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RESUMEN

La hidrdlisis acida diluida del residuo lignocelulésico de raquis
de palma de aceite produce azicares fermentables, como
la xilosa, principal fuente de carbono para la produccién de
xilitol, por Candida guilliermondii. En este estudio, se evalué
el efecto de diferentes medios de cultivo y de condiciones
de fermentacién sobre la produccién de xilitol, a partir de
raquis de palma de aceite, utilizando C. guilliermondii. El
hidrolizado acido de raquis de palma suplementado con 4g/L
extracto de levadura, 3g(NH4)2SO4/L, 0,5g/ MgSO4.7H-0O/L
y 0,1gCaClz.2H20/L mostré ser el mejor medio para el
crecimiento de la levadura en cultivo sumergido, debido
a que presentd los valores mayores, estadisticamente
significativos, de la velocidad especifica maéaxima de
crecimiento, de 0,12h'1 y produccion de biomasa, de 5,5g/L.
(p<0,05). Las condiciones de fermentacion més apropiadas
se obtuvieron con hidrolizado de raquis suplementado a pH
de 5,5, concentracién inicial de xilosa de 17g/L y un inéculo
de 3g/L. La microaerobiosis mostré ser un factor importante
en el proceso de fermentacién, con un volumen de 40mL
de medio, en un matraz de 100mL, se produjo la mayor
concentracion de xilitol de 6,7 g/L (p<0,05).

Palabras clave: Residuos ligninocelulésicos, fermentacion
liquida, hidrdlisis acida, edulcorante, microaerobiosis.

SUMMARY

The dilute-acid hydrolysis of oil palm empty fruit bunch
produces fermentable sugars such as xylose, main carbon
source for xylitol production by Candida guilliermondii.
The influence of different culture media and fermentation
conditions were evaluated on the production of xylitol from
oil palm empty fruit bunch using C. guilliermondii. The acid
hydrolyzated oil palm empty fruit bunch supplemented with
4g yeast extract/L, 3g (NH4)2SO4L, 0.5g MgSO4.7H-0O/L
y 0.1g CaCl.2H-0O/L, was the best culture medium for
the yeast growth in submerged culture because it had the
highest values, statistically significant, of the specific growth
rate 0.12h" and biomass production 5.5g/L (p<0,05).
The suitable fermentation conditions were obtained with
hydrolyzated oil palm empty fruit bunch supplemented at pH
5.5, initial xylose concentration of 17g/L and an inoculum of
3g/L. Microaerobic condition is an important factor on the
fermentation process, with a volume of 40mL in a flask of
100mL, that produces the highest concentrations of xylitol
(6.7g/L) (p<0,05).

Key words: Lignocellulosic waste, liquid fermentation, acid
hydrolysis, sweetener, microaerobic.
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INTRODUCCION

La reutilizacién de residuos agroindustriales es un campo
importante, a nivel biotecnolégico, debido a su potencial,
como materias primas, para la produccién de energia y
productos de valor agregado (Albuquerque et al. 2015);
ademas, el uso de estos residuos contribuye a una reduccién
de la contaminacién ambiental (Silva & Roberto, 2001a).
El proceso de beneficio del fruto de palma de aceite en
Colombia es una de las agroindustrias con mayor generacién
de material contaminante. En términos conservadores, lha
de plantacién de aceite de palma, anualmente, produce 55t
de materia seca, en forma de biomasa fibrosa, mientras que
la produccion de aceite asciende a 5,5t. Adicionalmente, este
cultivo tiene un alto rendimiento en la produccion de aceite,
si se compara con otras oleaginosas, como por ejemplo, con
soya, 13 veces mayor; con girasol, 8 veces y con canola, 6,5
(Chang, 2014). Los principales residuos generados por esta
agroindustria son: racimos vacios, fibra, cuesco o céascara
del fruto y efluentes liquidos, principalmente. De los racimos
de fruta fresca, alrededor de 20 a 23%, son racimos vacios o
raquis; 11 a 14% son fibras; 5 a 7% es cuesco o céascara del
fruto y 65 a 85% son efluentes liquidos (Garcia et al. 2010).
La produccién nacional de racimos de fruta fresca, para el
2014, fue de 5,4 millones de toneladas, lo cual, representa
un estimativo de 1,24 millones de racimos vacios o raquis
de palma (Fedepalma, 2015). Los racimos vacios estan
conformados por celulosa (23,7-65%), hemicelulosa (20,58-
33,52%), lignina (14,1-30,4%) y cenizas (1,3-13%) (Chang,
2014). El polisacérido méas abundante de la hemicelulosa
es el xilano, que puede ascender a 95% del total de los
polisacéridos no celulésicos de la biomasa. El porcentaje de
xilano en los raquis de palma varia entre 20-27% (Shatalov
& Pereira, 2012; Chin et al. 2015). Estos residuos, por su
composicién, constituyen un sustrato potencial para obtener
azlcares fermentables, tales como glucosa y xilosa, que
pueden ser convertidos, biotecnolégicamente, en productos
de valor econémico, como xilitol y etanol (Pereira et al. 2011;
Albuquerque et al. 2015).

El pretratamiento de lignocelulosa, para obtener azlcares
fermentables, es un paso esencial para la conversién con
fermentacién microbiana. Una variedad de pretratamientos,
como el mecénico, quimico y biolégico, han sido
desarrollados para cambiar la estructura y la composicion
quimica de la lignocelulosa y asi mejorar la produccién de
azucares (Duangwang & Sangwichien, 2015; Carvalho et al.
2003). Entre estos métodos, el pretratamiento con hidrolisis
acida puede ser aplicado con éacido diluido o concentrado,
aunque elempleo de acidos concentrados es menos deseable,
porque se forman compuestos inhibitorios. La hidrolisis dcida
diluida es el método mas aplicado generalmente y el mas
estudiado entre los pretratamientos quimicos. El objetivo
principal de la hidrolisis acida es solubilizar la fraccién de

hemicelulosa de la biomasa e incrementar la accesibilidad
de la celulosa por parte de las enzimas (Zhang et al. 2012).

Algunas especies de levaduras, se encuentran entre los
mejores productores de xilitol, fermentando la xilosa,
mediante la enzima xilosa-reductasa (XR), dependiente de
la Nicotinamida Adenina Dinucleétido Fosfato (NADPH),
produciendo xilitol (Tomotani et al. 2009; Arruda et al.
2011). Entre las levaduras méas destacadas en este proceso,
se registran Candida guilliermondii (Acosta et al. 2005;
Arruda et al. 2011; Sene et al. 2011), Candida tropicalis
(Ling et al. 2011) y Pichia guilliermondii (Zou et al. 2010).

El xilitol, un alcohol pentahidroxilado de la xilosa, puede ser
producido quimica o bioquimicamente, a partir de xilosa
(Acosta et al. 2005; Arruda et al. 2011). Este poliol es
usado como edulcorante en la industria de alimentos, asi
como en productos para la higiene bucal, farmacéuticos y
cosméticos. Tiene propiedades anticariogénicas y se puede
usar por personas diabéticas, ya que su metabolismo es
independiente de la insulina; ademas, es un compuesto
benéfico para personas obesas, porque contribuye a la baja
formacién de grasa en el tejido adiposo (Arruda et al. 2011;
Sene et al. 2011).

Diferentes estudios enfocados en la produccion de xilitol,
via fermentacién, han evaluado diversas condiciones de
fermentacién, como la aireacién, a fin de aumentar su
rendimiento (Soleimani & Tabil, 2014), el pH (Cheng et al.
2009), la concentracién de sustrato (Chang, 2014; Camargo
et al. 2015), el tiempo y sistemas de fermentacién (Carvalho
et al. 2003). También, se han evaluado las condiciones de
hidrdlisis (Pereira et al. 2011; Sene et al. 2011), la adaptacion
de la levadura y los métodos de detoxificacion (Kamal et
al. 2011). El objetivo de este estudio fue evaluar diferentes
medios de cultivo y diversas condiciones de fermentacion,
en la produccién de xilitol por Candida guilliermondii, a
partir de hidrolizados &cidos de raquis de palma de aceite, a
escala de matraz agitado.

MATERIALES Y METODOS

Materiales. Los racimos vacios de frutos o raquis de palma
fueron suministrados por la planta de beneficio Palmares del
Oriente S.A.S. Los racimos se lavaron, secaron y molieron,
en una maquina pica pasto (Molino #1, JM. ESTRADA.S.A,
La Estrella, Colombia), hasta un tamano de particula de 3 a
5mm.

Hidrdlisis &cida del raquis de palma. La hidrdlisis acida de
los raquis, se realizd en matraces Erlenmeyer de 500mL,
con una relacién 1:8 sélido/liquido, tomando 40g del raquis
y 320mL de é&cido sulftrico, diluido al 2%. Los matraces
fueron esterilizados por 30min, a 121°C y posteriormente
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sumergidos en un bafo de hielo, para detener la hidrdlisis.
Finalmente, se filtré todo el contenido del hidrolizado y se
ajusté el pH a 5,0, 5,5 y 6,0 con NaOH al 98%, para los
diferentes tratamientos.

Crecimiento de la levadura en diferentes medios. El
crecimiento de Candida guilliermondiii ATCC 6260, se
determiné en los siguientes medios, a 30°C y 108 rpm: a)
medio liquido de glucosa, peptona y extracto de levadura
(YPQ); b) hidrolizado de raquis de palma (HR) y, c) hidrolizado
de raquis de palma suplementado (HRS), con 4g extracto
de levadura/L, 3g (NH4)2SO4/L, 0,5g MgSO4+.7H-0O/L y 0,1g
CaCle.2H20/L. La biomasa, se determiné por peso seco. En
el método de peso seco, se tomaron 10mL de muestra, se
centrifugé a 3900rpm, durante 20min, a 25°C, se lavé dos
veces con agua destilada y se secd en cajas Petri, a 60°C,
por 72h, para luego registrar el peso seco (Nino-Camacho
& Torres-Saenz, 2010). De las curvas de crecimiento,
se obtuvieron los siguientes parametros: tiempo de fase
exponencial, tiempo de duplicacién (h) y velocidad especifica
maéxima de crecimiento (h™).

Fermentacién a diferentes condiciones. Se selecciondé el
mejor medio de cultivo empleado, con base en el menor
tiempo de duplicacién de la biomasa. Las condiciones
de fermentacion evaluadas fueron: pH (5,0 y 5,5),
concentraciéon de inéculo (3 y 5g/L) y concentracién de
xilosa (17 y 37g/L). La fermentacién, se llevé a cabo en
matraces Erlenmeyer de 100mL, tomando 47mL de medio
de cultivo, se incubd en un agitador, a 200rpm y 30°C, por 96
h. Los paréametros evaluados fueron: concentracién de xilitol,
rendimiento de producto con respecto al sustrato (Yp/s) y
velocidad volumétrica de formacién de producto (Qp). Las
concentraciones de xilosa y de xilitol fueron determinadas
por HPLC (Shimadzu Prominence 20A, Kyoto, Japan), con
una columna Aminex HPX-87H (Biorad) y un detector RI
(Pineros-Castro et al. 2011).

Microaerobiosis. Se estudiaron diferentes condiciones de
aireacién a escala de matraz Erlenmeyer de 100mL, con
variaciones en el volumen de medio efectivo, utilizado de
40, 60, 80 y 90mL (Villalba et al. 2009). La microaerobiosis,
se determiné utilizando el medio de cultivo previamente
seleccionado y un medio minimo de xilosa (MMX), los cuales,
fueron inoculados con 5g de la levadura/L, a 200rpm y 30°C,
con un pH y una concentracién inicial de xilosa especificos.
Se realizaron al menos dos repeticiones de cada tratamiento.

Diseno experimental. En las pruebas de crecimiento de la
levadura y microaerobiosis, se emple6é un disefio factorial
de una sola via, tomando como factores el tipo de medio
y el volumen efectivo, respectivamente. Ademas, en las
pruebas de fermentacién, se aplicé un disefio factorial 2k
completamente aleatorizado, con los siguientes factores:

pH, concentracién de inéculo y concentracién de xilosa.
Los datos experimentales, se sometieron a ANOVA, con un
nivel de significancia del 5% y se utilizé diferencia minima
significativa (LSD), para comparar los tratamientos con
diferencias significativas. El andlisis estadistico, se aplico
mediante Statgraphics plus 5,1. Los resultados se presentan
como el promedio = desviacién estandar.

RESULTADOS Y DISCUSION

Cinéticas de crecimiento en diferentes medios. Las curvas de
crecimiento de C. guilliermondii en los medios YPG, HR y
HRS, se observan en la figura 1. En la tabla 1, se reportan los
valores de la velocidad especifica méaxima de crecimiento,
el tiempo de duplicacién y el tiempo de la fase exponencial.
El tratamiento que se seleccioné para el montaje de las
fermentaciones en matraz agitado fue HRS, debido a
que presentd el mayor valor de la velocidad especifica
méaxima de crecimiento (0,12h"), correspondiente a un
tiempo de duplicacién de 5,77h y la mayor concentracién
final de biomasas (5,5g/L). Los compuestos usados para
suplementar el hidrolizado excluyen cualquier limitacién
del crecimiento de la levadura, debido a una deficiencia
nutricional. Adicionalmente, en la curva de crecimiento con
YPG, se observé una fase de adaptacién prolongada de 20h,
dado que la cepa se mantuvo por debajo de su temperatura
optima (30°C). El comportamiento de la levadura en HR no
muestra una disminucién de la concentracién de biomasa
en las primeras horas de la fermentacién, a pesar de la
presencia de compuestos toxicos, como por ejemplo,
hidroximetilfurfural (0,0023g/L), determinado en ensayos
preliminares. Este compuesto es conocido como inhibidor en
el crecimiento de la levadura; sin embargo, la concentracion
obtenida en este estudio no fue lo suficientemente alta para
afectar metabdlicamente la levadura (Carvalheiro et al.
2005).

Fermentacién a escala de matraz. En la tabla 2, se
observan los resultados de Yp/s, Qp y concentracién final
de xilosa, para las diferentes condiciones de fermentacién.
El tratamiento que mostré la mayor producciéon de xilitol
(2,025 g/L) corresponde a un pH de 5,5, concentracion
inicial de xilosa de 17 g/L y un indéculo de 3 g/L. A esas
mismas condiciones, Yp/s y Qp fueron de 0,094 g/gy 0,021
g/L.h, respectivamente. Otros estudios sobre fermentacion
con hidrolizados de residuos agroindustriales, utilizando
C. guilliermondii para la produccién de xilitol, reportan
rendimientos de 0,7g de xilitol/g de sustrato bajo, condiciones
semiaerdbicas a partir de 1509 xilosa/L inicial (Mohamad et
al. 2014). Asi, por ejemplo, Arruda et al. (2011), al utilizar
C. guilliermondii para la produccion de xilitol con bagazo
de cana, hall6 que la méxima produccién fue de 50,5g/L a
escala matraz (125mL), con un rendimiento (Yps) de 0,81g/g
y una productividad volumétrica (Qp) de 0,60g/L.h, después
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Figura 1. Cinética de crecimiento de Candida guilliermondi

i en medios YPG, HR y HRS, a 30°C y 108rpm.

Tabla 1. Parametros de las cinéticas de crecimiento de Candida guilliermondii en diferentes medios de cultivo.

. Velocidad especifica .
. . Tiempo fase Lo . Tiempo de
Medio de cultivo . maxima de crecimiento . .
exponencial (h) () duplicacién (h)
YPG 8 0,03 23,10
HR 12,5 0,06 11,55
HRS 4 0,12 5,77

YPG: medio liquido de glucosa, peptona y extracto de levadura; HR: hidrolizado de raquis de

palma; HRS: hidrolizado de raquis de palma

de 96 h de fermentacién, a un pH 5,5 y 30°C. También, se
ha reportado una produccién de xilitol de 52g/L, con un
factor de rendimiento de 0,65g/g, usando C. guilliermondii
e hidrolizado de cascarilla de arroz, como sustrato (Silva &
Roberto, 2001b). Una posible causa del bajo rendimiento
de xilitol en este estudio podria ser la baja concentracién
de xilosa inicial, de aproximadamente 17-37g/L. Una mayor
concentraciéon de sustrato aumenta la concentracién final
de producto en el hidrolizado de raquis (Silva & Mussatto,
2006).

suplementado.

Microaerobiosis. La disponibilidad de oxigeno es un factor
importante en la produccién biotecnolégica de xilitol, a
partir de D-xilosa. En condiciones limitadas de oxigeno,
la fosforilaciéon oxidativa no puede volver a oxidar todo el
Dinucleétido de Nicotinamida y Adenina (NADH) generado,
lo cual, conduce a una acumulacién de xilitol, a nivel
intracelular (Albuquerque et al. 2014). Ademas, la presencia
de alta cantidad de oxigeno favorece la conversién de xilosa
a biomasa, mientras que una baja cantidad de oxigeno
aumenta el rendimiento de xilitol (Aguiar et al. 2002;
Carvalho et al. 2003). La produccién de xilitol por medio
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de microaerobiosis, a un pH de 5,5 y una concentracion
inicial de xilosa de 17g/L, en este estudio, se observa en
la tabla 3. Los medios de cultivo estudiados fueron HRS y
MMX. El mejor resultado, se obtuvo con HRS a 40mL de
medio, en matraces de 100mL, con una produccion de 6,7g
xilitol/L. Esto indica, que la microaerobiosis a un volumen
de 40mL, en un matraz de 100mL y en cultivo HRS, es
apropiado para la produccién de xilitol, tomando en cuenta
los valores reportados de los demas tratamientos (Tabla
3); sin embargo, son valores bajos comparados con los de
otros estudios (Silva & Roberto, 2001b; Arruda et al. 2011).
Es necesario tener en cuenta que estos estudios emplean
mayor cantidad de sustrato, lo que indica la aplicacién de un
proceso de concentracién de la xilosa, procedimiento que
no fue necesario para obtener xilitol a partir de hidrolizado de
raquis de palma. La microaerobiosis para la produccién de

xilitol es importante, debido a que la acumulacién de xilitol
en la levadura estd directamente asociada al desequilibrio
redox, limitando las coenzimas, para mayor generacién
de producto (Mohamad et al. 2014). Previamente, se ha
reportado que el volumen de medio ideal es de 40%, para el
crecimiento de biomasa y 88%, para la produccién de xilitol
en microaerobiosis, bajo condiciones controladas de O,
in6culo y pH, entre otros (Aguiar et al. 2002); sin embargo,
Nolleau et al. (1993) reportaron un rendimiento (Yps) en la
produccioén de xilitol, de 0,69g/g, con C. guilliermondii, bajo
condiciones de aerobiosis, con una concentracién inicial
de 300g xilosa/L. Dicha condicién de oxigeno disponible
presenté una alta densidad celular, garantizando O6ptima
generacion de xilitol.

En general, el crecimiento de la levadura C. guilliermondii
ATCC 6260 en hidrolizados de raquis de palma suplementado

Tabla 2. Fermentacién en matraz por 96h, con diferentes concentraciones de inéculo, sustrato y pH.

Condiciones de fermentacién evaluadas
Xilitol (g/L) Yp/s (g/9) Qp (g/L.h)

pH Xilosa inicial (g/L) Inéculo (g/L)
17 3 2,025+0,03¢ 0,094 0,021
55 17 5 1,426+0,02° 0,076 0,018
37 3 1,317+0,00° 0,058 0,014
37 5 1,141+0,02° 0,046 0,012
17 3 0,700+0,01° 0,089 0,007
17 5 0,701+0,02° 0,071 0,007
> 37 3 0,683+0,08° 0,040 0,007
37 5 0,799+0,07" 0,033 0,008

*Las diferencias de letras en la misma columna indican una diferencia significativa (p<0.05), de acuerdo a la prueba LSD.

Tabla 3. Microaerobiosis con hidrolizado suplementado (HRS), medio minimo de xilosa (MMX) y cepa nativa de Candida

guilliermondii.

Medio
Volumen HRS MMX
efectivo (mL) - -

Xilitol (g/L) Xilitol (g/L)
40 6,745+0,30° 0,323+0,03"
60 0,143+0,01° 0,037+0,01°
80 0,317+0,01° 0,035+0,00
90 0,367+0,02° 0,046+0,01°

*Las diferencias de letras en la misma columna indican una diferencia significativa

(p<0,05), de acuerdo a la prueba LSD.
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(HRS) present6 los mayores valores de velocidad especifica
méaxima de crecimiento (0,12h”), correspondiente a un
tiempo de duplicacién de 5,77h y de produccién de biomasa

hydrolysate obtained from sorghum forage biomass.
Appl. Biochem. Biotechnol. 175(8):3628-3642.

de 5,5g/L. Las condiciones de fermentacion con cultivo HRS 7. CARVALHEIRO, F; DUARTE, L.C.; LOPES, S.; PARA.J(),
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5,5, concentracion inicial de xilosa de 17g/L y un in6culo de the detoxification of brewery’s spent grain hydrolysate

3g/L. Ademas, al aplicar microaerobiosis, con un volumen for xylitol production by Debaryomyces hansenii

de 40mL, en matraces de 100mL, a las condiciones de CCMI 941. Process Biochem. 40:1215-1223.

fermentacién anteriormente mencionadas, aumenta la

concentraciéon de xilitol a 6,7g/L, lo que representa un 8. CARVALHO, W,; SILVA, S.S.; SANTOS, J.C.; CONVERTI,
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