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NADPH: nicotinamida adenina
dinucledtido fosfato (forma reducida)

O: oxigeno

p: probabilidad

pH: grado de acidez

rpm: revoluciones por minuto
XDH: xilitol deshidrogenasa
XR: xilosa reductasa

YPD: Yeast Peptone Dextrose (agar)

o: alfa
fB: beta

A: diferencia minima deseada
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RESUMEN
El presente proyecto evalud la produccion de xilitol, a nivel de matraz, con xilosa

comercial (>99% de pureza) y con xilosa extraida de residuos de cascara de piiia, con el fin
de buscar una alternativa de aprovechamiento de este material. El xilitol es un edulcorante
natural considerado una de las alternativas mas valiosas como sustituto de la sacarosa, al
proporcionar igual dulzura que la sacarosa con un 40% menos de calorias. Ademds de ser
considerado apto para diabéticos y destacar por su capacidad anticariogénica.

El microorganismo utilizado fue una cepa de levadura natural de la variedad Candida
guillermondii (ATCC namero 201935). Se tom6 como base la metodologia utilizada por
Arce (2004), Milanés (2007) y Solana (2011) en sus estudios relacionados con produccion
de xilitol, empleando una levadura genéticamente modificada.

Se estudid el consumo de xilosa y la produccion de xilitol y otros metabolitos,
especificos para la levadura seleccionada, mediante una curva de crecimiento a nivel de
matraz de 125 mL. Se evaluaron cinco concentraciones de xilosa comercial en el medio de
fermentacion, para determinar las mejores condiciones para la produccion de xilitol. Una
vez seleccionados estos parametros, se estudio la fermentacion utilizando xilosa extraida
de residuos lignoceluldsicos de pifia mediante un proceso de hidrélisis, como sustrato. Las
variables respuesta de la evaluacion del comportamiento cinético de la levadura fueron el
rendimiento de produccion de xilitol expresado como concentracion de xilitol
producido/concentracion de xilosa consumida, productividad (g*L'*h™), la concentracion
de xilitol y de etanol producidos, la concentracion de xilosa consumida y la poblacion final
de la cepa. Se determind que el comienzo de la fase estacionaria de la levadura, a las 22
horas de proceso, coincide con el inicio en la produccion de xilitol.

La mejor condicion en la produccion de xilitol al utilizar como sustrato la xilosa
comercial, se presentd con una concentracion inicial de 60 y 70 g/L de xilosa comercial con
rendimientos del 66 y 67%, respectivamente. Asimismo, se determind que la productividad
de xilitol es mayor entre las 50 y 70 h de fermentacién, con valores de 0,36 y 0,32 g*L’l*h'
! respectivamente. Por esta razon, se decide evaluar estas concentraciones hasta las 70 h de
fermentacion con el sustrato de xilosa extraido de residuos de pina.

No se logro producir xilitol con la xilosa extraida de los residuos de pifia con ninguna
de las concentraciones evaluadas. Tampoco se evidencié un aumento en la poblacién

celular, el consumo de xilosa, glucosa y/o galactosa, ni la produccion de otros metabolitos.



1. JUSTIFICACION

Desde el afio 2008, Costa Rica es el mayor exportador de pifia en el mundo,
circunstancia que aporto el 80% del total de importaciones de esta fruta realizadas por
Estados Unidos (Roldan, 2008), equivalente a 654.656 toneladas de pifia, la cual paso a
820.009 toneladas en el 2011 (COMEX, 2012).

Asimismo, en el 2011 la Camara Nacional de Productores y Exportadores de Pifia
(CANAPEP) reportd que el area cultivada de pifia corresponde a 45.000 ha, en donde del
total, 22.500 ha se ubican en la zona norte, 14.400 ha en el Caribe y 8.100 ha en la zona sur
(Barquero, 2011). Incluso, Rodriguez (2012) sefiala que PROCOMER en un estudio
denominado ‘“Ampliando las relaciones comerciales con Europa: el caso Noruega”,
menciona a la pifia como un producto potencial para ser exportado a Noruega, lo cual

mejoraria la oferta exportable costarricense.

Por otra parte, anualmente se generan y acumulan grandes cantidades de residuos
vegetales y agroindustriales, lo cual provoca un serio problema de contaminacién ambiental
y pérdida de aprovechamiento como fuente potencial de valor agregado (Martinez et al.,
2002). En Costa Rica se producen 11.000 toneladas métricas de desechos al dia, en donde

el 30% corresponde a material organico (Vargas, 2010).

Para el caso especifico de la pifia, se estima que del total de la produccion, un 75 a 80%
cumple con los requisitos para ser exportado como fruta fresca, el resto (15 a 25%) se
considera fruta de rechazo y es destinado al mercado nacional o a los procesos de
industrializacion (Montero & Cerdas, 2005). Tejeda et al. (2010) reportan que un 41% del

fruto corresponde a céascara y forma parte de un alto porcentaje de desecho agroindustrial.

Debido a lo anterior, actualmente se desarrollan diversos estudios para el
aprovechamiento del desecho agroindustrial de la pifia, tomando en cuenta que este tiene un
alto contenido de fibra y compuestos tales como arabinosa, manosa, galactosa, glucosa y
ademas xilosa en un 36% del total de azlcares (Larrauri et al., 1997). Esta es una de las

razones de interés por las cuales se ha venido trabajando en el estudio de produccion de



xilitol a partir de xilosa extraida de residuos de pifia en el Centro de Investigaciones en

Productos Naturales (CIPRONA).

El xilitol se considera una de las alternativas mas valiosas como sustituto natural del
azicar comun (sacarosa), al proporcionar el 100% de la dulzura de la sacarosa con un 40%
menos de calorias y un aporte calérico de 2,4 calorias por gramo (FDA, 2004). Ha
despertado interés a nivel mundial por sus efectos beneficiosos asociados a la salud, tales
como el uso seguro en diabéticos, la prevencion de la otitis media aguda y la capacidad
anticariogénica, siendo esta la caracteristica de mayor auge en el mercado y vital en los

paises de tercer mundo, debido a la alta incidencia de caries en sus habitantes.

Este producto, se utiliza en las formulaciones de los alimentos para mejorar el color y el
sabor, pues es estable durante la fabricacion de los mismos. El mercado de aplicacion en la
industria alimentaria es muy amplio: puede combinarse con otros azlcares en productos
como yogures, mermeladas, gelatinas, pudines, gomas de mascar, confites, mentas,

chocolates, caramelos, leche condensada, salsa de tomate y otras salsas en general (Harris,

2003).

El proceso de produccion de xilitol por via fermentativa, se ha venido estudiando desde
hace varios afios en el CIPRONA. Segun el estudio realizado por Arce (2004), a nivel de
laboratorio en matraces de 125 mL y con la levadura modificada genéticamente
denominada “Cepa X, al variar la concentracion inicial de la levadura, la proporcion
glucosa:xilosa (fuente de carbono) y el volumen de trabajo (aireacion), se obtiene un 100%
de rendimiento cuando la fermentacion se realiza a 30°C, con agitacion a 100 rpm, una
concentracion inicial de glucosa de 20 g/L y de xilosa de 10g/L, un nivel de aireacion 1:5
(volumen de recipiente versus volumen del cultivo), y una concentracion inicial del indculo

ya sea de 2,3x10° #cel/mL o de 1,5x10° #cel/mL.

Por su parte, Milanés (2007), tomando en cuenta el estudio realizado por Arce (2004) y
empleando la misma cepa, evaluo el efecto de la adicion de etanol y de distintos niveles de
aireacion sobre la produccion de xilitol, a nivel de un bioreactor de 2,2 L con un volumen

de trabajo de 1,5 L. El tratamiento que generé mayor rendimiento, de 0,93 g xilitol/g xilosa



inicial, se obtuvo empleando una velocidad de agitacion de 250 rpm, sin adicion de etanol y
con 94 horas de fermentacion. En este caso, pese a que el rendimiento en la produccion de
xilitol fue ligeramente menor al estudio previo en erlenmeyer de 125 mL, uno de los
principales logros fue obtener un escalamiento del proceso 60 veces mayor que el realizado

por Arce con resultados muy similares.

En el mismo trabajo, ademads se estudi6 el efecto de la aireacion mediante el nivel de
agitacion en el medio de fermentacion. Se determind que la produccion maxima de xilitol
se produce con una agitaciéon de 250 rpm para un volumen de trabajo de 1,5 L y utilizando
la “Cepa X, donde los maximos en produccion de xilitol y de productividad se logran en

valores intermedios de la tasa de aireacion.

Solana (2011) también utilizd la cepa X, para disefiar un sistema de fermentacion
aireado con un volumen de 2 L, con el fin de producir xilitol de forma alternativa y
comparar los resultados obtenidos previamente al utilizar un bioreactor de 2 L. Previo al
escalamiento, se evaluaron varias concentraciones de xilosa inicial en el medio y se
seleccion6 una concentracion de 22,08 g/L, por ser una de las condiciones con mas alto
rendimiento, con mayor concentracion de xilitol final en el medio y que implicaba menor
gasto de reactivos; pues posteriormente se requeria del xilitol obtenido para evaluar

operaciones de purificacion.

Se debe destacar que Arce (2004), Milanés (2007) y Solana (2011), en sus trabajos,
realizaron fermentaciones con un microorganismo genéticamente modificado, denominado
“Cepa X”, el cual no cuenta con la enzima xilitol deshidrogenasa (XDH) responsable de
transformar el xilitol en xilulosa. En estos casos, se enfatizd la ventaja de obtener altos
rendimientos en la produccidn de xilitol, debido a que este compuesto se acumula durante
el proceso de fermentacion, contrario a lo que sucede cuando se emplean cepas naturales

como Candida guilliermondii.

Sin embargo, los alimentos producidos a partir de organismos genéticamente
modificados, son los més cuestionados en la historia de la tecnologia de alimentos. Se hace

referencia a un aumento de alergias, a peligros de aparicion de resistencia a antibioticos,



generacion de cancer o retardos en el desarrollo inmunitario asociado con la posible
transferencia de los genes transgénicos a alguna bacteria de la flora intestinal del humano
(Vidal, 2010). No hay pruebas ni datos experimentales que apoyen estas dudas, por lo que
la Organizacion Mundial de la Salud (OMS) afirma que dichos alimentos no deberian
constituir ningun riesgo. Pero existe una realidad incuestionable en cuanto al rechazo social
por este tipo de alimentos, que limita el desarrollo de este mercado, condicién que genera
un problema econdmico mundial (Vidal, 2010). Por este motivo, se decidid establecer

nuevas condiciones de produccion de xilitol con una levadura natural.

La produccion de xilitol a partir de residuos de pifia, consiste en un proceso
biotecnoldgico donde se emplea la levadura natural Candida guilliermondii, en busca de un
mayor aprovechamiento de los desechos, contribuyendo a solucionar problemas de
contaminacion y pérdida econdmica en el pais, debido a la poca utilizacion del potencial
del desecho de pina. Ademas, se fomenta el desarrollo sostenible de la region, racionalidad
en el manejo de subproductos y, en general, se aporta conocimiento y tecnologia para el

sector agro-alimentario (Herazo et al., 2007).

En el transcurso del presente trabajo, fue necesario estudiar la cinética de fermentacion
de la cepa Candida guilliermondii, ya que en su metabolismo, a diferencia del que presenta
la “Cepa X utilizada por Arce (2004), Milanés (2007) y Solana (2011), el xilitol se
considera un intermediario en la conversion de la xilosa a xilulosa (Parajo et al., 1998). Por
este motivo fue importante determinar el pico maximo de produccion de xilitol con el fin de
detener el proceso de fermentacion y no afectar el rendimiento de produccion del

edulcorante.

Ademas, se evalud, a nivel de laboratorio en matraces de 125 mL, el efecto de la
concentracion de xilosa comercial y de xilosa extraida del residuo de céscara de pifia, sobre
el rendimiento de xilitol producido, con el fin de establecer las mejores condiciones para

maximizar la produccion de xilitol.



2. OBJETIVOS

2.1. Objetivo general

Evaluar la produccion de xilitol por fermentacion, con la cepa Candida guilliermondii a

partir de xilosa comercial y xilosa obtenida de residuos solidos de céscara de pifia.

2.2. Objetivos especificos

e Realizar fermentaciones con la cepa Candida guilliermondii en un medio sintético
con xilosa comercial, con el fin de evaluar el comportamiento cinético de la

levadura, el consumo de xilosa y produccion de metabolitos.

e Evaluar la capacidad de produccion de xilitol de la cepa Candida guilliermondii al
variar la concentracién inicial de xilosa comercial a nivel de laboratorio, en

matraces de 125 mL.

e Evaluar la produccién de xilitol de la cepa Candida guilliermondii utilizando xilosa

extraida de los residuos de pifia a nivel de laboratorio, en matraces de 125 mL.



3. MARCO TEORICO

3.1. Produccion de pifia en Costa Rica

La produccion y la exportacion de pifia en Costa Rica toman importancia como un
negocio lucrativo en las dos Gltimas décadas, que induce la expansion del area pifiera. La
Cémara Nacional de Productores y Exportadores de Pifia (CANAPEP), estima que en el
afio 2011 habia 1.300 productores de la fruta; de estos, 1.250 se consideran pequefios y
otros 50 como medianos y grandes, donde los productores industriales del sector trabajan la

pifia principalmente para la elaboracion de concentrados y jugos (Barquero, 2011).

Incluso, en el 2012, la pifia se ubicd en primer lugar en la lista de productos
agricolas de exportacién y se reportd un incremento en el primer semestre en un 5%
respecto al mismo periodo en el 2011, segin datos presentados por el Ministerio de
Comercio Exterior (COMEX) y la Promotora de Comercio Exterior (PROCOMER)
(Granados, 2012).

A nivel nacional, la pifia se consume en su mayoria como fruta fresca; sin embargo,
en el comercio mundial como ya se menciond, predominan los productos procesados que
generan desechos correspondientes a la cascara, el corazon y/o sélidos centrifugados, que a
su vez causan problemas ambientales. La cantidad de estos varia de manera importante en

funcion del proceso de transformacion al que se someta el fruto (Ramirez et al., 2012).

Actualmente, se ha despertado el interés por darle un valor agregado a los residuos
lignoceluldsicos de pifia, los cuales estan constituidos por celulosa, hemicelulosa y lignina,
ademas de un pequefio porcentaje de arabinosa, glucosa y manosa (Huerta et al., 2005).
Asimismo, se considera un sustrato adecuado para la produccion de xilosa por presentar
alto contenido de xilano, como se muestra en el Cuadro I, y de ahi el énfasis en su posible

uso como fuente para la extraccion de carbohidratos.



Cuadro I. Composicion quimica de la cascara de pifia seca y molida, variedad MD2

(Ramirez et al., 2012).

Andlisis Concentracion
(% m/m)

Glucosa* 3
Xilosa* 27
Xilano 28
Lignina 9
Celulosa 41
Hemicelulosa 24

*Determinadas posterior a un proceso de hidroélisis con H,SO4 al 6 % a 98°C por

83 min.
3.2. Carbohidratos

Los carbohidratos son compuestos organicos que se encuentran en mayor cantidad
y son los mas ampliamente distribuidos en la naturaleza. Son componentes importantes de
todos los organismos vivos, donde desempefian varias funciones; algunos son componentes
estructurales de las células y otros tienen un papel de reconocimiento en la superficie

celular (Belitz & Grosch, 1997).

Se dividen en monosacaridos, oligosacaridos y polisacaridos. Los monosacaridos
son polihidroxialdehidos o polihidroxicetonas, que no poseen cadenas ramificadas. Los mas
abundantes son aquellos que poseen cinco o seis carbonos (pentosas y hexosas,
respectivamente); incluyendo a la glucosa, fructosa y galactosa. Los oligosacaridos estan
constituidos por monosacaridos con pérdida de una molécula de agua, grupo en el que se
encuentran disacaridos como la sacarosa, maltosa y lactosa; trisacaridos como la rafinosa y
tetrasacaridos como la estaquiosa. Los polisacaridos, son compuestos de alto peso
molecular, formados por monosacaridos unidos entre si por enlaces glicosidicos, son
mucho mas dificiles de disolver en agua que los mono y oligosacaridos; un ejemplo es el
almidon, siendo este el principal polisacarido encontrado en los alimentos (Belitz &

Grosch, 1997).



Ademas de ser fuente de energia para los seres vivos, los carbohidratos cumplen una
serie de funciones como edulcorantes, gelificantes, estabilizadores y precursores de
compuestos con aroma o color que se forman en los alimentos a partir de ellos a través de

una serie de reacciones quimicas (Belitz & Grosch, 1997).
3.2.1. Carbohidratos como fuente de energia

Los carbohidratos también denominados como “sacaridos” y/o “azucares”, son un
grupo de nutrientes basicos, que siempre tendran relevancia en la alimentacion; se
consideran el centro del metabolismo, al constituir la mayor fuente energética para los
organismos vivos, desde las bacterias y microorganismos en general hasta el ser humano

(Fornaguera & Goémez, 2007).

A nivel microbiano y en un proceso de fermentacion con levaduras del género
Candida, se considera al monosacdrido D-xilosa como una fuente de carbono que
proporciona la suficiente energia para el crecimiento y el metabolismo. Los
microorganismos pueden diferir en la velocidad de la utilizacion de los azlicares si hay mas
de uno presente en el medio; por ejemplo, Candida spp. y Saccharomyces cerevisiae
consumen primero hexosas tales como D-glucosa, D-galactosa y D-fructosa, antes que

pentosas como D-xilosa.
3.2.2 Carbohidratos como edulcorantes

Los monosacaridos, los oligosacaridos y los polioles correspondientes, con pocas
excepciones, poseen un sabor dulce. Los azlicares pueden diferenciarse entre ellos segln la
intensidad del sabor dulce que imparten. Como edulcorantes mas conocidos destacan la
sacarosa, los jarabes de almidon (mezcla de glucosa, maltosa y maltooligosacaridos) y la
glucosa. Ademas, no con menor importancia, se encuentran jarabes de glucosa ricos en
fructosa, la fructosa, la lactosa y los alcoholes sorbitol, manitol y xilitol (Belitz & Grosch,

1997).

Los polioles son alcoholes polihidricos con varios grupos hidroxilo. Son también

denominados alcoholes de carbohidratos y, demuestran un fuerte crecimiento en los tltimos



aflos, en cuanto a su consumo Yy aplicacion en formulas de alimentos, al ser considerados
como los edulcorantes naturales mas bajos en calorias, comparados con el aziucar comin

(sacarosa).

El xilitol se clasifica como un edulcorante no calérico, natural, de baja potencia
(poder endulzante de un edulcorante en relaciéon al mostrado por una misma cantidad de

sacarosa). A continuacion en la Figura 1 se presentan las principales categorias y los tipos

de edulcorantes (OIA, 2012):

l Edulcorantes ]
]

y r
Calbricos J | Mo calbricos I
v L
dl | Naturales I [ Sintéticos |
Sacarosa | .L
JMAF-55 v v =
JMAF-42 Baja polencia * Alla polencia * il
Glucosa (jarabe) l l ] l Ciclamato
Dextroza Acesulfamo-K
Fructosa cristalina Eritritol Luo Han Guo Aspa rtamo
Isomalt Edulcorantes de la Sacarina
Lactitol slevia Sucralosa
Manitol Neotamo
Maltitol Proleinas dulces:
Sorbitol *Brazzein
Tagatosa :
Trehalosa * Taumatina
Ailitol

*La potencia es el poder edulcorante relativo de un edulcorante comparado con la sacarosa (al mismo

peso)
JMAF: jarabe de maiz de alta fructosa

Figura 1. Principales categorias y tipos de edulcorantes (OIA, 2012).

En el Cuadro II se detalla el valor caldrico y el dulzor de otros edulcorantes que

también son considerados bajos en calorias con relacion al azucar (OIA, 2012). Se puede
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observar que el xilitol, se encuentra en el grupo de edulcorantes bajos en calorias, con un

valor calorico de 60 % y un dulzor de 100% en relacion a la sacarosa.

Cuadro II. Edulcorantes bajos en calorias (OIA, 2012).

Edulcorante bajo Valor calérico Valor Cfl!Ol'lCO on Dul??r en
en calorias (calorias*/gramo) relacion a la relacion a la
sacarosa (%) sacarosa (%)
Polioles
Eritritol” 0,2 5 70-80
Isomaltol 2,0 50 45-65
Lactitol 2,0-2,4 50-60 40
Maltitol 2,1 52 90
Manitol 1,6 40 50
Sorbitol 2,4-2,6 60-65 60
Xilitol 2.4 60 100
Otros
Tagatosa 1,5 38 90-100
Trehalosa 3,6 90 50
*1 caloria= 4,2 kilojulios, +comercializado como no caldrico por los principales
fabricantes.

3.3. La xilosa como fuente de carbono en procesos fermentativos

La xilosa, cuya estructura quimica se muestra en la Figura 2 es un monosacérido,
polihidroxialdehido y pentosa utilizada ampliamente como fuente de carbono en procesos
de produccion comercial. Es un azucar abundante en las plantas y es la unidad estructural
mayoritaria en la hemicelulosa. Puede obtenerse a través de dos vias: la primera por
extraccion solido-liquido de las frutas y vegetales, y la segunda por hidrélisis de la fraccion

hemicelulodsica de los materiales lignoceluldsicos en monosacéridos (Canilha et al., 2007).

Es de color blanco, de apariencia cristalina e inodora; su formula quimica es
CsH;¢Os, con un peso molecular de 150,13 g/mol, siendo soluble en agua hasta un valor de
446 g/L a 20 °C. Sus puntos de fusion y de ebullicion son de 90,5 y 216 °C,
respectivamente (Montafes et al., 2009; Galarraga, 2010).



11

CHO

H —C—OH

HO—C—H

H —C— OH

CH,OH

Figura 2. Estructura quimica de la D-xilosa (Belitz & Grosch, 1997).

3.3.1. Obtencion de la xilosa por hidrolisis quimica

La obtencion de monosacaridos, entre los que se encuentra la xilosa, a partir de la
hidrolisis de cascaras de pina, se basa en un proceso gradual donde primero se degradan las
cadenas de polimeros en oligosacaridos por procesos de hidrélisis de la hemicelulosa.
Varios autores reportan alrededor de un 80-85% de D-xilosa bajo diferentes condiciones de

hidrolisis (Nigam & Singh, 1995; Ramirez et al., 2012).

Para depolimerizar la hemicelulosa a escala industrial, generalmente se emplea
acido sulfurico o clorhidrico diluido, a presiones mayores de una atmosfera y a
temperaturas entre 120 y 200 °C. La fraccion solida estd mayoritariamente compuesta por
celulosa y lignina, mientras que la liquida se asemeja a un jarabe, producto de la

despolimerizacion del xilano presente en la hemicelulosa (Romero, 2003).

En Costa Rica, el Centro de Investigacion en Productos Naturales (CIPRONA) esté
desarrollando estudios de obtencion de xilosa a partir de cascaras de pifia, mediante los
métodos senalados. Asimismo, Ramirez ef al. (2012), trabajaron en la obtencion de xilosa a
partir de desechos lignoceluldsicos del procesamiento industrial de la pifia. La metodologia
utilizada, se basé en la caracterizacion fisica y quimica del sustrato, luego se procedio a una
hidrolisis de la cdscara de pifia pretratada con acido diluido y se evaluaron los pardmetros
de hidrdlisis al variar la concentracion de acido sulftrico de 2 a 6% y el tiempo de reaccion
de 0 a 350 minutos con temperaturas de 98 °C. Se determind que las condiciones Optimas

para la hidrolisis corresponden al empleo de una solucion de 4cido sulfurico al 6% a 98°C
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por 83 min con un rendimiento de 26,9 g de xilosa/L, 2,61 g de glucosa/L, 7,71 g acido
acético/L y 0,29 g furfural/L.

3.4. Caracteristicas fisicas y quimicas del xilitol

El xilitol, cuya estructura quimica se muestra en la Figura 3, es un monosacérido,
polihidroxicetona y alcohol pentahidroxilado (pentiol), cuya férmula quimica es CsH;,0Os,
con un peso molecular de 152,15g/mol y un punto de fusion y ebullicion 93,5 y 216 °C,
respectivamente (Galarraga, 2010). Segiin Gonzalez et al. (2011) tiene una apariencia
solida, blanca y cristalina, puede ser producido a partir de la xilosa, mediante métodos

biotecnoldgicos.

CH,OH
H —C—OH

HO—C—H

H —C— OH

CH,OH

Figura 3. Estructura quimica del D-xilitol (Gonzalez et al., 2011).

Este compuesto es un sustituto natural del aziicar comin (sacarosa) y su uso esta
aceptado en mas de 28 paises, por la Organizacion de las Naciones Unidas para la
Alimentacion y la Agricultura (FAO) y por la Organizacion Mundial de la Salud (OMS). Se
ha valorado y reconocido como un aditivo GRAS “Generally Regarded As Safe” por la

FDA (Food and Drug Administration) desde 1960.
3.5. Propiedades del xilitol de interés comercial

Uso seguro en diabéticos

El xilitol es un edulcorante que ha despertado interés por su uso seguro en

diabéticos y personas deficientes en glucosa-6-fosfato deshidrogenasa, ya que el
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metabolismo de este azucar no esta regulado por la insulina, a diferencia de la sacarosa

(Vanegas et al., 2004).

Capacidad anticariogénica

Segin Gonzalez et al. (2011), los efectos benéficos del xilitol en cuanto a la
prevencion de caries dentales fueron reportados en Finlandia. Al no ser metabolizado por la
bacteria Streptococcus mutans (microorganismo de la flora bucal), evita la formacion de
acidos que atacan el esmalte dental, promueve la remineralizacion del esmalte de los
dientes, mediante el aumento de los iones calcio y fosfato, revertiendo las lesiones ya

formadas (Martinez et al., 2002).
Uso clinico

El xilitol es usado en el area clinica, por su facil asimilaciéon en infusiones
poscirugia para pacientes con dificultad de metabolizar la sacarosa. Se habla de que mejora
las propiedades bioquimicas de los huesos en casos de osteoporosis (Carvalho et al., 2003),
y también es recomendado para la prevencion de la otitis media aguda, al ser capaz de
reducir el crecimiento del neumococo; para este efecto se suministra en forma de goma de

mascar a nifios de 2 a 5 afios (Vanegas ef al., 2004).

Efecto refrescante

Al consumir xilitol, se produce un efecto refrescante en la boca, pues tan so6lo una
concentracion de un 10% en un alimento, es capaz de reducir 3 °C la temperatura de
sustancias acuosas. Ademas, para disolver 1g del edulcorante se necesitan 153,0 J, la cual
es una cantidad mayor a la que presentan todos los azicares conocidos (sacarosa, dextrosa,
sorbitol). Estas caracteristicas se tornan vitales para la industria confitera, en especial para
aquellas cuyo propodsito es la sustitucion del aziicar comin en la elaboracion de sus

productos. También es utilizado para realzar sabores tales como menta, limon y frutas

(Emodi, 1978; Hollingsworth, 2002).
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Estabilidad en procesos alimentarios

El xilitol se utiliza en las formulaciones de los alimentos para mejorar el color y el
sabor, pues es estable durante la fabricacion de los mismos; no se fermenta, no es
susceptible al pardeamiento de Maillard, no carameliza y solo se observa el desarrollo de
un color amarillento cuando es calentado a mas de 150 °C. Por esta razon, puede
combinarse con otros azlicares en productos como yogures, mermeladas, gelatinas, pudines,
gomas de mascar, confites, mentas, chocolates, caramelos, leche condensada, salsa de

tomate y otras salsas en general (Emodi, 1978; Hyvonen ef al., 1982).
3.6. Produccion de xilitol

En Costa Rica no se produce xilitol y los registros de la Promotora de Comercio
Exterior de Costa Rica (PROCOMER) no revelan datos exactos de exportaciéon o
importacion de xilitol como tal; sin embargo, existe un rubro denominado “los demads
azucares, incluido el azucar invertido y la maltosa quimicamente pura, en estado solido,
los demas azuicares y jarabes de aziicar con un contenido de fructosa, sobre producto seco,
de 50% en peso, sin adicion de aromatizante ni colorante, los suceddneos de la miel,
incluidos los mezclados con miel natural, azucar y melaza caramelizados (exceptuando el
azucar de cana o de remolacha, sacarosa quimicamente pura, lactosa, azucar de arce,
glucosa y fructosa, asi como sus jarabes)” donde se reportan $1.575.000 en exportaciones
de dichos productos principalmente a la Unién Europea ($1.076.000), contra $2.880.000 en
importaciones principalmente de América del Norte ($2.709.000) en el afio 2011 (COMEX,
2012).

Segun la Organizacion Internacional del Aztcar (OIA), el consumo global de
polioles (sorbitol, manitol, lactitol, maltitol, isomaltol y xilitol), como sustitutos del azicar,
es dificil de determinar por el poco acceso publico que se tiene a los datos (OIA, 2012). Sin
embargo, el International Starch Institute estima que la produccion mundial de xilitol es de
200.000 toneladas. El principal proveedor del edulcorante es la empresa Danisco, bajo la

marca XIVIA, cuyo uso en alimentacién estd autorizado en mas de 50 paises. Varios
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fabricantes tienen sedes en Europa y Estados Unidos y también hay productores

importantes en Indonesia y China.

Comunmente, a nivel mundial, el xilitol se obtiene por procesos quimicos a partir de
xilosa comercial o por reducciéon de hidrolizados de hemicelulosa de residuos
lignoceluldsicos. Sin embargo, se reportan altos costos de produccion, rendimientos de 50 a
60% y la aparicion de impurezas que dificultan su purificacion y cristalizacion. Por ello, su
produccion utilizando procesos biotecnologicos, mediante el uso de levaduras, se considera

una alternativa viable al ser especifica y requerir poca energia (Musatto & Roberto, 2008).

Para la obtencion del xilitol mediante fermentacion, suelen emplearse levaduras
como Pichia stipitis (Skoog & Hahn-Héagerdal, 1990), Debaryomyces hansenii (Parajo et
al., 1997), Candida sheatae (Hinfray et al., 1995), Candida guilliermondii, Candida
millerri 'y Candida tropicalis, donde los rendimientos de producto final oscilan entre el 75 y

el 76% (Grénstrom, 2002).

3.6.1. Etapas de produccion biotecnolégica de xilitol con la levadura Candida

guillermondii

La produccion biotecnoldgica de xilitol con levaduras como Candida guillermondlii,
consiste en fermentaciones realizadas en ambientes limitados de oxigeno, en los cuales se
mantiene un balance parcial redox en las primeras etapas del metabolismo de la xilosa.
Cuando el suministro de oxigeno es bajo, la tasa de consumo se reduce y la levadura se
vuelve incapaz de regenerar el NAD" del NADH producido, de modo que las cantidades de
NADH intracelular aumentan y reducen la actividad enzimatica de la xilitol dehidrogenasa,
acumulandose el xilitol en el medio. De este modo, el oxigeno es importante para el
crecimiento celular, la activacion de las funciones mitocondriales y la generacion de

energia para el transporte de xilosa (Mussatto & Roberto, 2003).

Sin embargo, el xilitol no es un producto final, sino el intermediario para la
formacién de xilulosa, por accidon de la enzima xilitol deshidrogenasa (XDH) dependiente

de NAD", la cual elimina el hidrogeno beta, transformando el polialcohol en una cetosa
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(Macias, 2009). Debido a lo anterior, el rendimiento en la produccion de xilitol, utilizando
levaduras como C. tropicalis, C. guilliermondii y C. parapsilosis, en ocasiones tiende a ser
bajo debido al uso de la xilosa para el crecimiento y metabolismo enddgeno y a una posible
pérdida del xilitol por metabolismo celular. Como ya se menciond, las levaduras
transforman el xilitol hasta xilulosa, la cual puede ser fosforilada por la xilulosa quinasa y
entrar en la via de las pentosa fosfato como xilulosa-5-fosfato, principal fuente de NADPH.
A partir de esta etapa se obtiene la fructosa 6-fosfato y el gliceraldehido 3-fosfato, los
cuales son metabolizados para producir moléculas de piruvato a través del proceso de la
glucolisis. Dependiendo de la disponibilidad de oxigeno, el piruvato puede ser fuente para
la produccion de didxido de carbono por la fosforilacion oxidativa, o transformado a etanol
por la piruvato descarboxilasa y la etanol deshidrogenasa (Hallborn et al., 1994). Los pasos
metabolicos y de regeneracion de cofactores en la conversion de la xilosa, se muestran en la

Figura 4.

NADP NADPH D-Xilosa

w NAD(P)H
Glucosa XR

6-fosfato NAD(P)

Fructosa Xilitol ——— Xilitol

6-fosfato @ NAD XDH
NADH

NAD NADH . Xilulosa
Xilulosa

M 5-fosfato
| NZaN XK
Gliceraldehido ADP ATP
3-fosfato
Glicerol i

Piruvato
NADPH NAD

Acido acético Etanol

Figura 4. Metabolismo simplificado de las levaduras en la conversion de la xilosa en xilitol
y otros metabolitos (Granstrom et al., 2007).

XR=xilosa reductasa, XDH= xilitol deshidrogenasa, XI= xilulosa quinasa.
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3.6.2. Factores que afectan la produccion biotecnologica de xilitol

La posibilidad de convertir desechos agroindustriales en xilitol, se encuentra
limitada por el proceso de degradacion de la hemicelulosa en sus componentes. Mas aun, al
utilizar microorganismos como Candida sp., se requiere controlar una serie de parametros
fisicos donde la temperatura y la agitacion son las variables de mayor importancia, seguidas
por la concentracion de xilosa (Macias, 2009), siendo esta tltima junto con la pureza de la

xilosa, los parametros evaluados en el presente estudio.

3.6.2.1. Concentracion de xilosa inicial

La concentracion inicial de la xilosa es un factor muy importante por considerar
respecto a la viabilidad econémica que puede tener el proceso; pocos estudios son los que
reportan el uso de concentraciones altas de xilosa a partir de un hidrolizado lignoceluldsico.
No necesariamente el trabajar con la concentracion mas alta de xilosa dard la mayor
produccion de xilitol, debido a la diferente capacidad que tienen las levaduras para lograr la
bioconversion y a la posible presencia de altos niveles de sustancias toxicas en los
hidrolizados tales como furfural, hidroximetilfurfural, acido acético y derivados de lignina,
que afectan el desarrollo y crecimiento del microorganismo por inhibicion de su

metabolismo (Mussatto & Roberto, 2008).

En este estudio, Mussatto & Roberto (2008) consideran mejor trabajar con una
concentracion inicial de 80 g/L de xilosa, ya que concentraciones mayores tienen un efecto
de inhibicion asociado a una mayor cantidad de sustancias tdxicas proporcional a la
concentracion de xilosa, y valores muy bajos resultan en rendimientos bajos, pues la fuente

de carbono se utiliza para crecimiento celular.

3.6.2.2. Fuente de obtencion de la xilosa v pureza del sustrato

La xilosa utilizada para la produccion de xilitol a escala industrial, se obtiene por
reduccion quimica del xilano presente en pulpa de madera para produccion de papel, otros
tipos de maderas duras, vainas de flores de algodon o bagazo de cafia (Segura & Navarrete,

2012).
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Existe una serie de investigaciones que han estudiado la produccion biotecnoldgica
de xilitol a partir de materiales lignoceluldsicos, como la realizada por Martinez et al.
(2002) con bagazo de cafa de azucar, paja de trigo, paja de arroz y madera de eucalipto,
utilizando la levadura Candida guilliermondii FT 20037. Los rendimientos al utilizar uno u
otro sustrato varian debido a la capacidad de bioconversion de la levadura en diferentes
sustratos. La mayor productividad se obtuvo con el hidrolizado del bagazo de cana de
azucar (0,50 g*L'*h™") seguida por los tratamientos con paja de arroz (0,35 g*L'*h™), con

eucalipto (0,34 g*L"*h™") y paja de trigo (0,24 g*L'*h™).

Al trabajar con diferentes fuentes de xilosa, se analiza principalmente el efecto de
las caracteristicas del hidrolizado sobre pardmetros fermentativos que influyen en el
desempefio de la levadura y la produccion de xilitol. A su vez, la posibilidad de convertir
desechos agroindustriales en xilitol, se encuentra limitada por el proceso de degradacion de
la hemicelulosa en sus componentes. Mas alin, al utilizar microorganismos como Candida
sp., se requiere controlar una serie de parametros fisicos donde la temperatura y la agitacion
son variables de mayor importancia, seguidas por la concentracion de xilosa (Macias,
2009), siendo esta ultima junto con el tipo de fuente de la xilosa, los pardmetros evaluados

en el presente estudio.

En el Cuadro III se muestra la composicion de los diferentes hidrolizados evaluados
por Martinez et al. (2002), entre los que destaca la cantidad de aztcar en el medio y la
presencia de compuestos tales como arabinosa, 4cido acético, furfural e
hidroximetilfurfural, estos ultimos considerados inhibidores que afectan el metabolismo de

la levadura.

El 4cido acético es el componente de inhibicidon que se encuentra en mayor cantidad
en los jarabes de hidrolizados de hemicelulosa, originandose a partir de los grupos acetilos
del xilano, junto con otros inhibidores asociados a la degradacion de la lignina (furfural,
hidroximetilfurfural y compuestos fenolicos). El efecto toxico del acido acético se basa en

su capacidad de solubilizar los lipidos de la membrana, al interferir quimicamente en el
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transporte de fosfato y consecuentemente en el crecimiento de las células (Rodrigues et al.,

2003).

Cuadro III. Composicion de hidrolizados hemiceluldsicos concentrados obtenidos de

diferentes materias primas. HMF= hidroximetilfurfural (Martinez et al., 2002).

Materia Xilosa Glucosa Arabinosa ziz::;ic(:) Furfural HMF
prima (g/L) (g/L) (g/L) (g/L) (g/L)
(g/L)
Bagazode | o9 ¢ 7.84 11,14 5,03 0,014 0,06
cana
Paja de
103,90 25,62 27.23 1,07 0,103 0,47
arroz
Eucalipto | 97,38 10,27 5.61 6.86 0,044 0,29
=
aja de 98,00 3423 18,44 1.61 0,089 0.11
trigo

Los compuestos toxicos mencionados anteriormente no intervienen en el desarrollo
de una fermentacion cuando se trabaja con xilosa cristalina con una pureza >99%, de grado
reactivo (SIGMA-ALDRICH®, EUA), la cual se extrae por procesos biologicos de arboles
tales como el abedul, el haya o el arce y que adicionalmente se somete a etapas de

purificacion hasta alcanzar el grado de pureza especificado (SIGMA-ALDRICH, 2013).

Es esta la principal diferencia entre el rendimiento de produccion de xilitol cuando
se utiliza como sustrato una xilosa comercial pura en forma cristalina, respecto a una xilosa
presente en jarabes no purificados, obtenida por hidrélisis quimica de residuos
hemicelulosicos. Por tanto, por lo general, se espera que la levadura tenga un mejor
desempefio al emplear un sustrato puro, que no contiene compuestos inhibidores de la

fermentacion.




20

4. MATERIALES Y METODOS

4.1. Localizacion del estudio

El desarrollo experimental de la investigacion se llevo a cabo en las instalaciones
del Centro de Investigaciones en Productos Naturales (CIPRONA) de la Ciudad
Universitaria Rodrigo Facio de la Universidad de Costa Rica (UCR) y en el Centro
Nacional de Innovaciones Biotecnologicas (CENIBiot) ubicado en el edificio Franklin

Chang Diaz, en Pavas.
4.2. Materiales
4.2.1 Microorganismo

Se utilizo una cepa comercial de Candida guilliermondii FTI 20037, productora de
xilitol, adquirida de la coleccion de levaduras de la American Type Culture Collection

(ATCC namero 201935).
4.2.2 Medios de cultivo

422.1 Medio de mantenimiento de la cepa

La cepa original de Candida guilliermondii se mantuvo en un criovial a -80°C, en el
Centro de Investigaciones en Biologia Celular y Molecular (CIBCM), en un medio de

glicerol al 100% estéril en una concentracion de 15% (v/v) para protegerla del dafio celular.

El mantenimiento de la cepa se realiz6 con la colaboracion del personal del CIBCM.
La levadura, se reconstituyd y se mantuvo a 4 °C en agar inclinado o en placa, como se
muestra en la Figura 5, en un medio YPD, cuya composicion es la siguiente: extracto de
levadura 10,0 g, Bacto-peptona 20,0 g, glucosa 20,0 g, Bacto-agar 20,0 g, agua destilada
1,0 L. Se realizo una resiembra y una vez al mes se verifico su pureza mediante una prueba

de tincion de Gram (Arguedas, 2011).
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Figura S. Cepa Candida guillermondii en placa con agar YPD y prueba de tincion de Gram

realizada a la misma, vista con el lente 100X al microscopio.

4.2.2.2 Medio para la propagacion de la cepa Candida guilliermondii

Para obtener aproximadamente 150 mL de inoculo, la cepa se propagd en dos
matraces de 2 L con 800 mL de volumen de medio y un erlenmeyer de 1 L con 400 mL de
volumen de medio, compuestos por disolucion de extracto de arroz al 10% (v/v) y
disoluciéon de azicares y minerales (20,0 g/L de xilosa, 10,0 g/L de glucosa, 2,0 g/L de
sulfato de amonio, 0,1 g/L de cloruro de calcio, 20%v/v de extracto de paja de arroz). La
reconstitucion se realizé manteniendo el erlenmeyer a 30 °C por 24 h, en un agitador orbital

a una velocidad de 200 rpm (Mussatto & Roberto, 2008).

Para la preparacion del extracto (Figura 6), se peso una cantidad de granza de arroz
para hacer una disolucion al 10% (m/v) del componente con agua destilada. La mezcla se
esteriliz6 por 20 min a 121 °C. Posteriormente se trasvaséd a tubos de centrifuga estériles
(autoclavados 120 °C, 17 psi, 20 min), y se enfrid a temperatura ambiente para proceder a
centrifugar el extracto por 10 min a 3500 rpm. Por ultimo, en una camara de flujo laminar,
se decantd y trasvaso el liquido a matraces estériles de 500 mL (Mussatto & Roberto,

2008).
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Figura 6. Preparacion del medio para propagar la cepa Candida guillermondii.

4.3. Metodologia para procesos de fermentacion

4.3.1 Cinética de fermentacion de Candida guillermondii con xilosa comercial

como sustrato

Se estudio de forma descriptiva, a nivel de laboratorio y con xilosa comercial pura
(>99% de pureza, SIGMA-ALDRICH®, EUA), la cinética de fermentaciéon de la cepa
Candida guilliermondii, a través de su curva de crecimiento, para observar su
comportamiento en el medio de cultivo de fermentacion y analizar el consumo y

produccion de metabolitos, tales como xilosa, xilitol y etanol.

Esta parte resulta vital para identificar las fases de crecimiento para asi poder
determinar el momento en el que se presenta la mayor produccién de xilitol previo a la

transformacion de dicho compuesto a xilulosa.

La curva de crecimiento se realizé con 60 g/L de xilosa inicial, debido a que es un
valor intermedio de las concentraciones iniciales de sustrato a evaluar y ademas la literatura
reporta circunstancias 0ptimas cuando se trabaja con dicha condicion (Branco ef al., 2006;
Arruda & Felipe, 2008; Canilha et al., 2008; Mussatto & Roberto, 2008). A continuacion se
describe como se analizo la cinética de fermentacion con 60 g/L de xilosa inicial en el

medio.



23

43.1.1 Preparacion del inoculo

Las levaduras, se propagaron segun lo establecido en la seccion 4.2.2.2,
posteriormente se centrifugaron a 2000 rpm durante 15 min y se resuspendieron en agua
destilada estéril hasta alcanzar una absorbancia de 0,5 lo cual corresponde a una
concentracion inicial de 0,5 g/L, equivalente a 5x10° #cel/mL totales de acuerdo con la
curva calibracion del microorganismo realizada en pruebas preliminares. La metodologia
de determinacion de la concentracion celular se describe en la seccion 4.3.4.1 (Martinez et

al., 2002).

43.1.2 Equipo de fermentacion

Las fermentaciones a nivel de laboratorio se realizaron en un agitador orbital
modelo 721 (HOTECH, Taiwén), con una velocidad fija de 200 rpm. La temperatura
interna se mantuvo a 30 °C mediante un sistema de calentamiento por resistencias y aire
caliente. Los recipientes utilizados, para contener el caldo de fermentacion, fueron matraces
de 125 mL de capacidad con tapones de algodon y manta. El equipo de fermentacion se

muestra en la Figura 7.

Figura 7. Equipo de fermentacion: vista frontal e interior del agitador orbital con matraces
de 125 mL.
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4.3.1.3 Curva de crecimiento del microorganismo

Para establecer los parametros de fermentacion se prepard una curva de crecimiento
del microorganismo cultivado en matraces de 125 mL, tapados con algodéon y manta, con
50 mL de volumen de trabajo. El medio de fermentacidon se compuso de 60 g/L D-xilosa,
0,1 g/L de cloruro de calcio, 2,0 g/L de sulfato de amonio, extracto de granza de arroz al
20%v/v y 10® #cel/mL de la cepa, la cual se prepard como se describe en el apartado
4.3.1.1. El tiempo de fermentacion fue de 100 horas a 30 °C, con una agitacion de 200 rpm

(Mussatto & Roberto, 2003; Villalba ef al., 2009).

43.1.4 Toma de muestra v tiempo de muestreo

Para cada toma de muestra se extrajeron tres matraces, segun lo recomendado por
Arce (2004), para obtener tres repeticiones de cada punto, las cuales se analizaron y
desecharon con el fin de evitar la contaminacién y pérdida de volumen durante la
fermentacion. El nimero total de muestras analizadas corresponde al nimero total de
matraces, para un total de 48, con los tiempos de muestreo a las 0, 2, 5, 12, 18, 22, 29, 39,
46, 50, 61, 70, 77, 85, 95 y 100 horas de fermentacion, fijados en horas habiles para poder
muestrear en el horario de trabajo del CIPRONA.

Una parte de la muestra se centrifugd a 1200 rpm durante 15 minutos, el liquido
sobrenadante se microfiltré (membrana de 0,45 um) y se congeld a -10°C para el posterior
analisis de concentracion de xilosa, xilitol y etanol, tal y como se explica en la seccion
4.3.4.2; mientras que la otra parte de la muestra extraida (no centrifugada) se utiliz6 para la

determinar la concentracion celular, tal y como se detalla en la seccion 4.3.4.1.

4.3.2 Evaluacion del proceso fermentativo al variar la concentracion inicial

de xilosa comercial

La concentracion 60 g/L de xilosa inicial en el medio de fermentacion, evaluada en
la cinética de fermentacion en la seccion 4.3.1, se compard con otras cuatro
concentraciones (20, 40, 70 y 100 g/L) para determinar la maxima concentracion de xilosa

que el microorganismo era capaz de metabolizar.
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La preparacion del inéculo y del equipo de fermentacion, se realizd siguiendo lo

descrito en las secciones 4.3.1.1 y 4.3.1.2, respectivamente.

4321 Crecimiento del microorganismo

Al igual que lo descrito en la seccion 4.3.1.3, el estudio se llevo a cabo en matraces
de 125 mL, tapados con algodon y manta (Figura 8), con 50 mL de volumen de trabajo, el
cual estaba constituido por: xilosa comercial en una concentracion de 20, 40, 60, 70 6 100
g/L (segun la variable a evaluar), 0,1 g/L de cloruro de calcio, 2,0 g/L de sulfato de amonio;
extracto de granza de arroz al 20% v/v y 10® #cel/mL de la cepa, la cual se prepard como lo
describe el punto 4.3.1.1. El proceso de fermentacion se realizé por 100 horas a 30 °C, con

una agitacion constante a 200 rpm (Mussatto & Roberto, 2003; Villalba et al., 2009).

Figura 8. Equipo de fermentacion necesario para realizar la curva de crecimiento de la
levadura Candida guillermondii y la variacion de la concentracion inicial de xilosa

comercial.

4322 Toma de muestra v tiempo de muestreo

Para evaluar las fermentaciones a las concentraciones de 20, 40, 70 y 100 g/L de
xilosa inicial, se establecieron ocho tiempos de muestreo con base en estudios anteriores
realizados por Arce (2004), Milanés (2007) y Solana (2011): 0, 5, 22, 29, 50, 70, 77 y 100
horas y acoplandose con el horario de trabajo del CIPRONA, con el interés de determinar

con cual concentracion y en qué periodo se producia la mayor conversion de xilosa a xilitol.



26

En cada toma de muestra se extrajeron tres matraces, segin lo recomendado por
Arce (2004) para obtener tres repeticiones de cada punto, que se analizaron y desecharon
con el fin de evitar la contaminacién y pérdida de volumen durante la fermentacion. De
modo tal, que el nimero total de muestras analizadas por concentracion, correspondid con

el nimero total de matraces, para un total de 24.

Una parte de la muestra se centrifug6 a 1200 rpm durante 15 minutos en tubos de
centrifuga de 20 mL; el liquido sobrenadante se microfiltr6 (membrana de 0,45 um) y se
congelo a -10 °C para el posterior analisis de concentracion de xilosa, xilitol y etanol, tal y
como se explica en la seccion 4.3.4.2; mientras que a la otra parte de la muestra extraida
(no centrifugada) se utiliz6 para la determinacion de la concentracion celular, tal y como se

detalla en la seccion 4.3.4.1.

4323 Disefio experimental para la evaluacién de la fermentacién al variar la

concentracion inicial de xilosa comercial

Para determinar las mejores condiciones de fermentacion para obtener una mayor
produccién de xilitol, se empled un disefio irrestricto aleatorio con un arreglo factorial de
dos vias 5x4, la primera el factor concentracion con 5 niveles (20, 40, 60, 70 y 100 g/L) y la
segunda el factor tiempo con 4 niveles (50, 70, 77 y 100 horas), para un total de 20
tratamientos, con tres repeticiones por tratamiento. El nimero de repeticiones fue
establecido con base en estudios previos realizados por Arce (2004), en cuanto a

produccion de xilitol por via fermentativa.

El factor tiempo se evaludé luego de las 50 horas, ya que con base en el
comportamiento cinético de la levadura Candida guillermondii observado en la curva de
crecimiento (secciéon 5.1), es a partir de este momento donde se observa la mayor
produccion de xilitol que parece mantenerse constante hasta las 100 horas por lo que deben
evaluarse esos tiempos para determinar si hay diferencias significativas entre ellos sobre la

concentracion de los metabolitos en el medio de fermentacion.
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Las variables respuesta evaluadas fueron: el rendimiento de produccién de xilitol
expresado como concentracion de xilitol producido (g/L) en relacion con la concentracion
de xilosa consumida (g/L), la productividad (g*L'*h™), la concentracion de xilitol y etanol
producidos (g/L), la concentracion de xilosa consumida (g/L) y la concentracion final de la

cepa (#cel/mL).

Se determino el efecto de los factores de concentracion y tiempo sobre las variables
respuesta y su posible interaccion, mediante un anélisis de varianza (ANDEVA), con un
nivel de confianza de 95%. Ademas, en los casos en que se encontraron diferencias
significativas, se realizo una prueba de Tukey con un a=0,05, para establecer las diferencias

entre los tratamientos. Lo anterior se realizé haciendo uso del programa XLSTAT 2012.

A partir de esta evaluacion, a nivel de laboratorio con la xilosa comercial, se establecid
la concentracion de xilosa inicial por utilizar en las siguientes etapas del estudio de

produccion de xilitol.

4.3.3 Produccion de xilitol y otros metabolitos al variar la concentracion

inicial de xilosa extraida de los residuos de pifa.

Se evaluaron a nivel de laboratorio, en matraces de 125 mlL, los procesos
fermentativos con concentraciones iniciales de 60 y 70 g/L de xilosa extraida de los
residuos de pifia, con base en los resultados de la evaluacion de la fermentacion al variar la
concentracion inicial de la xilosa comercial. Se establecieron dichas condiciones debido a
que se consideraron como las més favorables para la produccion de xilitol, aplicando la

metodologia del apartado 4.3.1.

Para la evaluacion, se escogen las dos concentraciones y no s6lo una, porque
también se toma en cuenta que en el hidrolizado del material hemicelulésico pueden estar
presentes, ademas de la xilosa, compuestos toxicos para el metabolismo de la levadura,
tales como acido acético, furfural, hidroximetilfurfural, compuestos fenolicos y los iones
del metal que se generen. Estos materiales podrian afectar la productividad volumétrica de

la fermentacion, el consumo de la fuente de carbono y el metabolismo del microorganismo,
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dependiendo de la proporcion de hidrolizado con la que se trabaje, la cual se cree que afecta
negativamente al aumentar la concentracion. De modo que una pequefia variacion en la
concentracion inicial de xilosa puede resultar significativa en la produccion de xilitol y es

necesario evaluarlo (Alves ef al. 2004).

4331 Medio de fermentacion

Se trabajoé con cascaras de pifia provenientes de un proceso industrial de pelado, con
cierta cantidad de pulpa adherida. Estas se molieron, se prensaron y se secaron, siendo de
interés el solido seco y molido. La caracterizacion fisicoquimica de los residuos de pifia se
realiz6 en forma paralela en otro proyecto de investigacion, por lo que no se reporta en este

estudio.

La extraccion de la xilosa a partir de dicho sustrato se realiz0 mediante una
hidrolisis acida a alta temperatura, de acuerdo con el procedimiento establecido en el
CIPRONA. El proceso consistio primero en una hidrélisis de las cascaras de pifia molidas y
secas, a alta temperatura (121°C) y con H,SO4 0,3M. La mezcla se filtr6 con una prensa
hidraulica y se ajusté el pH a 8 con una disolucion de NaOH (grado técnico), la cual
posteriormente se filtré por vacio y con celite como ayuda filtrante. Luego, se acidifico
hasta un valor de pH igual a 5,6 con H,SOy4_ se tratd con carbon activado y se volvi6 a filtrar
con celite. Por ultimo se procedié a concentrar el hidrolizado con un rotavapor para
alcanzar la concentracion necesaria para formular los medios de fermentacion (Hernandez,

2012).

El hidrolizado que contenia la concentracion de xilosa a evaluar, fue suplementado
con cloruro de calcio, sulfato de amonio y extracto de arroz, tal como se realizd con la
xilosa comercial pura; ya que en algunos estudios se enfatiza en la necesidad de
suplementar estos medios para inducir el comportamiento de conversion de la xilosa por

parte de la levadura (Mussatto & Roberto, 2008).
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Tanto la preparacion del indculo como el equipo de fermentacion se realizaron de la
misma manera que las descritas en los apartados 4.3.1.1 y 4.3.1.2, respectivamente, para

mantener las mismas condiciones de trabajo.

4.3.3.2 Toma de muestra y tiempo de muestreo

Al igual que con xilosa comercial, en cada muestreo se extrajeron tres matraces
(Arce, 2004). El niimero total de muestras analizadas correspondi6 con el nimero total de
matraces, para un total de 24, al fijar los tiempos de muestreo a las 0, 5, 22, 29, 50, 70, 77 y
100 horas de fermentacion, igual a como se establecio para el segundo objetivo, con el fin
de poder comparar los resultados obtenidos con la xilosa comercial y la extraida de

residuos de pina.

Una parte de la muestra se centrifugéd a 1200 rpm durante 15 min en tubos de centrifuga
de 20 mL, el liquido sobrenadante se microfiltré (membrana de 0,45 um) y se congeld a -10
°C para el posterior andlisis de concentracion de xilosa, xilitol y etanol, tal y como se
explica en la seccion 4.3.4.2; mientras que la otra parte de la muestra extraida (no
centrifugada) se utilizé para la determinacion de la concentracidon celular, asi como se

detalla en la seccion 4.3.4.1.

4.3.3.3 Disefio experimental para la evaluacién de la fermentacién al variar la

concentracién de xilosa extraida de residuos de pifia

Para determinar la condicion apropiada para la produccion de xilitol, utilizando el
hidrolizado de residuos de pifia y la xilosa comercial, se utiliz6 un disefo irrestricto
aleatorio con un arreglo factorial de tres vias de 2x2x3, para un total de 12 tratamientos. El
factor “tipo de xilosa” a 2 niveles (comercial y extraida), el factor “concentracion inicial de
xilosa” a 2 niveles (60 y 70 g/L), y el factor “tiempo” a 3 niveles (29, 50 y 70 horas de
fermentacion), cada tratamiento evaluado con tres repeticiones segin lo establecido por

Arce (2004).

Las variables respuesta que se evaluaron fueron: el rendimiento de produccion de

xilitol expresado como concentracion de xilitol producido/concentracion de xilosa
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consumida), la productividad (g*L"'*h™), la concentracion de xilitol y etanol producidos, la

concentracion de xilosa consumida y la concentracion final de la cepa.

La evaluacion estadistica de los datos se realizO mediante un andlisis de varianza
(ANDEVA), con un nivel de confianza de 95% y el programa XLSTAT 2012, con la
finalidad de determinar el efecto de los factores (tipo de xilosa, concentracion de xilosa y
tiempo de fermentacion) sobre las variables respuesta y la posible interaccion entre ellos.
En los casos en que se presentaron diferencias significativas, se realizd una prueba de

Tukey con un a=0,05 para establecer las diferencias entre los tratamientos.

En este punto no se pudo evaluar la variabilidad de la produccion de xilitol, para la

determinacion de repeticiones, puesto que no se produjo xilitol en el medio.
434 Métodos de analisis

43.4.1 Determinacion de la concentracion celular

La concentracion celular en el medio de fermentacion, se determind siguiendo la
metodologia empleada por Arce (2004), Milanés (2007) y Solana (2011) a partir de una
curva de calibracion con suspensiones de la cepa Candida guilliermondii, por relacion de la
concentracion celular a diferentes densidades Opticas. Se utilizd un espectrofotdmetro

Lambda 25 (Perkin Elmer, EUA), a una longitud de onda de 600 nm.

La concentracion celular de la disolucion madre para preparar los patrones de la
curva de calibracion, se determiné utilizando la camara de Neubauer con un conteo de la

misma por triplicado.

4342 Determinacién de la concentracion de xilosa, xilitol, glucosa, galactosa,

etanol y acido acético

Para determinar la concentracion de los analitos en los medios de fermentacion
tanto con xilosa comercial como con el hidrolizado, las muestras se centrifugaron a 3500
rpm durante 8 min, el liquido sobrenadante se microfiltré (0,45 pm) y se realizaron las

diluciones necesarias. El filtrado se congeld para la determinacion posterior por HPLC.
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Los analitos en las muestras se detectaron al comparar los tiempos resultantes con el

presentado por los patrones y se cuantificaron en la curva de calibracién correspondiente.

Para determinar la concentracion de glucosa, xilosa, xilitol, etanol y dcido acético en
el caldo de fermentacion con el hidrolizado de residuos de pifia, se siguid el método
desarrollado por el personal de CENIBiot, en el cual se utilizé una columna Rezex ROA
(Phenomenex, USA) con dimensiones 150 mm x 7,8 mm, con un tamafio de poro de 5 pum.
Se trabajo a una temperatura de 65 °C y un flujo de 0,6 mL/min, con una fase moévil de
H,S04 (0,0025 M). Para la medicion se emple6 un detector de indice de refraccion a 40°C.
Al igual que en el caso anterior, se construyeron curvas de calibracion para cada uno de los

analitos estudiados.

También fue necesario determinar galactosa, a partir de los resultados obtenidos,
siguiendo métodos desarrollados en el CENIBiot. Para ello se utilizé una columna Rezex
RMP (Phenomenex, USA) con dimensiones 300 mm x 7,8 mm, con un tamafio de poro de
5 um. Se trabajé a una temperatura de 75°C y un flujo de 0,6 mL/min, con una fase movil
de 100% agua. Para la medicion se empled un detector de indice de refraccion a 40°C y se

construyo6 la curva de calibracion correspondiente al analito.

Vale recalcar que lo anterior se realizdO con la colaboracion del personal de

CENIBiot.

4343 Calculo de la xilosa consumida, velocidad de crecimiento celular, el

rendimiento vy productividad de xilitol.

La xilosa consumida (g/L) se determind al restarle a la concentracién de xilosa
inicial la concentracion de xilosa presente en cada uno de los tiempos de fermentacion,

segun correspondia.

La velocidad de crecimiento celular se determind al calcular la pendiente de la recta
entre las 0 y 22 horas del proceso de fermentacion, periodo correspondiente a la fase

logaritmica o de crecimiento del microorganismo.
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El rendimiento de la produccion de xilitol, en cada tiempo de muestreo se calculd
como la division de la cantidad de xilitol producido entre la cantidad de xilosa consumida

(g de xilitol producido/g de xilosa consumida).

La productividad (g*L"*h™) se define como la concentracion de xilitol alcanzada a
un tiempo de fermentacioén y se determind al dividir la concentracion de xilitol obtenida

(g/L) con respecto a un tiempo especifico (h).
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5. RESULTADOS Y DISCUSION

5.1 Comportamiento cinético de la levadura Candida guilliermondii

Para establecer las mejores condiciones de produccion de xilitol, es importante
conocer la curva de crecimiento y el comportamiento del microorganismo; estas se

evaluaron por medio de una fermentacion a nivel de laboratorio en el presente estudio.

El medio de fermentacion, en el tiempo cero, constituido por 60 g/L de xilosa
comercial pura (>99% pureza), se inoculé con una concentracién de 4,1x10° #cel/mL
equivalente a 8,6 log(#cel/mL). Ademds se emple6 un ambiente limitado en oxigeno, el
cual se logra segun Branco et al. (2006), Mussatto et al. (2006), Virginio et al. (2007),
Arruda & Felipe (2008), Canilha et al. (2008), con una relacion de 0,4 entre el volumen del

medio (50 mL) y el volumen del recipiente (erlenmeyer de 125 mL).

A partir del analisis de dieciséis puntos de muestreo, se grafico la tendencia
promedio de tres muestras por punto. Los resultados obtenidos se aprecian en la Figura 9,
donde se presenta la curva de crecimiento completa, la cual abarca la variacién en la
concentracion celular del microorganismo, la concentracion de xilosa y las concentraciones

de los metabolitos: xilitol y etanol.

El seguimiento de la concentracion celular durante la fermentacion, permite evaluar
el ciclo de vida del microorganismo. En este caso, en la curva de crecimiento celular solo se
identifican dos fases tipicas de crecimiento microbiano: la fase logaritmica y la fase

estacionaria.

La fase de adaptacion del microorganismo no se pudo detectar, lo cual indica que la
cepa empleada logra adaptarse en menos de 5 horas al sustrato de fermentacion,
presentando un comportamiento muy similar a la “Cepa X” (Arce, 2004; Milanés, 2007;
Solana, 2011). Se debe tomar en cuenta, que para la propagacion de la levadura con el fin

de obtener la suficiente cantidad de in6culo, se le dio un tratamiento previo en un medio
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muy similar al de fermentacion, por lo que es de esperarse que en este tiempo (24 horas

antes de dar inicio a la fermentacion) el microorganismo se haya adaptado.

Tampoco se distingue la fase de muerte en la curva de crecimiento, ya que mediante
el método de determinacion de concentracion celular, descrito en la seccion 4.3.4.1, no es
posible hacer la distincion entre células vivas o muertas, de modo que sélo se llega a

apreciar una desaceleracion en el crecimiento celular.
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Figura 9. Variacion promedio (n=3), de la concentracion de xilosa, xilitol, etanol y
concentracion celular, en la curva de crecimiento de la cepa Candida guilliermondii, en un
sistema de fermentacion por lote a nivel de laboratorio a partir de 60g/L de xilosa

comercial, a 30 °C y 200 rpm.

Con base en la Figura 9, se observa que en las primeras 22 horas de fermentacion,
se da un aumento en la concentracion celular, lo cual representa la fase logaritmica de
crecimiento. Posteriormente el ciclo de vida del microorganismo se encuentra en etapa
estacionaria hasta las 100 horas de fermentacion, donde la cantidad de la fuente de carbono
(xilosa) continta reduciéndose por su consumo y se vuelve menos disponible para
satisfacer el crecimiento microbiano y la produccion de xilitol a la vez. No se puede

asegurar que en este momento el nimero de células que crecen es similar al numero de
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células que mueren, debido al método empleado para la determinacion de la concentracion
celular, que como ya se explicd, solo se asegura observar una disminucion en la velocidad

de crecimiento.

La xilosa representa la unica fuente de carbono en el medio de fermentacion; esta no
solo es utilizada para crecimiento celular, sino que la levadura también la metaboliza para
la produccion de xilitol. En la fase logaritmica, en las primeras 22 horas de fermentacion, el
microorganismo consumio esta fuente de carbono, en alrededor de 17,5%, principalmente
para su crecimiento, en donde la concentracion celular llego a un valor de 1,6x10° #cel/mL

equivalente a 9,2 log(#cel/mL).

Por tanto, se observa que la concentracion celular aumenta casi un logaritmo entre
las 0 y 22 horas de proceso. En la cinética de fermentacion de la levadura X, la poblacion
microbiana aumenta en 2 logaritmos durante las primeras 14 horas (Arce, 2004). Sin
embargo, a esta Ultima se le afiadié glucosa al medio de fermentacion ademas de xilosa y
esta hexosa es considerada como la principal fuente de carbono del microorganismo, la cual
consume en su totalidad a las 14 horas con el fin de inducir la duplicacion celular, la

generacion de etanol y produccion de energia.

Solana (2011) en su estudio utilizé el doble de glucosa comparado con Arce (2004),
donde el aumento en la concentracion celular de la levadura X fue de un logaritmo, muy
similar al del presente estudio. Sin embargo, como puede notarse en el Cuadro VI del
apéndice, el consumo de xilosa se da posterior a las 50 horas, alin mas tarde que cuando se
trabajo con menor cantidad de glucosa y que con Candida guillermondii. Por tanto, puede
considerarse la adicion de cierta cantidad de glucosa si el objetivo es aumentar la
concentracion celular y disminuir el tiempo de la fase logaritmica, no asi la produccion de
xilitol; esto debido a que a puede entorpecer la adaptacion de la levadura al consumo de la

xilosa, lo cual se detallara a fondo mas adelante.

Después de las 22 horas de fermentacion y hasta las 100 horas, la concentracion
celular se mantiene relativamente constante y se observa un aumento en la produccion del

metabolito de interés, ya que conforme aumenta la concentraciéon microbiana se disminuye
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la disponibilidad de oxigeno y se favorece la produccion de xilitol. En esta etapa se
consumi¢ alrededor de un 80,7% de la xilosa presente, quedando un residuo de 1,04 g/L del

sustrato en el medio a las 100 horas.

El principal motivo para que se produzca xilitol, a nivel biotecnologico con
levaduras, es la existencia de un sistema natural de transporte para la D-xilosa y un balance
redox intracelular. La mayor parte de los estudios de produccion biotecnoldgica de xilitol
se realiza con levaduras del género Candida, debido a que son de los pocos
microorganismos capaces de utilizar la xilosa como fuente de carbono y de acumular el
xilitol antes de que se transforme a D-xilulosa. Una vez que se llega a este punto, se
comienza a disminuir el rendimiento del metabolito de interés para inducir el crecimiento

celular (Gonzalez et al., 2011).

De acuerdo con Sene et al. (2001), en el caso especifico del metabolismo de
Candida guillermondii, el xilitol es producido por una enzima especifica, la enzima xilosa
reductasa (XR), la cual es estrictamente dependiente del NADPH y muy poco del NADH,
favoreciendo la acumulacion de NADH en el medio, que se puede reoxidar a NAD". Esto
puede a su vez beneficiar a la enzima xilosa deshidrogenasa en la conversion del xilitol a
xilulosa, como posible fuente de energia cuando se agota la principal fuente de carbono, en
este caso la xilosa. Es por esto que el xilitol es considerado un metabolito secundario, ya
que se forma por la accion de una enzima especifica, no es esencial para el crecimiento o
metabolismo central de la levadura y es un compuesto que se produce mediante reacciones
anabolicas mayoritariamente cuando el crecimiento microbiano es limitado, posterior a las

22 horas de fermentacion como se observa en la Figura 9.

De este modo, tanto el rendimiento como la productividad del xilitol son afectados
segun el ciclo de vida de las células, ya sea en la fase log o la estacionaria. Entre los
factores que afectan la produccion de xilitol, ademds de la presencia de otros azlicares, la
concentracion de oxigeno es determinante. Una concentracion muy alta en el medio
favorece el crecimiento celular, pero una condicion anoxica puede inducir una fermentacion

anaerobia con un consecuente aumento en la produccion de etanol y en ambos casos un
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bajo rendimiento de xilitol (Gonzalez et al., 2011). Por esta razon se mantuvo un ambiente
limitado de oxigeno durante toda la fermentacién manteniendo una relacion de volumen del
medio con respecto al volumen del recipiente de 0,4 (Branco et al., 2006; Mussatto &
Roberto, 2006; Virginio et al., 2007, Arruda & Felipe, 2008; Canilha et al., 2008). Con ello
se limita la oxidacion del NADH en exceso en la cadena respiratoria, lo cual favorece una
alta proporcion de NADPH/NADH, la actividad de la XR y la inactividad de la XDH, con
lo que se logra la acumulacién de xilitol al evitar la oxidacion del xilitol a xilulosa (Sene et

al., 2001).

Al observar la Figura 9, se aprecia que el aumento en la producciéon del xilitol
coincide con el consumo de la xilosa durante las fases logaritmica y estacionaria del
microorganismo. Sin embargo, como puede notarse en el Cuadro VI del apéndice, la
productividad de xilitol decrece a través del tiempo y el mejor panorama respecto a este
ultimo factor, se presenta después de las 39 horas de fermentacidn, siendo la maxima a las
59 horas con 0,59 g*L'*h" y posteriormente a partir de las 70 horas desciende hasta

alcanzar un valor de 0,34 g*L"'*h™ a las 100 horas de fermentacion.

El rendimiento obtenido en la produccion de xilitol también aumenta conforme se
consume la xilosa en el medio, siendo este hecho mas notorio a partir de las 12 horas de
fermentacion con un valor de 0,97 g de xilitol producidos/g de xilosa consumidos,
equivalente a casi un 100% de conversion. De forma muy similar a la productividad, el
rendimiento comienza a disminuir a las 77 horas de fermentacion hasta representar un valor

de 0,58 g de xilitol producidos/g de xilosa consumidos en las 100 horas de fermentacion.

Asimismo, en la Figura 9, la estabilidad en la concentracion de xilitol posterior a las
70 horas de fermentacion, se asocia con una desaceleracion en el consumo de la xilosa por
agotamiento de esta que es su principal fuente de carbono. Por otra parte, esta estabilidad
en la produccion de xilitol podria deberse a que este compuesto estd siendo transformado
en xilulosa, donde la velocidad de producciéon de xilulosa y la velocidad de consumo del
xilitol sean iguales. Sin embargo, esto no se puede asegurar debido a que no se cuantificd

este metabolito.
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Con respecto al etanol, en este estudio no es un metabolito deseado, pues segin
Gonzalez et al. (2011) puede inhibir el sistema de transporte de los azlicares, al interferir en
las regiones hidrofobicas de la membrana, ademas de que representa un problema en las

etapas de purificacion de xilitol a partir de caldos de fermentacion.

Sin embargo, se debe destacar la formacion de etanol en el medio posterior a las 22
horas de fermentacion, donde una mayor produccion de este metabolito se asocia con la
etapa estacionaria del ciclo de vida del crecimiento y de produccion de xilitol. De acuerdo
con Russel (2003), el etanol se produce cuando el nivel de oxigeno en el medio es reducido

o el nivel del azucar es elevado.

Con base en los anteriores resultados, se puede deducir que los valores del
rendimiento y de la productividad de xilitol no mejoran si se contintia la fermentacion por
mas de 70 horas. Sin embargo, este aspecto se desarrollara de forma mas profunda, mas
adelante, al analizar el efecto de la concentracion de xilosa inicial con un medio de

fermentacion con xilosa comercial.

5.2 Evaluacion de las fermentaciones al variar la concentracion inicial de xilosa en

un medio sintético

En estudios sobre la produccion biotecnologica de xilitol, realizados por Arce
(2004), Milanés (2007) y Solana (2011), se utilizé una levadura genéticamente modificada
para evaluar la produccion de xilitol por medio fermentativo. En el presente estudio, se
estudio el proceso con Candida guillermondii, de ahi la importancia por reestablecer las

condiciones mas favorables de fermentacion, al emplear una nueva cepa.

Entre los factores que afectan la produccion de xilitol, se encuentra la concentracion
de xilosa en el medio. En este caso, se estudio el efecto de utilizar valores iniciales de 20,
40, 60, 70 y 100 g/L de xilosa comercial, sobre la produccion de xilitol, etanol,

concentracion celular, consumo de xilosa, rendimiento y productividad de xilitol.

Para determinar la condicion de fermentaciéon mas favorable en la produccion de

xilitol, a partir de los resultados, se realizo un ANDEVA para cada una de las variables
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respuesta estudiadas a las 50, 70, 77 y 100 horas de fermentacion; esto para, ademas de
determinar la concentracion inicial de xilosa, poder establecer un tiempo de finalizacion del

proceso.

5.2.1 Evaluacion de la concentracion celular de la levadura Candida

guillermondii

Al estudiarse la wvariacion de la concentracion celular, a nivel estadistico se
determina que existe una interaccion entre el efecto que tiene el tiempo de fermentacion y
el de la concentracion inicial de xilosa con la que se inicia el proceso (apéndice, Cuadro
VII). Sin embargo, con base en la Figura 10, se observa que la diferencia en el crecimiento
celular, a través del tiempo de fermentacion, entre cada una de las concentraciones iniciales
evaluadas no varia en mas de 0,20 log, por lo que con un criterio microbioldgico y practico,
se puede afirmar que la magnitud de esta diferencia no es importante ni determinante entre

las 50 y 100 horas de proceso (Mora, 2011).
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Figura 10. Variacion promedio (n=3) en la concentracion celular (log#cel/mL), de la
levadura Candida guillermondii, con el tiempo de fermentacion, para tratamientos con

diferentes niveles de concentracion inicial de xilosa comercial.
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Asimismo, se observan fluctuaciones en la concentracion celular, principalmente
cuando se inicid con una concentracion de 100 g/L. de xilosa, pero como ya se menciono,
las variaciones no representan ni un logaritmo. En términos de la captacion de D-xilosa, en
el equilibrio y el mantenimiento del balance redox intracelular; se dice que las cepas de
Candida muestran tener ventaja sobre otras cepas como S. cerevisiae (Gonzéalez et al.,

2011).

En la Figura 11 se aprecia que en la cinética de fermentaciéon de Candida
guillermondii, el desempefio de la levadura es muy similar entre las diferentes
concentraciones evaluadas. Ademads, Solana (2011), determiné un comportamiento muy
parecido con la levadura X, con el cual se aprecia un crecimiento en alrededor de un

logaritmo, atn al variar la concentracion inicial de xilosa en el medio de fermentacion.
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Figura 11. Variacion promedio (n=3) en la concentracion celular (log#cel/mL), al
transcurrir el tiempo de fermentacion, evaluado con la levadura Candida guillermondii, en

tratamientos con diferentes concentracion inicial de xilosa comercial.

La fase logaritmica se encuentra entre las 0 y 22 horas de proceso. Al evaluar la velocidad
de crecimiento celular en este periodo (Cuadro IV), se determina que los valores oscilan

entre 0,013 y 0,030 g/L h, siendo la menor con 70 g/L y la mayor con 20 g/L. de xilosa
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inicial, respectivamente. De modo, que al iniciar la fermentacion con bajas concentraciones
de azucar, el microorganismo tiene un metabolismo mas acelerado, se encuentra menos
estresado osmoticamente y se enfoca en el consumo de este para llevar a cabo la

duplicacion celular, como estrategia de sobrevivencia frente a poca fuente de carbono.

Cuadro IV. Velocidad de crecimiento de la levadura Candida guillermondii al variar la
concentracion inicial de la xilosa comercial, en la fase logaritmica del ciclo de vida,

correspondiente al periodo entre las 0 y 22 horas del proceso de fermentacion.

Concentracion inicial de xilosa | Velocidad de crecimiento
(g/L) (g*L"*h™)
20 0,030
40 0,021
60 0,025
70 0,013
100 0,020
5.2.2 Evaluacion de la concentracion de xilosa comercial residual

Al evaluar la variacion de concentracion residual de xilosa en el medio, se
determina que existe una interaccion entre el tiempo de fermentacion y la concentracion
inicial de xilosa empleada; es decir con un 95% de confianza, ambos factores tienen efecto
sobre la concentracion de xilosa residual (Cuadro VII, apéndice). Lo anterior se respalda al
observar la Figura 12. Con base en ella, se puede establecer que en todos los procesos
fermentativos, la xilosa es consumida conforme transcurre el tiempo de fermentacion,

evaluado a las 50, 70, 77 y 100 horas.

La xilosa se consume casi en su totalidad en todos los tratamientos a las 100 horas,
excepto cuando se inicia con 100 g/L, pues no se llegd a metabolizar ni la mitad de lo
anadido. Ademas, se observa como al aumentar la concentracién inicial de sustrato la
cantidad de xilosa residual es mayor al final del proceso. Esta situacion coincide con lo que
Walther et al. (2001) manifiestan, al decir que con valores altos de azlicar en el medio
(156 g/L de xilosa), se puede provocar estrés osmotico en la célula y afectar el desempeio

de la levadura.
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En su estudio Solana (2011) lleg6 a la misma conclusion, al evaluar la produccion
de xilitol en fermentaciones con la levadura X, utilizando diferentes concentraciones
iniciales de xilosa (9, 22, 39, 47 y 59 g/L); donde para las concentraciones de 39, 47 y 59
g/L el porcentaje de xilosa residual fue superior al 60%. Esta situacion se ve mejorada en la
fermentacion con Candida guillermondii, ya que a las 100 horas de proceso, el consumo de
xilosa fue casi de un 100%, excepto para la concentracion de 100 g/L. donde sélo se

consumio6 cerca de un 30%, como lo muestra la Figura 12.
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10,00 100 g/L de xilosa
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Tiempo de fermentacion (h)

Figura 12. Variacion promedio (n=3) en la concentracion de xilosa residual a diferentes
tiempos de fermentacion y concentraciones iniciales de xilosa comercial, con la levadura

Candida guillermondii.

Asimismo, Mussatto & Roberto (2008) evaluaron las concentraciones iniciales de
55, 70 y 95 g/L de xilosa en fermentaciones con la levadura Candida guillermondii, y
llegaron a establecer la concentracion de 70 g/L como la 6ptima para la produccion de
xilitol asociada a un consumo mas eficiente de la xilosa. Este es un panorama muy similar

al presentado en este estudio, pues la caida en la concentracion de la xilosa es mas notoria
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cuando se inicia con 70 g/L, lo cual indica una mayor productividad y que la fermentacion

es mas eficiente bajo esta condicion.

5.2.3 Evaluacion del rendimiento, productividad y concentracion de xilitol

producido

Con respecto a la concentracion de xilitol, rendimiento y productividad de xilitol, se
presentaron diferencias significativas entre sus promedios al variar la concentracion de
xilosa comercial inicial, analizados como tratamientos independientes entre las 50 y 100
horas de proceso. Es por esta razon, que se realizé una prueba de Tukey para establecer
diferencias entre los promedios de los tratamientos, lo cual se ilustra en los Cuadros VII y

VIII del apéndice.

La mayor produccion de xilitol promedio (33,16 y 37,72 g/L), se logrd cuando el
proceso de fermentacion se inicié con 60 y 70 g/L de xilosa, respectivamente. Por lo
contrario, cuando se utilizo un sustrato con 20 g/L de xilosa, se obtuvo un promedio de
3,88 g/L de xilitol. En la Figura 13, se aprecia lo anterior y se muestra que con las
concentraciones intermedias de 60 y 70 g/L se logra un promedio mayor en la
concentracion de xilitol, en tanto que con los otros tratamientos este valor disminuye
conforme se reduce o se aumenta la concentracion de xilosa inicial en el medio de

fermentacion, entre las 50 y 100 horas de proceso.

Mussatto & Roberto (2008) enfatizan en determinar el limite de la concentracion
inicial de xilosa mas alta posible para la produccion de xilitol, ya que con cierto nivel de
azlcares en el medio, el metabolismo microbiano se inhibe por efecto de la presion
osmotica, mientras que con bajos niveles los rendimientos disminuyen al utilizar la poca
fuente de carbono para crecimiento celular, donde ademds no se puede esperar una
produccion de xilitol alta si la concentracion del sustrato es baja. Esta situacion fue
comprobada en este estudio (Figura 13), ya que al evaluar la concentracion de 100 g/L no

se obtuvo la mayor cantidad del metabolito de interés.
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Con concentraciones iniciales bajas de 20 y 40 g/L de xilosa, se produce muy poco
xilitol, debido a que hay muy poca fuente de carbono; es decir, no se puede producir mas
allé de los 20 y 40 g/L de xilitol, sin considerar que parte de la xilosa debe ser metabolizada
para crecimiento celular. Por otro lado, con la concentracion de 100 g/ no se obtiene la
mayor cantidad de xilitol debido a una baja en la eficiencia de consumo de xilosa, asociado
principalmente a estrés osmotico en la levadura por altas concentraciones de azucares en el
medio. De esta manera, se establecen las concentraciones iniciales de 60 y 70 g/L como

Optimas para la produccion de xilitol.
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Figura 13. Variacion promedio (n=3) en la concentracion de xilitol, al variar la
concentracion inicial de xilosa en un medio de fermentacion con xilosa comercial, con la

levadura Candida guillermondii, en un periodo de 50 a 100 h de proceso.

Promedios con diferente letra son estadisticamente diferentes con un nivel de confianza del 95%.

Mussatto & Roberto (2008), también definen la concentracion inicial de 70 g/L de
xilosa, extraida de bagazo de cafia, como la 6ptima para la produccion de xilitol con un
rendimiento de 78%, con la levadura Candida guillermondii. Por su parte Solana (2011),
define la concentracion de 9 g/L de xilosa comercial como la mejor, con un rendimiento del
90% utilizando la “Cepa X” con un medio sintético. Sin embargo, segin Mussatto &

Roberto (2008) se debe tomar en cuenta que el reporte de estos resultados depende del
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estrés causado a la levadura en el medio, de las condiciones de fermentacion y de donde
provenga la xilosa; pues incluso ellos estiman la concentracion inicial de 82 g/L como la

mejor, si la xilosa proviene de paja de arroz.

Al trabajar con bagazo de cafia como material lignocelulésico, Arruda & Felipe
(2008) lograron un rendimiento de 78%, al iniciar con 55 g/L de xilosa en el medio, igual a
lo reportado por Mussatto & Roberto (2008), con la diferencia de que este rendimiento se
logré con una menor concentracion inicial de xilosa por adicién de 0,7 g/L de glicerol al
medio de fermentacion. Por lo que se podria evaluar la adicion de glicerol al medio de
fermentacion con el fin de mejorar los rendimientos empleando una menor concentracion
de sustrato, al ayudar a mantener el balance redox. Cabe resaltar que este metabolito no fue
de interés para el estudio, por el hecho de que no se determiné la presencia del mismo, en

ninguno de los tratamientos evaluados con xilosa comercial.

Este comportamiento se ve respaldado al analizar los rendimientos en la produccion
de xilitol obtenidos en este estudio, donde una vez mas, los mejores resultados se
presentaron al utilizar concentraciones de 60 y 70 g/L de xilosa inicial, como lo muestra la

Figura 14.

Se logrd obtener un rendimiento de xilitol del 66 y 67% al iniciar el proceso con 60
y 70 g/L de xilosa, respectivamente. En este caso, al igual que cuando se analizo la
concentracion de xilitol en el medio, los rendimientos tienden a ser menores a medida que
se aumenta o disminuye la concentracion inicial del azicar, lo cual corresponde a los
valores de 20, 40 y 100 g/L de xilosa; donde con el primero se logran obtener tan solo 0,20

gramos de xilitol por gramo de xilosa consumida.

El rendimiento parece aumentar conforme se afiade mas xilosa en el medio; sin
embargo, dicho comportamiento se altera cuando se trabaja con una concentracion de
100 g/L de xilosa; donde se observa una reduccion en el rendimiento de produccion de
xilitol, asociada a una baja en la eficiencia de conversion por parte de la levadura como ya
se habia mencionado con el argumento presentado por Walther et al. (2001), cuando las

concentraciones del sustrato son extremadamente altas y se crea estrés osmatico.
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Figura 14. Variacion promedio (n=3) en el de rendimiento de xilitol, al variar la
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concentracion inicial de xilosa en un medio de fermentacion con xilosa comercial, con la

levadura Candida guillermondii, en un periodo de 50 a 100 h de proceso.

Promedios con diferente letra son estadisticamente diferentes con un nivel de confianza del 95%.

La productividad del proceso también se ve favorecida cuando se emplean

concentraciones de 60 y 70 g/L de xilosa inicial, alcanzando valores de 0,45 y

0,52 g*L'*h" y presenta una tendencia a disminuir, cuando se emplean las demas

concentraciones, como se detalla en la Figura 15.

La productividad, es el grado de utilizacion efectiva de cada elemento de

produccion, pues se refiere a la concentracion de la sustancia de interés en un tiempo

determinado del proceso de fermentacion (Velazquez, 2010). Se asocia al término de la

eficiencia y el tiempo, de modo que se pone a prueba la capacidad de un sistema para

elaborar un producto, tal como lo es en este caso la del xilitol producido por tiempo de

fermentacion. Por tanto, se puede inferir que los niveles con los cuales se aprovecharon

mejor los recursos, fueron cuando el proceso de fermentacion se inicié con 60 y 70 g/L de

xilosa.
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Figura 15. Variacion promedio (n=3) en la productividad de xilitol, al variar la
concentracion inicial de xilosa en un medio de fermentacion con xilosa comercial, con la

levadura Candida guillermondii, en un periodo de 50 a 100 h de proceso.

Promedios con diferente letra son estadisticamente diferentes con un nivel de confianza del 95%.

De este modo, una vez mads, se observa que los resultados obtenidos son muy
similares a los reportados por Mussatto & Roberto (2008), quienes entre las
concentraciones iniciales de 55, 75 y 95 g/L de xilosa, eligieron la de 70 como la 6ptima en
la produccion de xilitol, con un rendimiento de 78% y una productividad de 0,58 g*L'l*h'l;
cercanos al 66-67% y 0,45-0,52 g/(L h) reportados en este estudio con las concentraciones

iniciales de 60 y 70 g/L de xilosa comercial.

Asimismo, al comparar la concentracion inicial de 60 g/LL de xilosa comercial con la
de 58,59 g/L utilizada por Solana (2011), la productividad se vio mejorada, ya que en su
estudio, el valor reportado fue de 0,18 g*L™"*h™'. En fermentaciones realizadas con levadura
X, la productividad es mayor cuando se emplean menores concentraciones de xilosa (9 g/L)
con valores de 0,14 g*L™"*h™. Sin embargo si el objetivo es la obtencion de xilitol a nivel
industrial, fermentar con la levadura X resulta muy poco factible, considerando que se

obtendria una concentracion muy baja de 9 g/L de xilitol por fermentacion.
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En este estudio, al analizar las variables respuesta de concentracion de xilitol,
rendimiento y productividad, se puede deducir por lo tanto, que se observa una mejora en la
produccién del xilitol al iniciar las fermentaciones con concentraciones intermedias de

xilosa, correspondientes a 60 y 70 g/L.

Al realizar el analisis estadistico de los tratamientos, también se encuentran
diferencias significativas, con un 95% de confianza, en las variables respuesta de
concentracion de xilitol y productividad de xilitol, conforme wvaria el tiempo de

fermentacion, entre los tiempos de 50, 70, 77 y 100 h (Cuadro VII, apéndice).

Con respecto al analisis del tiempo de proceso, se lograron concentraciones mayores
de xilitol a partir del momento en que el proceso de fermentacion alcanzaba las 70 horas.
En la Figura 16 se muestra que la diferencia no es significativa entre la cantidad de xilitol
producida a las 70, 77 y 100 horas, independientemente de la concentracion de xilosa

inicial que se analice.
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Figura 16. Variacion promedio (n=3) en la concentracion de xilitol a diferentes tiempos del
proceso de fermentacion, independientemente de la concentracion inicial de xilosa

comercial, con la levadura Candida guillermondii.

Promedios con diferente letra son estadisticamente diferentes con un nivel de confianza del 95%.
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Al analizar los resultados de la productividad de xilitol con respecto al tiempo de
fermentacion, se establece que es a las 50 y 70 horas donde se alcanzan los valores mas
altos de productividad, lo cual hace referencia a los momentos en los que se da una
conversion mas rapida de la xilosa en xilitol, con base en la Figura 17. Asimismo, se
evidencia una disminucion en la productividad conforme los tiempos de proceso son
mayores, situacion de importancia, principalmente tomando en cuenta el mejor manejo de

los recursos, maxime los correspondientes a energia y tiempo.

Por otra parte, se debe considerar que posterior al proceso de fermentacion, existen
una serie de etapas para la purificacion de xilitol, que pese a que no se evallian en este
estudio, contemplan pérdidas del producto obtenido. De este modo, puede considerarse
mejor el trabajar por un mayor tiempo en el proceso de fermentacion, si se obtiene mas
cantidad de xilitol pese a que los rendimientos no sean mayores, ni estadisticamente
diferentes entre ellos. Esto siempre y cuando sea economicamente factible con respecto a

los costos que se puedan tener al trabajar por mas tiempo.
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Figura 17. Variacion promedio (n=3) en la productividad de xilitol a diferentes tiempos del
proceso de fermentacion, independientemente de la concentracion inicial de xilosa

comercial, con la levadura Candida guillermondii.

Promedios con diferente letra son estadisticamente diferentes con un nivel de confianza del 95%.
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En sintesis, las condiciones que presentaron resultados mas favorables para la
produccion de xilitol, fueron aquellas en las cuales se formuld con un medio sintético entre
60 y 70 g/L de xilosa comercial y un tiempo de proceso de 70 horas, ya que con un tiempo
menor (50 h) la concentracion de xilitol resulta muy baja y si se extiende por un tiempo

mayor (>77 h), la productividad disminuye.

En estudios anteriores con Candida guillermondii, como el realizado por Virginio et
al. (2007), con xilosa extraida de bagazo de cafia de azlcar, los mayores rendimientos
también se reportan a las 70 horas de proceso; pues luego de ese tiempo se produjo una
disminucion en la produccidon asociada a un consumo de xilitol, situacion que también se
presentd con un medio sintético en el estudio realizado con un hidrolizado de bagazo de
caia de azucar (Felipe et al., 1995; Felipe et al., 1996, Sene et al., 1998) e incluso con la
levadura Candida tropicalis. Ante esta situacion Silva & Felipe (2006) revelan que dicho
comportamiento se asocia a un consumo del xilitol con el fin de ser utilizado por la

levadura como fuente de carbono para el crecimiento celular.

En este estudio, no se puede afirmar que esta situacion se haya presentado, pues aun
a las 100 horas de proceso no se observa una disminucién en la concentracién del
metabolito, pero si se puede pensar que la levadura se encuentra en una etapa de adaptacion
para posteriormente consumirlo y convertirlo a xilulosa, por actividad de la xilitol
deshidrogenasa, como estrategia de crecimiento. Incluso al observar las cinéticas de
fermentacion (Figuras 29, 30, 31, 32 y 33, de apéndice) se hace evidente un mejor
desempeio de la levadura en la transformacién de la xilosa a xilitol antes de las 70 horas,
pues a partir de este momento la concentracion de xilosa es casi cero y la concentracion de
xilitol se estabiliza a través del tiempo. Sin embargo, para confirmar que la levadura
Candida guillermondii es capaz de consumir el xilitol bajo las condiciones del estudio, sera
necesario ampliar el tiempo del proceso de fermentacion, con el fin de notar cambios en la

concentracion del xilitol e incluso en la concentracion celular.
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5.24 Evaluacion de la concentracion de etanol producido

Por otra parte, la levadura Candida guillermondii ademés de producir xilitol,
también es capaz de producir etanol, por su metabolismo, lo cual fue explicado en el
apartado 3.6.1 y en la discusion de la curva de crecimiento. La presencia de etanol puede
afectar el desempefio de la levadura y consecuentemente los rendimientos en la produccion

de xilitol, dependiendo de la disponibilidad de oxigeno en el medio.

Como se puede apreciar en la Figura 18, para todas las concentraciones iniciales de
xilosa, se generd etanol en el medio; lo cual coincide con la teoria, ya que de acuerdo con
Mussatto et al. (2012), las levaduras del género Candida son capaces de producir etanol en
cierto momento del proceso de fermentacion a partir de pentosas como xilosa (Mussatto et
al., 2012). Se requiere de la presencia de un cosustrato oxidable como el etanol para el
mantenimiento de la energia y la regeneracion de los cofactores requeridos por la enzima

xilosa reductasa (Hallborn et al., 1994).

En este estudio, se presentan diferencias significativas con un 95% de confianza, en
la concentracion de etanol producida, al variar la concentracion inicial de xilosa y el tiempo
del proceso de fermentacion segliin el analisis estadistico presentado en el Cuadro VII del
apéndice. Se demuestra que tanto el tiempo de fermentacion como la concentracion inicial
de xilosa afectan de forma conjunta, la concentracion de etanol producida; es decir, la
cantidad de etanol producido depende no solo del tiempo de fermentacion sino también de
la concentracion de xilosa con la cual se inicie el proceso. Lo cual se representa de forma

grafica en la Figura 18.

Cuando los valores de concentracion inicial de xilosa son bajos (20 y 40 g/L), a
partir de las 70 horas principalmente, existe una tendencia a una disminucién en la
concentracion de etanol en el medio, conforme aumenta el tiempo. Contrario a las otras tres
concentraciones evaluadas, con las cuales se observa una mayor cantidad de etanol al
transcurrir el tiempo de fermentacidon. Sin embargo, en estas ultimas, el aumento no es
proporcional a la concentracion inicial de xilosa, pues con el tratamiento de 70 g/L es con

el cual se obtiene la mayor cantidad, correspondiente a 10 g/L a las 100 horas de proceso.
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De tal modo, se comprueba la interaccion entre los factores de tiempo y concentracion

inicial de xilosa en la produccion de etanol.
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Figura 18. Variacion promedio (n=3) en la concentracion de etanol al transcurrir el tiempo
de fermentacion, evaluado con la levadura Candida guillermondii, en tratamientos con

diferentes concentraciones iniciales de xilosa comercial.

Al haber analizado el consumo de xilosa en la Figura 12, era de esperar que con
concentraciones iniciales bajas de xilosa en el medio (20 y 40 g/L), la tendencia fuera a una
menor produccion de etanol, pues la produccion del metabolito depende de la presencia de
esta fuente de carbono y bajo esas condiciones se comentd que la xilosa era casi cero a
partir de las 70 horas. Por ende la levadura consume el alcohol como posible estrategia de

sobrevivencia en la regeneracion de los cofactores requeridos, como ya fue comentado.

Arce (2004), Milanés (2007) y Solana (2011) también estudiaron la concentracion
de etanol en el medio a las 100 horas de fermentacién con la levadura X, donde se
reportaron valores de 1,74; 1,77 y 1,33 g/L, respectivamente, al iniciar con una
concentracion de 9 g/L de xilosa comercial. Estos resultados fueron muy similares al
obtenido en la fermentacion con Candida guillermondii (2,16 g/L) al trabajar con la

concentracion inicial de 40 g/L de xilosa comercial.
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Al analizar diferentes concentraciones iniciales de xilosa comercial, Solana (2011)
reporta que la mayor concentracion de etanol (6,59 g/L) se obtiene al trabajar con una
concentracion 39 g/L a las 23 horas de proceso. En este estudio, este valor corresponde de
forma similar al tratamiento con 60 g/L a las 77 horas; tiempo en el que ya se ha consumido
parte del metabolito producido. Mientras la mayor concentracién de etanol se logra al
trabajar con 70 g/L a las 100 horas de proceso, fermentacion en la que casi no se reporta un
consumo del mismo. Por lo que los valores difieren bastante al emplear la levadura
Candida guillermondii o la “Cepa X”, observandose que en el primer caso, la
concentracion de etanol residual depende de cuanto se forma y de qué tan rapido se

consume.

En la Figura 18 se observan fluctuaciones en la concentracion de etanol en el medio
a través del tiempo debido a que, de acuerdo con los resultados presentado por Granstrom
et al. (2007), en condiciones limitadas de oxigeno, las levaduras Candida guillermondii y
Candida tropicalis acamulan etanol segin la necesidad de regeneracion de NAD", para
superar la inhibicion causada a la XDH, por exceso de NADH en el medio y asi mantener el
balance redox, por lo que la cantidad presente en el medio, depende de la necesidad de

regeneracion de los cofactores.

Lo anterior coincide a su vez con lo expuesto por Hallborn et al. (1994), quienes
afirman que la produccion de xilitol y el consumo de etanol mantienen una relacion
estequiométrica por medio de la generacion del NAD(P), donde por cada mol de etanol
convertido en acetato, dos moles de NAD(P) se transforman en NAD(P)H y por cada dos

moles de xilitol producido, dos moles de NAD(P) se hacen circular.

Por otra parte, Meinander y Hahn-Hagerdal (1997), mencionan que un exceso de
etanol en el medio, también puede inhibir el metabolismo de la xilosa, al interferir en las
regiones hidrofébicas de la membrana y saturar el sistema de transporte, lo cual pudo
afectar la eficiencia en el consumo de xilosa cuando se inici6 el proceso con 100 g/L de
xilosa ademas de la presion osmotica generada por una alta concentracion de azlcar en el

medio.
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De este modo, se infiere que los valores obtenidos en las variables respuesta de
concentracion de xilosa, concentracion de etanol y concentracion celular fueron afectados
por una interaccion entre la variacion en la concentracion de xilosa comercial inicial y el
tiempo de fermentacion. No se puede definir el tratamiento que produzca mas etanol, el que
consuma mas xilosa o el que aumente mas la concentracion celular; inicamente pueden ser
evaluadas algunas tendencias conforme transcurre el tiempo de fermentacion cuando a su

vez se varia la concentracion de xilosa inicial en el medio de fermentacion.

5.3 Evaluacion del proceso fermentativo al variar la concentracion inicial de xilosa

extraida de residuos de pifia y su comparacion con xilosa comercial

En el presente trabajo se evalud la produccidon de xilitol y otros metabolitos, al
variar la concentracion inicial de xilosa extraida por proceso quimico de hidrolisis de
residuos hemiceluldsicos de pifia. Siguiendo una metodologia similar a la utilizada con
xilosa comercial pura, se evaluaron fermentaciones con concentraciones iniciales de 60 y
70 g/L de xilosa y se decidid finalizar el proceso a las 70 horas, pues pese a que con la
xilosa comercial no se obtuvieron diferencias significativas entre ambas concentraciones,
Mussatto & Roberto (2008) enfatizan en la posibilidad de obtener diferencias en los
resultados al variar el tipo de xilosa y a la presencia de inhibidores, inclusive cuando los
hidrolizados de materiales lignoceluldsicos son purificados. Es por esto que, ademds se
compararon los resultados obtenidos entre fermentaciones que se llevaron a cabo con xilosa
comercial y fermentaciones con xilosa extraida del residuo de pifia. A continuacién se

presentan los resultados para cada una de las variables respuestas estudiadas.

Se debe tomar en cuenta que con fines de facilitar la interpretacion y comparacion
de los resultados al emplear diferentes tipos de sustrato, se le decidi6 llamar a la xilosa
comercial pura como “xilosa comercial” y a la xilosa extraida de residuos de pifia como

“xilosa extraida”.
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Evaluacion de la concentracion celular de la levadura Candida

guillermondii en fermentaciones iniciadas con xilosa comercial y con xilosa

extraida de residuos de pifia-

Con respecto a la concentracion celular, se determiné con un 95% de confianza, que

existe un efecto del tiempo y del tipo de xilosa, de forma independiente sobre la variable

respuesta (Cuadro XI del apéndice). Por lo tanto, se procedio a realizar una prueba de

Tukey para establecer diferencias entre los promedios de los tratamientos (Cuadro XII del

apéndice).
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Figura 19. Variacion promedio (n=3) en la concentracion celular a diferentes tiempos del

proceso de fermentacion, independientemente de la concentracion inicial y del tipo de

Promedios con diferente letra son estadisticamente diferentes con un nivel de confianza del 95%.

xilosa, con la levadura Candida guillermondii.

En la Figura 19, se observa que con un 95% de confianza, la poblacion de levaduras

es mayor en 0,14 log, cuando el proceso ha transcurrido por 70 horas respecto a la presente

a las 29 horas; no obstante no hay diferencias significativas en la concentraciéon celular a

esos tiempos y la determinada a las 50 horas. A nivel practico y microbiologico, menos de

un logaritmo no es un aumento relevante en el crecimiento del microorganismo. Por lo que

en este estudio, se puede asumir que la concentracion celular no cambia entre las 29 y 70
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horas, pese a que no se sabe si las células estdn vivas o muertas por las razones descritas

anteriormente.

Asimismo, en la Figura 20, se muestra que hubo diferencias significativas entre los
promedios de la concentracion celular al variar el tipo de xilosa. Se obtuvo un mayor
promedio de concentracion celular cuando se trabajo con la xilosa comercial que con xilosa

extraida de los residuos de pifia.

Al igual que en el caso anterior, a nivel estadistico se dice que las diferencias son
significativas, pero a nivel practico y microbioldgico, una diferencia de 0,2 en un ciclo
logaritmico no es un efecto fisico distintivo, por lo que no se puede asegurar que con un
sustrato sintético el microorganismo haya crecido mas que con la xilosa extraida. Pues
incluso cuando se reporta que hubo un crecimiento celular se habla hasta de un aumento en
un 60% en la concentracion celular, como lo detalla Virginio et al. (2007) con hidrolizados
de bagazo de cafia de azucar, donde se produce 22 g/L de biomasa, al trabajar con una

relacion de glucosa respecto a xilosa de 1:2,5.
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Figura 20. Variacion promedio (n=3) en la concentracion celular con dos tipos de xilosa,
independientemente de la concentracion inicial de xilosa comercial, en un periodo de 29 a

70 h de proceso, con la levadura Candida guillermondii.

Promedios con diferente letra son estadisticamente diferentes con un nivel de confianza del 95%.
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Lo que si se puede diferenciar entre el crecimiento en medios con xilosa comercial y
medios con xilosa extraida de residuos de pifia (Figura 21), es que en el primer caso, la
curva de crecimiento es mas definida en cuanto a una fase exponencial y otra estacionaria o
de estabilidad. Mientras en el segundo caso, la curva de crecimiento tanto con la
concentracion de 60 g/L. de xilosa como con la de 70 g/L, presenta mas fluctuaciones,
debidas posiblemente a la complejidad del sustrato que presenta compuestos inhibidores del
crecimiento celular y que dificultan la adaptacion de la levadura en el medio. Incluso, se
aprecia que el crecimiento celular con la xilosa extraida fue irrelevante e incluso menor que
con la xilosa comercial, pese a que las velocidades de crecimiento fueron muy similares al
emplear ambos sustratos, entre 0,011 y 0,025 g/(L h), considerando las dos

concentraciones, con base en la Figura 21 y el Cuadro V.

En este estudio con la xilosa extraida de la pifia, no se evidencia la produccion de
metabolitos tales como xilitol o etanol. Al respecto, Mussatto & Roberto (2008), al evaluar
las concentraciones de 55, 70 y 95 g/L, reportan la de 70 g/L. como la concentracién inicial

que mejor favorece la produccion de xilitol sin afectar el desarrollo microbiano.
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Figura 21. Variacion promedio (n=3) en la concentracion celular con dos tipos y
dos concentraciones iniciales de xilosa al transcurrir el tiempo de fermentacion con la

levadura Candida guillermondli.
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Cuadro V. Velocidad promedio (n=3) de crecimiento de la levadura Candida

guillermondii al variar la concentracion inicial y el tipo de la xilosa.

Tipo de xilosa | Concentracion inicial de xilosa | Velocidad de crecimiento
(/L) (g*L*h™)
Comercial 60 0,025
70 0,013
Extraida 60 0,011
de pifa 70 0,018

Dichos investigadores enfatizan que las levaduras no tienen un comportamiento
estandar, sino que tienen diferentes capacidades de bioconversion ante hidrolizados con
diversos composiciones quimicas, por lo que era de esperar que con xilosa comercial el
microorganismo tuviera un comportamiento de crecimiento diferente que con el
hidrolizado. Incluso, Mussatto & Roberto (2008) exponen que con Candida guillermondii
el diferente desempefio se ve reflejado con rendimientos en la produccién de xilitol, que
van desde 0,54 g/g con xilosa extraida de bagazo de cafna hasta menos de 0,2 g/g con xilosa
de material hemiceluldsico de eucalipto. En el presente estudio, esta variable es estudiada

en la siguiente seccion.
5.3.2 Evaluacion de la concentracion de xilosa residual

Al estudiar la variacion promedio de la concentracion de xilosa presente en el medio
de fermentacion, se observa que hay una interaccion entre el efecto del tipo de xilosa
empleada y el de la concentracion inicial. Por lo tanto, el efecto del tipo de xilosa depende

de su concentracion inicial (apéndice, Cuadro XI), con un 95% de confianza.

Al observar la Figura 22, donde se muestra la variacion en la concentracion de
xilosa en relacion con el tipo de xilosa y la concentracion inicial de xilosa; se puede inferir
que al trabajar con xilosa extraida, entre las 29 y 70 horas de proceso, independientemente
de la concentracion con la cual se inicie la fermentacion, se obtienen valores alrededor de
68 g/L. Caso contrario sucedio en las fermentaciones con la xilosa comercial, en las cuales

si se aprecia un consumo de la fuente de carbono a través del tiempo.
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Con base en los resultados obtenidos para las fermentaciones con xilosa extraida, se
decidi6 analizar el comportamiento de otros azlcares presentes en el hidrolizado. En la
Figuras 23 y 24, se observa la concentracion de glucosa y galactosa a través del tiempo de
fermentacion. El medio que se prepard con 60 g/L de xilosa extraida contenia 39,8+5,2 g/L
de glucosa y 16,1+0,9 g/L de galactosa; en tanto que el medio con 70 g/L de xilosa contenia

42,1+0,9 g/L de glucosa y 9,5+0,9 g/L de galactosa.

Es comun que cuando se trabaja con hidrolizados (xilosa extraida), se cuente con la
posible presencia de otros azicares como galactosa, fructosa y glucosa, ademas de
compuestos inhibidores de la fermentacion, como por ejemplo el hidroximetilfurfural, el
furfural y el 4cido acético, principalmente (Herazo ef al., 2007). Por lo tanto, era de esperar
que en un medio de fermentacidn sintético el consumo de la xilosa se realizara con mayor
facilidad que un medio con hidrolizados de residuos hemicelulésicos, que pueden afectar la

actividad de la levadura.
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Figura 22. Variacion promedio (n=3) en la concentracion de xilosa residual, al inciar la
fermentacion con dos concentraciones iniciales de xilosa (60 y 70 g/L) y dos tipos de xilosa

(comercial y extraida), en un periodo de 29 a 70 h de proceso.

Con base en la Figura 22, en la fermentacion iniciada con 60 g/L de xilosa

extraida, la concentracion evaluada entre las 29 y 100 horas de proceso es cercana a los 70
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g/L. Esto a su vez, se puede observar con la Figura 23, donde se evalian cambios de las
variables respuesta a través del tiempo de proceso. Las fluctuaciones se pueden asociar a la
complejidad en la determinacion de la xilosa en presencia de otros azlicares, como manosa
y/o fructosa; pues estos presentan un comportamiento muy similar en la deteccion de las
sefales en el cromatograma y es posible que se cuantifique una mezcla en lugar de un
analito especifico. También influye el hecho de trabajar con un sustrato 4cido tan complejo,
donde algunos compuestos volatiles como el 4cido acético presentes pueden evaporarse al
transcurrir el tiempo, alterando la concentracion inicial de 60 g/L de xilosa. Hay que tomar
en cuenta que en el metabolismo de la levadura Candida guillermondii, la xilosa es el
sustrato para la produccion de otros metabolitos y que el microorganismo no es capaz de
producirlo a partir de otra fuente, por lo que por lo tanto no se puede hablar de un aumento

real en la concentracion de xilosa.

g0 9.2
70“_ X - ____¥_CIZ===--== + 9.2
R i 7 e
E:o X 5 -9 =
£ 91 E
S40 - 3
= S 90 E
5 30 X ol
S20 1 - 9.0
= t=gp========c=¥Y===P============f========Zz===¥X
10 f; = * ¥ * - 8.9
i.- - WS -——
0 & ——d— R e Sama e eSS B 8.9
0 10 20 30 40 50 60 70
Tiempo de fermentacion (h)
exilosa Metanol 4 xilitol glucosa ®acido acético X galactosa > concentracion celular

Figura 23. Variacion promedio (n=3) en la concentracion de xilosa, xilitol, etanol,
glucosa, acido acético y concentracion celular durante un proceso de fermentacion, por lote,
de 70 horas, empleando una concentracion inicial de 60 g/L de xilosa extraida de residuos

hemicelulosicos de pifia.

Una situacion muy similar se presenta al evaluar la fermentacion realizada con una

concentracion incial de 70 g/L de xilosa extraida, cuyo comportamiento se muestra en la
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Figura 24. Aunque en este caso, la concentracion de xilosa se mantiene mas constante
alrededor de los 70 g/L, y las fluctuaciones, se asocian una vez mas a errores en la
determinacion. Ademas, no se aprecia el consumo de algin azicar que incluso tenga algun
efecto en la produccion de xilitol o en el crecimiento celular, variables que seran evaluadas

mas adelante.
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Figura 24. Variacion promedio (n=3) en la concentracion de xilosa, xilitol, etanol, glucosa,
acido acético y concentracion celular durante un proceso de fermentacion, por lote, de 70
horas, empleando una concentracion inicial de 70 g/L de xilosa extraida de residuos

hemiceluldsicos de pifia.

En la Figura 25, se presenta la interpretacion estadistica del efecto que tienen las
variables de tiempo y tipo de xilosa sobre la concentracion de xilosa residual en el medio.
No se aprecia una disminucion en la concentracion de xilosa conforme avanza el tiempo de
fermentacion al emplear xilosa extraida de residuos de pifia, contrario a lo que sucede con
la xilosa comercial. Este hecho se puede confirmar al observar las curvas de la cinética de
fermentacion cuando se utilizo el sustrato extraido (Figuras 23 y 24), donde a su vez

tampoco se observa el consumo de otros aziicares tales como galactosa y glucosa.
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Figura 25. Variacion promedio (n=3) en la concentracion de xilosa al evaluar de dos tipos
de xilosa durante tres tiempos de fermentacion, independientemente de la concentracion

inicial de xilosa en el medio.

Las levaduras del género Candida por lo general utilizan las hexosas como fuente
de carbono y energia antes de emplear las pentosas y por ende la velocidad de utilizacion de
la D-glucosa, D-galactosa y D-fructosa es mas mayor que de la D-xilosa, la cual tiende a
ser consumida hasta en el periodo de latencia (Gonzélez et al., 2011). Es esta una de las
razones por las que se sospecha la presencia de otros azicares en el hidrolizado que pueden
ser metabolizados de forma preferente y que compitan con la xilosa, la cual no es

consumida por el microorganismo.

Pese a la presencia de glucosa y galactosa en el hidrolizado, no se aprecia un
consumo real de estos metabolitos, pues sus concentraciones se mantuvieron constantes, a
lo largo del proceso de fermentacion independientemente de la concentracion de xilosa con
la cual se inicid, como se observa en las Figuras 23 y 24. De este modo, también se puede
pensar que las variaciones obtenidas en la poblacion de la levadura no se asocian al

consumo de la xilosa ni a los aztcares evaluados.
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Lee et al. (2003), detallan mas sobre el efecto de inhibicion que también tienen la
D-manosa, D-glucosa y D-fructosa en la actividad de la XR y XDH, donde la D-glucosa y
D-manosa reprimen en mayor grado la XR que la XDH, caso contrario a la D-fructosa la
cual reprime mas la XDH. La actividad de Candida guillermondii para la produccion de
xilitol, es estrictamente dependiente de la XR, por lo tanto, azicares como manosa y

fructosa, ademas de glucosa y galactosa, también pudieron estar presentes en el hidrolizado,

afectando el transporte y consumo de la xilosa.

5.3.3 Evaluacion de la concentracion de xilitol producido
Existe una interaccion entre el efecto del tipo de xilosa y el del tiempo de proceso
sobre la concentracion de xilitol en el medio (Cuadro XI del apéndice). En la Figura 26, se
aprecia como al trabajar con xilosa comercial se lograron obtener mayores concentraciones

de xilitol que con la xilosa extraida, la cual no pudo ser metabolizada por el
microorganismo.
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Figura 26. Variacion promedio (n=3) en la concentracion de xilitol producido, segun el
tipo de xilosa empleado en la fermentacion a las 29, 50 y 70 horas e independiemtemente

de la concentracion de xilosa inicial en el medio.

Se sabe de otros factores que entorpecen la bioconversion de la xilosa en xilitol

comunmente cuando se trabaja con hidrolizados, como lo es la presencia de los
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compuestos: hidroximetilfurfural, furfural y acido acético. En este estudio no fue posible
determinar los dos primeros, por no contar con patrones de cuantificacion y la metodologia
necesaria, pero se sabe con certeza que estos son productos asociados a procesos de

hidrolisis de materiales hemiceluldsicos (Herazo et al., 2007).

Entre los tratamientos para la reduccion de dichos inhibidores, esté el uso de carbon
activado y la adaptacion de las levaduras en el hidrolizado (Herazo et al., 2007). En este
estudio, aunque la caracterizacion del hidrolizado no forma parte de los objetivos
planteados, se debe mencionar que el sustrato se sometid a una serie de etapas de
purificacion, incluyendo tratamientos con carbon activado (Blanco, 2012). Sin embargo
seglin Mussatto & Roberto (2004), con este método no se asegura la eliminacion completa
de dichos compuestos, lo cual se pudo comprobar al encontrar la presencia de acido acético
en una relacion de hasta 2/5 respecto a la xilosa. Ademas, dichos autores aseguran que este
acido solubiliza los lipidos de la membrana celular, de modo que se altera el transporte de
grupos fosfato y la morfologia celular, lo cual pudo tener un efecto sinérgico de inhibicion,
junto con la presencia de los azucares antes mencionados, en el crecimiento celular, la

produccion de xilitol e incluso en el consumo de las hexosas.

Un comportamiento muy similar se present6 en el estudio realizado por Rodrigues
et al. (2003), en el cual se evalu¢ el efecto de los diferentes valores de pH controlados en el
medio de fermentacion. La coincidencia se presenta cuando se estudia el sustrato con un
valor de pH 5,5; pues en ¢l se da una fase adaptacion que dura alrededor de 80 h, donde no
se observa la produccion de xilitol y/o aumento de biomasa, ni tampoco consumo de xilosa
y/o produccion de acido acético. Posterior a este periodo, se sefiala que tanto el crecimiento

celular como el consumo de xilosa se restauran.

Cuando se trabajo con el hidrolizado de residuos de pifia, en la reducciéon de
compuestos toxicos del sustrato, como etapa final del proceso, se ajusta el pH a 5,4; valor
muy cercano al evaluado por Rodrigues ef al. (2003). Sin embargo, no fue posible observar
una posible restauracion del sistema como en el anterior estudio, debido a que las

fermentaciones culminaron a las 70 horas. Estos autores expresan que la inhibicion causada
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por el 4cido acético se disminuye cuando se trabaja con valores de pH superiores al del pKa
del acido acético (4,8). También, Roberto ef al. (1996) observaron una fase de retardo en
una fermentacion con Candida guillermondii empleando como sustrato un hidrolizado de
paja de arroz a un pH 4,5, pero no al trabajar con valores de pH 6,0. De modo, que ambos
autores coinciden en que este suceso se logra superar mediante la elevacion del pH inicial
del sustrato con disoluciones de NaOH, para contrarrestar el efecto de inhibicion causado
por el acido acético, situacion que debe ser considerada cuando se trabaja con hidrolizados

con altas concentraciones de acido acético.

Debido a que no hubo producciéon de xilitol al llevar a cabo la fermentacién con
xilosa extraida de residuos de pifia, los rendimientos en produccion de xilitol y la

productividad por ende no se reportan.

Por lo tanto, el patron general observado en levaduras como Candida guillermondii,
en cultivos que tienen mezcla de azicares, es la inhibicion o retardo de la utilizacion de la
xilosa por presencia de glucosa en el medio, reduciéndose el rendimiento y productividad
de xilitol. Por el momento, los mayores rendimientos con Candida guillermondii se han
reportado con hidrolizados a partir de bagazo de cafia con valores del 80% (Alves et al.,

1998) y a partir de la paja de trigo con resultados del 90% (Canilha et al., 2004).

Por otra parte, Martinez et al. (2003), sefialan que si la concentracion de glucosa en
el medio de fermentacion es baja y también hay presencia de acido acético, el efecto toxico
causado por el acido durante el metabolismo de la xilosa, se ve disminuido. Respecto al
mismo tema, Mussatto et al. (2006) recomiendan trabajar con una concentracién menor de
1/5 en relacidon con la xilosa, pues un valor mayor se considera suficiente para causar

inhibicion, por lo mencionado anteriormente.

De este modo, como propuesta de mejora, se puede analizar disminuir la
concentracion de glucosa inicial en el medio de fermentacion, ya que se trabajo con una
concentracion inicial alrededor de los 40 g/L. de glucosa (ver Figuras 31 y 32 del apéndice),
que representa una relacion de hasta dos tercios con respecto a la xilosa extraida en el

medio. La estrategia puede basarse en realizar pretratamientos al material lignoceluldsico,
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que ademas contiene una cantidad importante de pulpa de pifia rica en azucares, y con ello,
también disminuir el efecto causado por el acido, presente en el hidrolizado de pifia, sobre

el metabolismo de la levadura.

Silva et al. (2005), sefialan que para el crecimiento y produccion de xilitol por C.
guillermondii, en presencia de cosustratos como glucosa y arabinosa, cuando las
concentraciones de estos azlcares estdn por debajo de los 10g/L, se mejora
bioenergéticamente la conversion de xilosa a xilitol, llevada a cabo con hidrolizados que
contiene una cantidad inicial de xilosa de 70g/L. Sin embargo, este efecto favorable no se
aprecio en el presente estudio, ya que la cantidad inicial de glucosa supero los 40 g/L y la

levadura no fue capaz de metabolizarlos.

También se debe considerar que fue necesario concentrar los hidrolizados, pues las
cantidades de xilosa obtenidas por el proceso de hidrolisis, no eran suficientes como para
formular los medios de fermentacion con 60 6 70 g/L xilosa. En este proceso de
concentracion se pueden aumentar los niveles de los compuestos toxicos, incluyendo acido
acético, furfural, hidroximetilfurfural y derivados de la lignina, los cuales son potenciales
inhibidores del metabolismo microbiano (Mussatto & Roberto, 2004). Por lo que para
evitar etapas de concentracion, se podria pensar en el hecho de trabajar con concentraciones

de xilosa menores, cuando estas no son totalmente puras.

Por lo tanto, se puede inferir que bajo las condiciones estudiadas, la aplicacion
bioquimica con fines industriales, es un punto de investigacion actual, donde por el
momento la reduccion quimica de la xilosa a xilitol es todavia la méas competitiva en cuanto

a su producciodn industrial.
5.3.4 Evaluacion de la concentracion de etanol producido

Con respecto a la variable de concentracion de etanol, se determind que existe una
interaccion entre el efecto del tiempo y el de concentracion inicial de xilosa sobre la
produccion de este metabolito (Cuadro XI del apéndice). En la Figura 27, se observa que

hay una tendencia a un aumento en la concentracion del etanol conforme avanza el tiempo
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de la fermentacion, para ambas cantidades de xilosa inicial analizadas. En el caso de la
fermentacidon que se inici6 con 60 g/L de xilosa, el aumento en la concentracion de etanol
fue de 3,06 g/L, entre las 50 y 100 horas, mientras que cuando se inici6 con 70 g/L el
aumento fue de 2,04 g/L.

Figura 27. Variacion promedio (n=3) en la concentracion etanol al evaluar dos
concentraciones iniciales de xilosa a las 29, 50 y 70 horas de fermentacion,

independientemente del tipo de xilosa empleado.

Asimismo, existe una interaccion entre el efecto del tiempo y el tipo de xilosa con
que se trabajo sobre la concentracion de etanol (Cuadro XI del apéndice). En la Figura 28,
se evidencia una mayor produccion de etanol en el tiempo cuando la fermentacion se llevod
a cabo con xilosa comercial, reportandose un aumento de 4,8 g/L entre las 29 y 70 horas.
Sin embargo, las concentraciones de etanol con la xilosa extraida de residuos de pifia, son

practicamente cero en los tiempos de fermentacion analizados.
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Tipo de Xiloszn

Figura 28. Variacion promedio (n=3) en la concentracion de etanol para dos tipos de xilosa
a las 29, 50 y 70 horas de fermentacion, independientemente de la concentracion inicial de

xilosa en el medio.

La produccion de etanol al emplear xilosa comercial como sustrato, se debe a la
necesidad de mantener un balance redox en el medio de fermentacion, que estimula a la
levadura al consumo de la xilosa. Sin embargo, este comportamiento no es evidente al

utilizar como sustrato la xilosa extraida de residuos de pifia.

Yablochkova et al. (2003) afirman que sustratos ricos en glucosa y que contienen
cantidades insignificantes de D-xilosa, son prometedores solamente para la produccion de
etanol con levaduras como Candida guillermondii. Asimismo, en una investigacion
realizada por Lee et al. (2003), sobre produccion de xilitol con la levadura Candida
guillermondii, se determind que en presencia de D-glucosa y D-fructosa, el etanol es el
unico producto de la fermentacion. Rodrigues et al. (2003) reportan concentraciones de
6,75 g/L de etanol en un medio con concentraciones iniciales de 70 g/L de xilosa y tan solo

4,4 g/L de glucosa.
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En el presente estudio, al utilizar el hidrolizado de residuos hemiceluldsicos de piia,
se produjeron 0,38g/L de etanol en 70 horas de fermentacion, tal y como se muestra en la
Figura 28. Este valor es considerado muy pequefo, en comparacioén con el reportado por
Rodrigues et al. (2003) y respecto a la concentracion inicial de xilosa, glucosa y galactosa.
El resultado se puede asociar a que el microorganismo no consumiera la xilosa, no creciera,
no produjera xilitol y por ende no necesitara producir etanol para mantener el balance redox
en el ciclo del metabolismo. Lo anterior pudo ser consecuencia de la presencia de otros
azucares no identificados en el medio de fermentacion, debido a la complejidad del sustrato

o incluso errores asociados a la medicion.
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6. CONCLUSIONES

6.1 Evaluacion del comportamiento cinético de la levadura, el consumo de xilosa y

la produccion de metabolitos.

e En las primeras 22 horas del proceso de fermentacion, la levadura Candida
guillermondii utiliza la xilosa como su Unica fuente de carbono para

crecimiento celular (fase log).

e FEn la fase estacionaria del crecimiento celular la levadura comienza a

producir xilitol.

e Bajo las condiciones experimentales estudiadas, el etanol se produce en la

etapa estacionaria del ciclo de vida del microorganismo.

6.2 Evaluacion de la capacidad de produccion de xilitol de la cepa Candida
guilliermondii al variar la concentracion inicial de xilosa comercial a nivel de

laboratorio.

e Con respecto a la concentracion inicial de xilosa, los mayores rendimientos
en la produccioén de xilitol, se obtienen al iniciar el proceso de fermentacion
con 60 y 70 g/L de xilosa comercial, con valores de 66 y 67%,

respectivamente.

e Las mayores productividades en la produccion de xilitol, con respecto a la
concentracion inicial de xilosa, se obtienen al iniciar el proceso de
fermentacion con 60 y 70 g/L de xilosa comercial, con valores de 0,45 y

0,52 g de xilitol*L™'*h™, respectivamente.

e Las mayores productividades de xilitol, con respecto al tiempo, se producen
a las 50 y 70 horas del proceso de fermentacion, con valores de 0,36 y 0,32

g de xilitol*L " *h™ respectivamente.

e La produccion de etanol en el medio no estd asociada de forma directa con la

concentracion inicial de xilosa.



71

e No se evidencia una conversion de xilitol a xilulosa, asociado a una
disminucion en la concentracion de xilitol, en un proceso de 100 horas de

fermentacion con xilosa comercial.

6.3 Evaluacion de la produccion de xilitol de la cepa Candida guilliermondii
utilizando xilosa extraida de los residuos de pifia a nivel de laboratorio y

comparacion con la fermentacion realizada con xilosa comercial pura.

e La levadura Candida guillermondii no consumid la xilosa, al utilizar en la

fermentacion el sustrato extraido de residuos de pina.

e Hay un mayor crecimiento celular de Candida guillermondii en
fermentaciones que emplean como medio xilosa comercial que cuando se

utiliza un sustrato a partir de hidrolizados de residuos de pifia.

e Se produce un mayor aumento en la concentracién de etanol, a través del
tiempo, en fermentaciones realizadas con el medio sintético que respecto a
fermentaciones que utilizan como sustrato xilosa extraida de residuos de

pifa.

e FEl rendimiento y la productividad de xilitol, con el medio que contiene
xilosa extraida por hidrélisis quimica no se pudieron establecer al no

producirse xilitol.

e Bajo las condiciones estudiadas, la aplicacion bioquimica con fines
industriales, es un punto de investigacion actual, donde por el momento la
reduccion quimica de la xilosa a xilitol es todavia la mas competitiva en

cuanto a su produccion industrial.
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7. RECOMENDACIONES

e Considerar la adicion de glucosa al proceso fermentativo con xilosa
comercial, en una proporcion menor a 1/5 respecto a la xilosa comercial,
segun recomendaciones de Mussato ef al. (2006) para la mejora del

rendimiento y productividad de xilitol en el medio sintético.

e Considerar la disminucion de la concentracion de la glucosa en el proceso de
fermentacion con xilosa extraida de residuos de pifia, en proporciones
menores a 1/5 con respecto a la xilosa, con el fin de disminuir el estrés
osmotico causado a la levadura y no alterar el consumo de la xilosa como

fuente de carbono.

e Evaluar la adicién de glicerol al medio de fermentacion con el fin de mejorar
los rendimientos empleando una menor concentracion de xilosa comercial,

al ayudar a mantener el balance redox.

e Trabajar con concentraciones mas bajas de xilosa extraida de residuos de
pifa, de forma que se pueda evaluar fermentaciones con hidrolizados menos

concentrados.

e Determinar la presencia de otros azlicares ademds de glucosa, xilosa y
galactosa, tales como arabinosa, manosa y fructosa, en el hidrolizado de
pifia, que puedan ser competitivos en el consumo de la xilosa, ademas de
los compuestos HMF y furfural considerados inhibidores de Ila

fermentacion.

e Realizar fermentaciones, bajo las mismas condiciones, con hidrolizados
cuyo valor de pH sea mayor a 5,4 con el fin de contrarrestar el efecto

inhibidor del acido acético presente en el medio.

e Evaluar el comportamiento de la levadura Candida guillermondii, por
tiempos mayores de las 70 horas de proceso, bajo las mismas condiciones

empleadas en la fermentacién con la xilosa extraida de residuos de pifa,
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con el fin de determinar si el microorganismo logra adaptarse después de

este tiempo.

e Establecer una metodologia que permita hacer distincién entre si el
microorganismo se encuentra vivo o muerto durante la fermentacion, tanto
en la que se inici6 con xilosa comercial, como con xilosa extraida de

residuos de pina.

e Determinar y establecer un método de cuantificacion de xilulosa en los

diferentes tiempos de muestreo establecidos en la fermentacion.

e Considerar el uso de otros tipos de residuos con un mayor contenido de
hemicelulosa que mejoren los rendimientos de extraccion de xilosa, para

incluso evitar etapas de concentracion del hidrolizado.

e Evaluar la capacidad del proceso fermentativo para un escalamiento a nivel

piloto.
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Figura 29. Variacion promedio (n=3) en la concentracion de xilosa, xilitol, etanol y

concentracion celular durante el proceso de fermentacion, por lote, de 100 horas, utilizando

una concentracion inicial de 20 g/L de xilosa comercial.
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Figura 30. Variacion promedio (n=3) en la concentracion de xilosa, xilitol, etanol y

concentracion celular durante el proceso de fermentacion, por lote, de 100 horas, utilizando

una concentracion inicial de 40 g/L de xilosa comercial.
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Figura 31. Variacion promedio (n=3) en la concentracion de xilosa, xilitol, etanol y
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concentracion celular durante el proceso de fermentacion, por lote, de 100 horas, utilizando

una concentracion inicial de 60 g/L de xilosa inicial comercial
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Figura 32. Variacion promedio (n=3) en la concentracion de xilosa, xilitol, etanol y

concentracion celular durante el proceso de fermentacion, por lote, de 100 horas, utilizando

una concentracion inicial de 70 g/L de xilosa comercial.
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Figura 33. Variacion promedio (n=3) en la concentracion de xilosa, xilitol, etanol y

concentracion celular durante el proceso de fermentacion, por lote, de 100 horas, utilizando

una concentracion de 100 g/L de xilosa comercial.
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Cuadro VI. Variaciéon en los promedios*(n=3) de la concentracion de xilosa,

concentracion de etanol, concentracion de xilitol, concentracién celular, rendimiento y

productividad de xilitol durante una fermentacion con la levadura Candida guillermondii en

un medio sintético.

Rendimiento
e o | Xisa | Bl | ol | N | i | P
(/L) (horas) (g/L) (g/L) (g/L) (log #cel/mL) pr(;le ;licl:)sgg (@*L*h™)
consumida)
20,62 0 20,6+0,2 | 0,0£0,0 |0,05+0,01 | 8,391+0,001 NA." NA."
20,62 17£2 0,02+0,03 | 0,7+0,1 8,78+0,05 0,2+0,1 0,15+0,01
20,62 22 10,0£0,5 | 0,7+0,1 | 4,0+0,2 9,13+0,02 0,38+0,03 0,18+0,01
20,62 29 72404 | 1,1£0,1 | 4,3+0,2 9,25+0,05 0,32+0,02 0,15+0,01
20,62 50 2,7403 | 1,740,1 | 4,5+0,2 9,35+0,05 0,25+0,01 0,091+0,004
20,62 70 0,5+0,2 | 1,003 | 3,8+0,2 9,43+0,02 0,19+0,01 0,055+0,002
20,62 77 0,3+0,1 | 0,6£0,2 | 3,5+0.4 9,45+0,02 0,17+0,02 0,045+0,005
20,62 100 0,3+0,1 | 0,1£0,2 | 3,7+0,7 9,47+0,01 0,18+0,03 0,04+0,01
40,42 0 40,4£0,3 | 0,120,1 |0,05+0,02 | 8,79+0,04 NA.S N.A.
40,42 5 35,5+0,5 | 0,040,1 |1,91+0,03| 8,85+0,05 0,39:0,04 0,38+0,01
40,42 22 23,0£0,6 | 1,2+0,1 | 9,2+0,1 9,25+0,04 0,53+0,02 0,42+0,01
40,42 29 162 1,3+0,3 | 11,5+0,8 9,17+0,04 0,47+0,08 0,40+0,03
40,42 50 5+1 2,7+0,2 191 9,25+0,04 0,53+0,04 0,37+0,02
40,42 70 1,5£0,4 | 4,5+0,1 201 9,33+0,02 0,51+0,03 0,28+0,02
40,42 77 0,7£0,7 | 3,9+0,1 2042 9,39:£0,02 0,50+0,06 0,26+0,03
40,42 100 0,0£0,0 | 2,2+0,6 20+1 9,43+0,01 0,48+0,03 0,20+0,01
59,55 601 0,0£0,0 | 0,1+0,1 8,61+0,02 N.A." N.A."
59,55 58+2  [0,07+0,07 | 0,3+0,1 8,58+0,06 0,14+0,04 0,13+0,03
59,55 5542 [0,08+0,04 | 0,6+0,1 8,89:0,02 0,14+0,08 0,11+0,02
59,55 12 52,2+0,3 |0,90+0,08 | 3,04+0,04 |  9,15+0,01 1,0,+0,1 0,254+0,003
59,55 18 49.240,1 |1,04+0,07 | 5,0+0,5 9,12+0,02 0,82+0,04 0,27+0,03
59,55 22 49+1 1,43£0,06 | 5,6+0,6 8,74+0,03 0,5+0,3 0,25+0,03
59,55 29 44+3 2,002 | 6,9+0,2 9,25+0,06 0,4+0,3 0,24+0,01
59,55 39 33,8+0,7 | 2,240,1 | 18,0+0,7 9,27+0,01 0,7+0,4 0,46+0,02
59,55 46 3345 2,1+0,6 1542 9,19+0,03 0,5+0,3 0,33+0,05
59,55 50 162 3,7+0,3 2942 9,36+0,05 0,68+0,02 0,59+0,03
59,55 61 18,9+0,8 | 4,8+0,2 | 26,6+0,7 9,37+0,04 0,73+0,01 0,44+0,01
59,55 70 | 13,43£0,09 | 3,8+0,1 | 33,9+0,6 9,38+0,01 0,70+0,03 0,42+0,01

*: Para las tres réplicas analizadas en cada tratamiento.

+: N.A. equivalente a no aplica al no haber produccion de xilitol
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Rendimiento
Comsentacin | i X | Banol | ol | ST g | P
(/L) (horas) | (g/L) (g/L) (g/L) (log #cel/mL) | P ;:lcl:) szg €l (@ L'*hY)
consumida)
59,55 77 | 4,8+0,3 | 7,63£0,03 | 35+2 9,40+0,01 0,64+0,03 0,45+0,02
59,55 85 11£1 | 6,1£0,5 | 31,4+0,5 9,42+0,03 0,7+0,4 0,37+0,01
59,55 95 1,0£0,4 | 8,2+0,2 34+1 9,42+0,02 0,57+0,02 0,36+0,02
59,55 100 | 1,0£0,1 | 8,0+0,5 34+1 9,463+0,003 0,58+0,02 0,34+0,01
74,57 0 75+3 | 0,03+0,03 | 0,03+0,01 8,87+0,01 NA" NA."
74,57 5 7246 | 0,1£0,1 | 2,2+0,3 8,9+0,1 1+1 0,44+0,06
74,57 22 64+1 | 1,47+0,04 | 9,0+0,4 9,15+0,02 0,86+0,07 0,41+0,02
74,57 29 55+4 | 1,9+0,1 162 9,25:+0,04 0,8+0,2 0,54+0,06
74,57 50 34+6 | 3,5+0,7 28+4 9,25+0,03 0,7+0,2 0,6+0,1
74,57 70 17£2 | 6,0+0,1 42+1 9,35:+0,04 0,73+0,02 0,60£0,01
74,57 77 1241 | 7,75£0,01 | 4142 9,38+0,01 0,7+0,1 0,6+0,1
74,57 100 | 3,240,6 | 9,9+0,2 50+3 9,41+0,01 0,69+0,04 0,500,03
106,24 0 106£9 | 0,1+0,1 | 0,102 8,7+0,1 NA." NA."
106,24 5 105+4 | 0,2+0,2 | 1,240.8 8,9+0,1 1,0+0,4 0,2+0,2
106,24 22 99+4 | 1,6£0,1 | 3,0+0,6 9,3+0,2 0,4+0,5 0,14+0,03
106,24 29 95+2 | 2,0£0,1 | 4,6+0,3 9,33+0,02 0,420,1 0,16+0,01
106,24 50 866 | 3,8+0,1 | 10,2+0,4 9,28+0,04 0,5+0,2 0,20+0,01
106,24 70 76+£2 | 5,7£0,1 1643 9,36+0,05 0,51+0,06 0,22+0,04
106,24 77 7042 6+1 1542 9,27+0,05 0,4+0,2 0,19+0,02
106,24 100 68+2 | 8,2+0,2 16+1 9,34+0,07 0,43+0,04 0,16+0,01

*. Para las tres réplicas analizadas en cada tratamiento.

+: N.A. equivalente a no aplica al no haber produccion de xilitol
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Cuadro VII. Valores F y cuadrado medio del error (CME) para determinar el efecto de la variacién de la concentracion de xilosa
inicial en un medio de fermentacion con xilosa comercial, y del tiempo de proceso sobre el rendimiento de xilitol, la productividad de

xilitol, la concentracion de xilosa, la concentracion de etanol, la concentracion de xilitol y la concentracion celular de la cepa Candida

guillermondii.
. s . . s . Rendimiento de ..
Concentracion de | Concentracion de | Concentracion | Concentracion ere Productividad
. ere xilitol ore
Factores e xilosa etanol de xilitol celular (g xilitol/ g xilosa de xilitol
. . sex ~lgepa-1
interaccion |GL (g/L) (g/L) (g/L) (log #cel/mL) consumida) (g*L"*h")
Valor Valor de Valor Valor Valor Valor
de F CME F CME de F CME de F CME de F CME de F CME
Tiempo (t) 3 | 31,00*% | 582,66 16,44* 17,19 | 3,68*% | 118,24 |44,95* 0,04 1,85 0,02 6,92* | 0,04
C"“ce(“ct)r ACON T 4 1622,55% | 11703,05 | 66,89* | 69,96 |71,78%|2302,78|24,54* | 0,02 |36,65* 0,43 75,14% | 0,42
Réplica 2 0,67 12,58 0,74 0,77 0,81 26,10 | 1,046 0,00 0,74 0,01 0,84 0,00
t*C 12 | 4,01% 75,42 7,26* 7,60 1,70 | 54,62 | 3,72* 0,00 0,42 0,00 1,46 0,01

*Significancia a p<0,05
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Cuadro VIII. Comparacion de los promedios de concentracion de xilitol, rendimiento de xilitol y productividad de xilitol, mediante la

prueba de Tukey, en el proceso de fermentacion durante cuatro tiempos de muestreo (50, 70, 77 y 100 h), al variar la concentracion

inicial de xilosa en un medio de fermentacion sintético.

Concentracion de xilosa inicial | Concentracion de xilitol Rendimiento de xilitol Productividad de xilitol
(g/L) (g/L) (g xilitol/ g xilosa consumida) (g*L'*h™")
20,62 3,88° 0,20° 0,06°
40,42 19,45° 0,51° 0,28
59,55 33,16" 0,66" 0,45"
74,57 37,72° 0,67* 0,52*
106,24 14,15 0,48" 0,20

Promedios con diferente letra son estadisticamente diferentes, con un nivel de confianza del 95%.

Cuadro IX. Comparacion de los promedios de concentracion de xilitol, rendimiento de xilitol y productividad de xilitol, mediante la

prueba de Tukey, al variar la concentracidon de xilosa inicial, para cada uno de los tiempos de muestreo (50, 70, 77 y 100 horas)

realizados durante el proceso de fermentacion sintético.

Tiempo | Concentracion de xilitol | Productividad de xilitol
(h) (g/L) (g*L"*h™)
50 18,11° 0,33"
70 22,98 0,32°
77 20,98 027
100 24,63" 0,25°

Promedios con diferente letra son estadisticamente diferentes, con un nivel de confianza del 95%.
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Cuadro X. Variacién en los promedios*(n=3) de la concentraciéon de xilosa, concentraciéon de etanol, concentracion de xilitol,

concentracion celular, concentracion de glucosa, concentracion de galactosa, concentracion de acido acético, rendimiento de xilitol y

productividad de xilitol en una fermentacién con la levadura Candida guillermondii en un medio con hidrolizado de residuos

hemicelulosicos de piiia.

Concentracion Tiempo | Xilosa Etanol Xilitol Concc:ll:l t;;ci()n Glucosa | Galactosa ;tzi(ilcoo
inicial xilosa (g/L) | (horas) | (g/L) (g/L) @) | (og eelmL) (g/L) (g/L) L)
62,63 0 6343 343 0,0+0,0 8,88+0,02 40+5 16,140,9 | 15,0+0,2
62,63 6244 6+3 0,0£0,0 8,99+0,04 3248 1543 1441
62,63 22 66+2 242 0,0+0,0 9,14+0,04 4243 151 15,240,6
62,63 29 60,6+0,1 | 0,1£0,0 | 0,0+0,0 9,09+0,03 45,120,1 13+4 15+1
62,63 50 69+1 | 0,092+0,002 | 0,0+0,0 9,11+0,03 45,4+0,6 15+1 16,0+0,3
62,63 70 68+1 11 0,0£0,0 9,14+0,02 45+1 16+2 16,0+0,3
71,32 0 71£2 0,05+0,00 | 0,0+0,0 8,80+0,08 42,1£0,9 | 9,5£0.9 | 20,6+0,5
71,32 7143 0,01+£0,07 | 0,0+0,0 9,0+0,2 42+1 9,8+0,7 | 20,0+0,6
71,32 22 69+7 0,01£0,07 | 0,0+0,0 9,2+0,4 41+4 9,6+0,3 2042
71,32 29 64+7 0,01£0,07 | 0,0+0,0 8,95+0,08 38+4 9,4+0,5 18+2
71,32 50 7242 0,01£0,07 | 0,0+0,0 9,10,1 42,7£0,9 | 9,3£0,7 | 20,7+0,7
71,32 70 7241 0,01£0,07 | 0,0+0,0 9,2+0,2 43,4+0,8 | 9,6+0,3 | 20,8+0,5

*: Para las tres réplicas analizadas en cada tratamiento.
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Cuadro XI. Valores F y cuadrado medio del error (CME) para determinar el efecto de la variacion de la concentracion y del tipo de

xilosa inicial en cada uno de los tiempos evaluados sobre el rendimiento de xilitol, la productividad de xilitol, concentracion de xilosa,

concentracion de etanol, concentracion de xilitol y concentracion celular de la cepa Candida guillermondii.

Rendimiento
Concentracion de | Concentracion de | Concentracion de Concentracion de xilitol Productividad
Factores e xilosa etanol xilitol celular (g xilitol/ g de xilitol
interaccion |GL (g/L) (g/L) (g/L) (log #cel/mL) xilosa (g*L'l*h'l)
consumida)
Valorde F| CME |Valorde F| CME |Valorde F| CME |Valorde F|CME lelgr CME Vdfll%r CME
Tiempo (t) | 2 | 23,94* | 879,74 | 100,83* | 19,79 | 44,78* | 451,63 | 7,41* | 0,06 | 4,67* | 0,05 | 16,40% | 0,04
C"“ce('g)r aclon | 1136% | 417,49 0,36 0,07 2,71 27.38 127 1001 | 11,42% | 0,13 | 28,52* | 0,07
Tipo ?;()’“"’sa 1| 388,10% |14264,66| 597,66% |117,320| 637,47* |6429,032| 4541*% | 038 |32545%| 3,60 | 847,00% | 2,06
Réplica 2 2.75 101,14 3,02 0,593 1,00 9,960 282 (0,02 129 [001] 1,15 [0,00
t*C 2 1,49 54,59 3.97% | 0,779 1,82 18,317 048 0,00 | 9,72% | 0,11 ] 13,84* | 0,03
X*C 1| 917 | 336,84 1,57 0,309 2,71 27,375 0,03 | 0,00 11,42% | 0,13 | 28,52* | 0,07
t+X 2 | 3956 | 145382 | 76,46% | 15,009 | 44,78* | 451,627 | 0,00 | 0,00 | 4,67* | 0,05 | 16,40% | 0,04
t*C*X 2 0,50 18,25 1,26 0,248 1,82 18,317 222 1002 9,72¢ | 0,11 | 13,84* | 0,03

*Significancia a p<0,05
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Cuadro XII. Comparacién de los promedios de la concentracién celular, mediante la

prueba de Tukey, al variar el tiempo del proceso de fermentacion.

Tiempo | Concentracion celular
(h) log(#cel/mL)
29 9,12°
50 9,20 *
70 9,26 °

Promedios con diferente letra son estadisticamente diferentes, con un nivel de confianza del
95%

Cuadro XIII. Comparacion de los promedios de concentracion de concentracion celular,
mediante la prueba de Tukey, al variar la el tipo de xilosa utilizada en el proceso de

fermentacion (comercial o extraida).

Tipo de xilosa Concentracion celular
log(#cel/mL)
Comercial 9,30
Extraida 9,09"

Promedios con diferente letra son estadisticamente diferentes, con un nivel de confianza del
95%
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