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ABSTRACT. Alkaline pretreatment of bagasse eliminates the protection
effect of lignin and decreases the cristalinity of cellulose, improving
the attack of the material by cellulolytic bacteria for obtaining animal
consumption protein. The experiments were carried out with different
solutions sodium hydroxide at a temperature of 180óC for one hour .
Cellulomonas strains were used in shaker fermentations . The growth
was followed through optical density measurements at 600 nm . Expe-
riments indicated the convenience of using low concentrations of so-
dium hidroxide, for instance 4% . A diauxic growth was observed and
the specific growth rates (M 1 and M0 ) were calculated for the two
steps of exponential growth . Values of M1 = 0,16 h-1 and M,, = 0,088 h - 1
were observed for 4%, with 63% of bagasse consumed in 70 hours .

RESUMEN. Las t»cnicas de pretratamiento alcalino de bagazo per-
mite eliminar el efecto protector de la lignina y disminuir la cristalini-
dad de la celulosa, permiti»ndose de esta forma mejorar el ataque del
material con bacterias celuloléticas y obtener proteéna . Las experien-
cias se realizaron pretratando bagazo con sosa a diferentes concentra-
ciones a una temperatura de 180óC en corriente de aire en la estufa
durante una hora. Para la fermentaciín en zaranda se utilizí un cultivo
de cellulomonas, sigui»ndose el crecimiento mediante densidad íptica
a 600 nm. Las experiencias realizadas indican la conveniencia de traba-
jar con concentraciones bajas de sosa, preferiblemente al 4% . Se ha
comprobado nuevamente la apariciín del comportamiento diñuxico,
calculñndose las velocidades especéficas de crecimiento (M 1 y M,,,)
para las dos etapas de crecimiento exponencial obteni»ndose para
4% de sosa los valores de M 1 = 0,16 h- 1 y M .,, = 0,088 h -1 con consumos
de bagazo del orden del 63% en 70 horas .
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INTRODUCCION

Las t»cnicas de pretratamiento alcalino de bagazo permiten eliminar el
efecto protector de la lignina y disminuir la cristalinidad de la celulosa,
permiti»ndose de esta forma aumentar el ataque del material con bacte-
rias celuloléticas y obtener proteéna de consumo animal (Callihan y cols .,
1973; Dunlap, 1969; Enréquez, 1973; Lípez y Lípez, 1973) .

Se han realizado estudios pretratando bagazo con hidríxido de sodio a
diferentes concentraciones con el fin de ampliar nuestros conocimientos
de las t»cnicas de pretratamiento alcalino en el rango de altas concen-
traciones (mayor de 101%) que no habéa sido estudiado en detalle con
anterioridad . (Lípez, 1976) .

Las desventajas fundamentales de este tipo de pretratamiento consiste
en la p»rdida de una parte apreciable de las hemicelulosas (las cuales
constituyen el sustrato mñs fñcilmente fermentable), el consumo de un
alto porciento de sosa y la utilizaciín de altas temperaturas (Lípez, 1975) .
En la actualidad se han desarrollado otras t»cnicas como el pretrata-
miento con mezclas de ñcido sulfÍrico y nétrico (Lípez, 1975; Lípez, 1974)
y el proceso de ozonolisis (Ramos y cols., 1976) que parecen tener buenas
perspectivas .

MATERIALES Y METODOS

El bagazo fue pretratado partiendo de 50 gramos de material molido
al que se aúadií 500 ml de una soluciín de hidríxido de sodio de con-
centraciín dada. Se agití la mezcla durante 10 minutos . El material em-
bebido se exprimií con una tela de nylon de 125 p, m de apertura y
se colocí en una malla de acero inoxidable de 24 X 13 cm y 180 i.m de
apertura someti»ndose a la temperatura de 180 óC durante una hora en
la estufa cuyo control de temperatura es de • 3óC . Despu»s se dispersí
con agua destilada y se neutralizí a pH = 7. Se exprimií nuevamente
con la tela de nylon y se secí a 80ó C .

Para el crecimiento se utilizí un cultivo de cellulomonas llbc (no iden-
tificadas) que 72 horas antes de la inoculaciín fueron sembradas en
cuúas de agar carboximetil celulosa .

El medio de cultivo tiene por composiciín :
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Se completan 990 ml de esta soluciín a 1 litro con soluciín de
SO4Mg Ó 7H20 al 2,5 /c

y 1 ml de soluciín de tiamina al 1 % .

Se prepararon muestras duplicadas para el ataque celulolético en erlen-
meyers de 500 ml con tubos de ensayo soldados lateralmente para facilitar
la lectura de la densidad íptica (D .O .) que se efectuí en un espectro-
colorémetro (Spekol) a 600 nm .

En cada frasco se colocaron 0,22 gramos de bagazo pretratado seco y se
inoculí con 50 ml de medio de cultivo colocñndose en una zaranda
longitudinal a temperatura de 30 a 31óC .

RESULTADOS Y DISCUSION

Las Figs . 1, 2 y 3 muestran las curvas de crecimiento de la bacteria
celulolética sobre bagazo sometido a distintos tratamientos alcalinos .

Se aprecian las altas densidades ípticas alcanzadas y las dos pendientes
de crecimiento correspondientes al comportamiento diñuxico . (Enréquez,
1977) .

La Tabla I muestra los valores de las dos velocidades especéficas de
crecimiento M,A Y M2A calculadas mediante regresiín lineal, la densidad
íptica mñxima alcanzada a las 70 horas y el bagazo consumido' en cada
fermentaciín .

Si se comparan estos valores de las velocidades especéficas de crecimiento
(M I A Y M2A) con los obtenidos por Lípez (M111 Y M2B) se observa que
en nuestro caso hzmos obtenido valores superiores para ambas veloci-
dades .

Aunque no tenemos una explicaciín definitiva este hecho podréa deberse a :

1 . Estado fisiolígico diferente de la cepa en nuestras fermentaciones
y las de Lípez (1975, 1976) .

2 . Diferencia de aereaciín en los erlenmeyers como consecuencia de la
densidad de los tapones, diferencia de agitaciín al usar nosotros una
zaranda longitudinal y Lípez (1975, 1976) una circular, etc .

3 . Otras causas .

PO4H Na2 o 12 H20 15 g/1
P04H2 K 3 g/1
Cl N H4 1 g/1
Cl Na 0,5 g/l
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Fig. 1 . Curvas de crecimiento de la bacteria celulolética sobre bagazo sometido
a distintos tratamientos alcalinos .

G. IGLESIAS Y COLS .

Fig . 2. Curvas de crecimiento de la bacteria ce.lulolética sobre bagazo sometido
a distintos tratamientos alcalinos .
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Fig . 3. Curvas de crecimiento de la bacteria celulolética sobre bagazo sometido
a distintos tratamientos alcalinos .

TABLA I

Bagazo
ConsumidoConcentraciín

de sosa MiA SllA r M2A Snz2A r
D. O .
(70 h)

4,22% 0,159 0,015 0,995 0,0894 0,0033 0,999 0,73 59,7
0,158 0,017 0,994 0,0873 0,0042 0,998 087 68,0

6,24% 0,163 0,018 0,998 0,0739 0,0017 0,999 0,82 56,2
0,152 0,012 0,997 0,0759 0,0034 0,998 0,77 58,8

8,24% 0,168 0,020 0,985 0,0803 0,0022 0,998 0,74 50,5
0,167 0,016 0,992 0,0802 0,0027 0,996 0,76 55,3

12,48% 0,156 0,013 0,999 0,0749 0,0022 0,999 0,66 52,5
0,150 0,036 0,990 0,0718 0,0039 0,996 0,77 54,6

15,04% 0,139 0,038 0,988 0,0690 0,0034 0.995 0,63 51,3
0,130 0,058 0,968 0,0691 0,0041 0,999 0,65 49,0

16,60% 0,110 0,023 0,993 0,0679 0,0010 0,999 0,76 57,3
0,120 0,034 0,987 0,0688 0,0035 0,974 0,72 56,5
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La Fig . 4 muestra en conjunto los valores obtenidos en este trabajo
y en los de Lípez (1975, 1976) para las velocidades especéficas de creci-
miento en la etapa logarétmica . Es importante apreciar que se obtienen
valores similares para valores de concentraciín de sosa entre 4 y 12% .
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Fig . 4. Variaciín de las velocidades especéficas de crecimiento con la concentraciín
de sosa (M 1 B y M21: valores obtenidos por Lípez) .

Al analizar estadésticamente mediante la prueba "t" de Student en los
resultados se observaron diferencias significativas al comparar las velo-
cidades especéficas de crecimiento MA de las muestras tratadas entre
4 y 12% con las muestras del 15 y 16%, con un 95~,-/o de confianza .
El error experimental no permitií discriminar entre las muestras tra-
tadas del 4 al 12%, aunque por razones econímicas es mñs lígico tra-
bajar al 4% .

En las experiencias de Lípez (1975, 1976), al comparar las velocidades
M1B se llega a un resultado semejante aunque se obtuvieron las mejores
velocidades especéficas de crecimiento entre 6 y 105' y se observan dife-
rencias significativas entre las muestras dei 6 al 10'%c y las muestras del
12 y 15c no asé entre las muestras de 4 y 6% cuya diferencia aunque
grande no es significativa con un 95% de confianza .

Para la segunda velocidad especéfica de crecimiento M2A se observa una
tendencia ligeramente descendente a medida que aumenta la concentra-
ciín de sosa. El anñlisis estadéstico seúala diferencias significativas entre

f
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4% y las restantes concentraciones, lo que de nuevo seúala la conve-
niencia de usar esta concentraciín en el tratamiento .

La Fig . 5 muestra los resultados de densidades ípticas alcanzadas a
distintos tiempos versus la concentraciín de sosa, observñndose el hecho
importante de que esta aumenta a medida que disminuye la concen-
traciín . En el trabajo anterior de Lípez (1975) se observí que a concen-
traciones de sosa menores de 4%, la velocidad especéfica de crecimiento
disminuéa de la concentraciín, por lo que se decidií no estudiar la zona
de concentraciones menores de 4% . Visto lo anterior, podemos seúalar
que la concentraciín de sosa adecuada debe estar cercana al 4 Jo . En estas
condiciones existe un porciento alto de pentosanos y celulosa residual
aunque un valor de cristalinidad alto tambi»n (Lípez, 1975) . Concuerda
con este planteamiento el hecho de que el bagazo consumido es mayor
en las condiciones de 4% de sosa . Ademñs las mayores densidades ípticas
alcanzadas en nuestro trabajo (70 horas) y en el de Lípez, (1976) a las
150 horas, corresponden a las concentraciones de 4% de sosa en el trata-
miento .

CONCENTRACKM DE SOSA (%)

Fig. 5. Consumo de bagazo y densidades ípticas mñximas alcanzadas en funciín
de la concentraciín de sosa .
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CONCLUSIONES

Las experiencias realizadas con sosa indican la conveniencia de trabajar
con concentraciones bajas, preferiblemente al 4`%~ .

Se han encontrado diferencias no explicadas entre los valores de las
velocidades especéficas de crecimiento de las dos etapas del comporta-
miento diñuxico M1A y M2A obtenidas en este trabajo y las obtenidas
por Lípez (1975, 1976) . No obstante en ambos casos se llega a la con-
clusiín de que la zona cercana al 4% de sosa en el pretratamiento es
la mñs adecuada .
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