperimentos a presion consiante, ¢l tiempo fue de $ minutos) y
lucgoscprocedeadespresurizarripidamente ¢l reactor. Posterior--
mcntec sc remucve c! cabezal y sc extrac ¢l portamucstra ¢n
calicnte. El material tratado sc scca a 100C durante 24 horas, para
ser lucgo analizado (Carrizales y Col, 1989). La expericncia fuc
realizada de dos mancras. Primero, sc fijé ¢l ticmpo de reaccion
cn S minutosy se varié la presion entre 180y 336 PSI. La scgunda,
sc realiz6 mantcnicndo la presién constantc cn 225 PSI y sc varié
cl ticmpo de reaccién en 2, Sy 10 minutos. Esta iltima presién fuc
scleccionada tomando ¢n consideracion los resultados obtenidos
dec los primeros cnsayos.

3.2 Métodos analfticos

3.2.1 Digestibilidad enzimética in vitro(DEIV)

Sc sigui6 la técnica sugerida por Jones y Hayward(1973), la cual
consistc cn tratar 200 mgde mvestra con una solucién dc cnzima
cclulolitica con una actividad de 1Ul/ml(una unidad intcrnacional
cquivalente a la caniidad de micromoles de glucosa liberados por

minuto) a las condicioncs de S0°C.y 48 horas de incubacién a un
pHdc 4.8.

La cnzima fuc previamente obtenida de un cultivo scmisélido del

moho Inchoderma vinde ATCC 9414 tal como se discutié en <l
informe 1l de este proyecto.

3.2.2 Digestibilidad ruminal in vitro(DRIV)
Para la determinacion de la DRIV sc us6 la técnica de Tilley y
Terry(1963). A tal cfecto las muestras de material tratado fucron




enviadas al Laboratorio de Nutricién y Forrajes de la Universidad
deOriente.




4.- RESULTADOS Y DISCUSIONES.

LaFigural muestra el cfccto de la presion sobre la digestibilidad
enzimitica in vitro(DEIV) y la digestibilidad ruminal in  vi-
tro(DRIV) de la soca de sorgo, para un tiempo de reaccién de 5
minutos. Pucdcobservarscen cstafigura, que la presion fuc variada
desde 180 Psia(190°C) hasta 336 P3ia(220°C). En este caso, la
presion mas favorable fuc de 225 psia(200°C) en la cual la DEIV
alcanzo un valor de 51,30%. A estas condiciones ¢l incremento de
la digestibilidad con rcspecto a la mucstra control(25,30% ) fuc
de 102,77%. Hasta ahora no se ha entendido el por qué la DEIV
pars la presién de 180 Psia se mantuvo similar a la obtenida a las
condiciones de control(14,7 Psia). En todo caso se tiene previsto”
repetir esta experiencia antes de continuar la nueva etapa del
segundo afio. Sin embargo, la tendencia de los resultados indica
que la presion de 225 psia ha de ser la mas conveniente para los
tratamicntos. Se observa igualmente en la presente figura, que la
DRIV novarié sustancialmente(45,68 - 48,56%) con respecto a la
muestra control(41,88%), por lo tanto, estos dltimos resnltados
parecen indicar que no tiene sentido pretratar por explosion tér-
micaalasocade sorgo paraserusada directamente enalimentacién
animal, 2 menos que haya habido inconveniente con la técnica
empleada. En general algunos nutricionistas sostienen quees nece-
sario alimentar a los animales donantes del liquido ruminal con
un forraje parecido o similar al empleado para la evaluacién rumi-
nal ( Gonziles, 1988). La medicién de Ia digestibilidad ruminal in
vitro, tal como se efectué en este estudio, no siguié estos criterios
ya que igual argumento podria desprenderse al utilizar una celulasa
producida en un sustrato distintoa aquela serusadoen lo ensayos
de DEIV. Es por cllo quc las prucbas dcfinitivas tendrin que
hacerse desde ¢l punto de vista microbioldgico. En este sentido se
podnia conocer si tal comportamiento cs similar para cl crecimiento
de microorganismos ccluloliticos, tal como estd planteado en ¢l

presente proyccto en los experimentos planificados para la scgunda
ctapa.

Por arriba de la presion de 225 psia sc observé una reducidn de la
digestibilidad enzimitica in vitro, lo cual sc interpreto como una
posible caramclizacion de los aziicares provenientes de la hemice-
lulosa(Ulmery colaboradores, 1981).
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Fig. 1. DEIVY DRIV para muestras de sorgo
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La figuna 2, muestra la DEIV y la DRIV del bagacillo de cafia
Obsérvese en esta figura que a 226 psia(200°C) se logré una meyor
DEIV(44,4%), lo cual representSun incremento del 131,25% con
respecto a lamuestra control(19,20%). Por arriba de esta presién,
la DEIV comenzé a decrecer, tal como s¢ observé en la figura
anterior. En relacién a la DRIV se evidencié poco efecto de la
presion ya que ¢l aument relativo de la digestibilidad varié entre
133,63 al 36,93% para presiones de 180a 336 psia. En general estos
experimentos parecen indicar que la soca de sorgo es més reco-
mendable como sustrato ya que losnivelesde DEIV yDRIV fueron
supenores a los mostrados por el bagacillo de cafia. Los estudios
de fratamiento térmico del bagacillo de cafia reportados por Mor-

janoffy Gray(1987) sefalaron que con 4 minutos de tratamiento a
220°C, la DEIV fue del 45,2%.

La figura 3, muestralos cambiosdela DEIV en los sustratos sorgo
y bagacillo como una funcion del ticmpo de reaccion y mante-
niendo constante la presion de 225Psia(200°C). En ¢sc sentido, sc
pucdc obscrvar en csta figura que ¢l sorgo parccicra requerir
mayor tiempo de reaccion para alcanzar un nivel de digestibilidad
por arriba del 55%. A cstas mismas condicioncs, el bagacillo pre-
senta mucho deterioro al sersometido a largos icmpos de reaccion.
Similares experimentos realizados por Puri y Pearce(1986), indica-
ron quc¢ con ticmpos de 5 minutos a 200°C, s¢ pudo alcanzar hasta
un 55% de DEIV, sin embargo, cuando al sustrato le fue incorpora-
do hidroxido de sodio o hidroxido de calcio, la digestibilidad sc
mejoro sustancialmente(70% y 66% respectivameute). Dc una
manera similar los investigadores Morjanoff y Gray(1987) incre-
mentaron laDEJV dcl bagacillo de caiia hasta un 57% mcdiante la
adicion al bagacillo de cafia de 1 a 2% de acido sulfinico durante
¢l proceso de autohidrdlisis. En los expcrimentos reportados en
cste informe no s¢ hizo intento de anadir sustancias quimicas para
la autohidrdlisis ya que se creyé que tal practica contribuiria a
incrementar los costos de operacion de un proceso de autohidrdlisis
por explosion térmica. Sin embargo, el mismo deberd evaluarse
en términos del costo total por cada unidad de DEIV obtenida.

Lafigura 3 muestra igualmente que los tiempos de reaccién cerca-
nos o superiores a 10 minutos causan un detrimento a la DEJV de
ambos sustratos. Este mismo comportamiento fue observado por
los autores anteriores cuando se traté bagazo de cafia a tiempos
superiores de S minutos. Para estos experimentos, no se analizo la
composicion de la fraccion liquida, la cual fue muy reducida en
volu:aen, ya que Ja misma se quedd atrapada en el sustrato.




Ademés, la humedad inicial de trabsio para el sustrato fue
baja(50% ) por cuanto el interés de los experimentos estuvo basado
en usato para cultvos semisélidos. Por consiguiente, no seria
conveniente desde el punto de vista econémico, eliminar los
sé6lidos solubles formados duranie la autohidrélisis. Es de sefialar
igualmente que el material sometido a pretratamiento fue de un
tamafo de particula muy similar( 0,8 mm) al usado por otros
investigadores(1,0 mm), lo cual en algunos casos puede influir

grandemente cuando se compara resultados distintos con aquellos
reportados en la literatura. )

En general la autohidrdlisis efectmnada a una presién de 225
Psia(200°C) parece ser muy conveniente para la consecusién -

de los experimentos contemplados para ¢l futuro de este proyecto.
ya que ¢sta ha demostrado ser una manera electiva de adecuar jos
residuoslignocelulosicos a la accion enzimatica o microbiana. En tal
scntido, cstos resultados indican que hay una alta posibilidad de
usar bagacillo y/o sorgo, pretratado por cxplosion térmica, como
un sustrato para ¢l crecimicnto de microorganismos ccluloliticos.

Es bucno senalar que la literatura cita que los residuos
cclulésicos tratados por explosion térmica pueden serusados
como sustrato para ¢l crecimicnto de microrganismos(Morjanoff y
Gray, 1987; Ulmery col,1981). En nuestro Laboratorio no han
podido scr iniciados todavia experimentos de cultivo semisélido
sobre bagacillo o sorgo tratado por explosion

térmica, dado a la poca cantidad de matenial que es obtenido, la cual
no ¢s suficiente para los ensayos de cultivo semisdlido tal como se
tiencprevistoen este proyecto para la segunda ctapa. En ese sentido,
actualmentesccsta disciandounsistema de tratamicnto de mayor

capacidad a fin de rcalizar los experimentos de cultivo sin mayor
limitacidn dcl material tratado.

En relacién con la disponibilidad de los sustratos bagacillo ysoca
de sorgo, es bueno sefalar que en el primer informe se establecio
que el sorgo seria la malteria prims mas importante a ser usada en
este proyecto, ya que los niveles de produccion o generacién de
soca de sorgo esperados para 1995 serian de alrededor de tres
millones de toneladas métncas, sin embargo, si sc toma en consi-
deracion la nueva realidad econémica que estd viviendo actual-
mente Venezuela, se llegaria a fa conclusion de que este sustrato
noestara disponible a mediano ya largo plazo en las cantidades

previstas en ¢l Informe I(Alvarez y colaboradores, 1988). Para el
presente afio, no habrd produccidn significativa de sorgo en Vene
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zucla ya que la politica oficial de aranceles agricolas permitird la
importacién de este rubro. En ese sentido, se f§aré mayoratencién
hacia el sustrato bagacillo de caia, el cual s¢ mantendré s un aivel

de generacién muy similar a lo previsto en el informe 1 de este
proyecto.
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5. CONCLUSIONES

Del estudio contemplado en la actividad 12.05 para los térmi-
nos dc referencia del contrato de ONUD], se inficre que cl
pretratamicnto por explosion térmica mcjora sustancialmente
la calidad nutricional del bagacillo de cafia y la soca de sOrgo,
en virtud de que la digestibilidad enzimitica in vitro de éstos sc
incremeto en 102,77 y 131,25% respectivamente, cuando la
presion usada fuc de 225 psia(200°C). En cambio la digest-
ibilidad ruminal invitro scincrements en 10,55y 29,90% para
ambos sustratos respectivamente. -

lgualmente se encontré que ¢l rango de tiempo recomendado
de tratamiento para provocar la despresurizacién siibita del
reactor, estuvo entre 3y S minutos para el bagacillode cafayde
5y 10 minutos para la soca de sorgo. Obviamente, que estos
tiempos pueden depender del arreglo que s¢ haga del sustrato
dentro del reactor y de la ubicacién del termopar que se use
para indicar la temperatura de trabajo. Ba tal sentido, se reco-
mienda cstudiar este comportamiento toda vez que se desee
modificar las condiciones geométricas del sistema de trata-
micnto bajo considemacién.

Igualmente es de bacer notar que los estudios previstos para ¢l
sustrato soca de sorgo dentro de los planes futuros de este
proyecto, no ticnen mucho interés ahora, dado a que en Vene-
zuelaschasentidounareduccién sustancial en la generacién de
la soca de sorgo, debido a la nueva situacion econémica que
esta viviendo este pais. Por consiguiente, toda la atencion sc
dirigira hacia cl residuo bagacillo de cafia.
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ACTIVIDAD 12.65

Ea csta actividad sc contemplé enviar dos técnicos venczolanos a
Chile con cl propésito de recibir adicstramicnto y compartir
cxpericncias cn relacion con el disciio de equipos, normalizacién
dc técnicas analiticas y pretratamicnto biolégico de  organismos
lignoliticos. En tal seatido, ¢l Coordinador del proyecto considerd
no oportuno caviar los técnicos a Chile por las razones siguientes:

»

Elgrupode trabajo dela Universidad de Los Andes, de acuerdo
a criterios del Dr. Sinchez Crispin, mancjaba con cxperticia las
técnicas analiticas previstas para clanilisis dcla materia prima,
porlo tanto no tenia sentido para nosotros usar cl presupuesto
asignado cn la mencionada mision.

Se consideré igualmente no enviar el otro técnico a Chile para
recibir adiestramiento en la evaluacién de una metodologia
para evaluar microorganismos lignocelulésicos por cuanto el
Dr. Andrés lllanes nos informé verbalmente que el principal
investigador responsable de esa actividad en la Universidad de
Chile se habia desincorporado de esta Universidad

En relacién con el punto de diseio, planteado en el inciso a de
la actividad 12.05, se dejé abierta para el momento mas oportu-
no que coincidiria con ¢l inicio del segundo afio de ¢jecucion
del presente proyecto. Ademas, por razones de atraso de presen-
taciondeinformes fue imposible solicitar los recursos para llevar
a cabo la visita a Chile por parte de un investigador venezolano.
En tal sentido, toda vezque selogre Ia actualizacién de nuestro
proyecto por parte del grupo de Venezuela, se podri disponer
de los fondos para cumplir con esta actividad. En todo caso se
tiene previsto un viaie para ¢l Dr. Lucas Alvarez, quién estd
incorporado al grupo de la Universidad de Oricnte y comparte

las tarecasde diseno de reactores biologicos para cultivos semi-
solidos.

lo




ACTIVIDAD 12.06

En esta actividad sc contempla la preparacion de reportes técnicos
trimestrales, los cuales ¢ ¢l caso del grupo de Venczuela, éstos no
pudicon prescntarse cn la debida oportunidad. En realidad parte
del retraso s ha debido a situacines ajenas al proyecto que tuvicron
que ver con diversos hechos como conflictos estudiantiles y profe-
sorales cn la Universidad de Oricate; acondicionamicnto de un
Laboratorio de Fermentacion Industrial en ¢l Centro de lnvesti-
gaciones Tecnolégicas de Oriente(CITO), sede actual de nuestro
proyecto por partc dei grupode la Universidad de Oricnte. Asimis-
mo, ha resultado infructuoso reunir los tres grupos venczolanos
quc hicicron compromiso con ¢l presente proyecto. Las reuniones
cntre cl grupo de la Universidad Simon Bolivar y Ia de Oricnte
ha sido muy estrecha, no asi con la Universidad de Los Andes.
Partc de este alcjamicnto sc ha debido prizicipalmente a que este
iltimo grupo sélo tenia contemplado participar en las dos prime-
ras actividades Jdel programa, tal como fue planteado en los témi-
nos dcreferencia del proyecto.

En relacion con el plan de trabajo para ¢l segundo afo fue
presentado y discutido entre los grupos de Ia USB y de Oriente.
Este mismo plan ya ha sido discutido a nivel de paises (Chile, Peni
y Venezuela). En tal sentido, que s6lo se estd esperando de la
aprobacién por parte de! Director del proyecto, Dr. Rodolfo Quin-
tero, a fin de dar inicio a las actividades contempladas para ¢l
segundo aho.
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