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RESUMEN

Este trabajo esta relacionado con la bioconversién de xilosa en xilitol a partir de medio
sintético y de hidrolizado hemicelulésico de bagazo de cafia de aziicar por C. guillier-
mondii en fermentador de 15 litros. Los licores fermentados fueron centrifugados, trata-
dos con base y resinas de intercambio iénico y posteriormente concentrados. Fueron obte-
nidos siropes con 745,3 g/L de xilitol a partir de medio sintético y 935,4 g/L de xilitol y
13,1 g/L de arabinosa a partir de hidrolizado.
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ABSTRACT

The bioconversion of xylose into xilitol using synthetic medium and sugarcane hemice-
llulosic hydrolysate by C. guilliermondii was carried out in a 15-liter fermentator. The fer-
mented broths were centrifugated, treated with base and ion-exchange resins and subse-
quently concentrated. Syrups were obtained with 745.3 g/L of xilitol from synthetic
medium and 935.4 g/L of xilitol and 13.1 g/L of arabinosa from hydrolysate.

Key words: xylose, xylitol, ion-exchange, fermentation.
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INTRODUCCION

La comunidad cientifica estd muy preo-
cupada con los problemas ambientales
dedicdndose cada vez més al estudio de la
utilizaciéon de los residuos vegetales y los
subproductos agroindustriales en la obten-
cion de derivados mediante el empleo de
tecnologias quimicas y bioquimicas.

El uso diversificado del bagazo de la
cana de azidcar; residuo tipico en paises
tales como Brasil, India y Barbados, es una
alternativa que podria estabilizar la indus-
tria azucarera [1]. A pesar de ser utilizado
como combustible en las industrias sucro-
alcoholeras, alimenticias, papeleras y qui-
micas, grandes cantidades de bagazo son
acumuladas en la naturaleza [1,2].

El xilitol, un alcohol pentahidroxilado
de la xilosa, puede ser producido a partir de
hidrogenacion catalitica o por la biosintesis
de la xilosa obtenida por la hidrdlisis de los
materiales lignocelul6sicos [3,4,5]. Este
poliol es usado en la confeccién de produc-
tos para la higiene bucal, alimentos, pro-
ductos farmacéuticos y cosméticos [6-9].

La via microbiolégica de produccién de
xilitol se presenta como una alternativa a la
via quimica, pues se puede realizar en con-
diciones moderadas de temperatura y pre-
sién y su empleo puede reducir los altos
niveles de contaminacién ambiental y los
gastos relacionados con el tratamiento de
los residuos producidos por la via quimica
[10-11].

El presente trabajo tiene como objetivo
estudiar el proceso de produccion de xilitol
a partir de la fermentacién de medio sintéti-
co y de hidrolizado hemicelulésico de baga-
zo de la cafia de aztcar por Candida gui-
lliermondii a escala de 15 litros.

MATERIALES Y METODOS

Obtencidn y tratamiento del hidrolizado
El bagazo desmeollado proveniente del
Ingenio Azucarero “Camilo Cienfuegos”,
ubicado en la provincia cubana de
Matanzas, fue lavado y secado a temperatu-
ra ambiente al aire libre, con el objetivo de
disminuir su contenido de humedad. El
proceso de hidrélisis acida se realizé en un
reactor de acero inoxidable de 100 L de
capacidad, a 145-150 °C durante 30 minu-
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tos, empledndose 65 g de H,SO, (98 %) y
una relacion de 3,5 kg de bagazo: 20 L de
agua. El pH del hidrolizado se aumenté a
5,00 con resina anidnica débil 039RAD,
Quimicagua y se concentré a vacio en un
rotoevaporador Biichi (Laboratoriums-
TechnikAG, Suecia) de 50 L de capacidad a
una temperatura de 65*5 °C. Posterior-
mente, el hidrolizado se traté con las resi-
nas de adsorcién MN-150, anidnica fuerte
A-860S, catibnica fuerte C-155S y anidnica
débil A-103S segtin Martinez [12].

Preparacion del inéculo

El in6culo se prepar6é mediante el cultivo
de la levadura Candida guilliermondii, de la
coleccion de cepas del Grupo de
Microbiologia Aplicada y Bioprocesos del
Departamento de Biotecnologia de la FAEN-
QUIL, con xilosa (30 g/L)) y nutrientes sulfato
de amonio (3 g/L), cloruro de calcio (0,1 g/L)
y extracto de salvado de arroz (20 g/L), en
frascos Erlenmeyer de 500 mL con 250 mL de
medio, colocados en agitador rotatorio a 30 °C
durante 24 h. Después el medio fue transfe-
rido para un Erlenmeyer de 2000 mL con
1200 mL de hidrolizado esterilizado con
vapor, lo cual se corresponde con el 10 % del
volumen til del fermentador [12].

Medio y condiciones de fermentacién

La fermentacién de medio sintético y de
hidrolizado hemicelulésico (108 g/L de xilo-
sa y 2 g/L. de glucosa) por C. guilliermondii
fue realizada en fermentador tipo Bioengi-
neering AG L1523 de 15 L en las condicio-
nes de pH 5,0 a 30 °C, 300 rpm y coeficien-
te volumétrico de transferencia de oxigeno
igual a 30 h-1.

Tratamiento de los licores fermentados

El medio fermentado se centrifug6 a
2000/g por 15 min en centrifuga CU-5000
Damon/IC y el licor fue sometido al proceso
de filtraciéon después de la adicién de NaOH
3N hasta pH 7,0. Seguidamente, el licor rico
en xilitol se traté con la resina catiénica C-
504 y la resina ani6nica A-505 y posterior-
mente fue sometido al proceso de concen-
tracién a vacio para aumentar el contenido
de xilitol.

Métodos analiticos
La determinacién de los aztcares (xilo-
sa, glucosa y arabinosa), 4cido acético y xili-
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tol fue realizada por cromatografia liquida
de alta resoluciéon (Waters 410, USA) usan-
do un detector de indice de refraccién (IR),
columna HPX-87H (300x7,8 mm), fase
movil acido sulftrico 0,01 N, 45 °C y 0,6
mL/min de flujo.

El coeficiente de transferencia de oxige-
no se determiné segin el método de "gas-
sing-out" descrito por Bartolomew y otros
[13].

La concentraciéon celular se determiné a
partir de la medicién de absorbancia en
espectrofotometro BECKMAN a 600 nm en
funcién del peso seco de las células.

Las velocidades de crecimiento (dX/dt),
consumo de sustrato (dS/dt) y de formacién
de xilitol (dP/dt) fueron calculadas por el
método propuesto por Le Duy y Zajic [14].
Las velocidades especificas de crecimiento
(1), consumo de xilosa (q,) y de produccion
de xilitol (q,) fueron obtenidos por la divi-
sién de las velocidades instantdneas por la
concentracion celular en los puntos donde
se calcularon las derivadas.

La determinacién de proteinas totales se
realizé utilizando el método de LOWRY
[12].

RESULTADOS Y DISCUSION

En las figuras 1 y 2 se pueden observar
los perfiles de consumo de xilosa y arabino-
sa, la produccién de xilitol, el crecimiento
celular y del pH durante el proceso discon-
tinuo de produccién de xilitol por C. gui-
lliermondii en medio sintético y en hidroli-
zado hemicelulésico.
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Figura 1. Consumo de xilosa y produccién de
xilitol por C. guillermondii en medio sintético
(m.s) e hidrolizado hemicelulésico de bagazo
(HB) durante el proceso fermentativo disconti-
nuo en reactor de 15 litros
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El consumo de xilosa fue favorecido en
medio sintético encontrandose valores de
99,14 % de consumo después de 92 horas
de fermentacién. En este medio se obtuvo el
mayor valor de productividad volumétrica
en xilitol (0,665 g/L.h). En el hidrolizado
tratado con resinas de intercambio iénico se
constaté un 97,99 % de xilosa consumida
después de 132 horas de fermentacion.

El xilitol, principal producto de la con-
versién de la xilosa, se produjo en concen-
traciones de 61,20 y 63,05 g/L. en medio sin-
tético e hidrolizado, respectivamente.
Converti y otros [15], a partir de 89 g/L de
xilosa, presente en hidrolizado de madera
dura, obtuvieron 39,5 g/L. de xilitol después
de 96 horas de fermentacién por Pachysolen
tannophilus.
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Figura 2. Crecimiento celular, pH y consumo de
arabinosa durante la produccién de xilitol por
C. guillermondii en medio sintético (m.s.) e
hidrolizado hemicelulésico de bagazo (HB)
durante el proceso de fermentacion discontinuo
en reactor de 15 litros

El mayor crecimiento celular (7,05 g/L)
se obtuvo en medio sintético lo que se
corresponde con un mayor factor de con-
version de xilosa en células (0,0781 g/g)
(figura 2).

La arabinosa, presente en el hidrolizado
(6 g/L), se consumio parcialmente (52,41 %)
a lo largo del proceso fermentativo. Segin
Affleck [16], un 40 % de arabinosa presente
en un medio sintético, simulando un hidro-
lizado hemiceluldsico de maiz, fue consu-
mida después de 170 horas de fermentacién
por Candida tropicalis en un reactor de 1
litro.

Mayores valores de rendimiento de xilo-
sa en xilitol (0,8549 g/g) y de eficiencia de la
fermentacion (81,81 %) se obtuvieron a par-
tir de hidrolizado hemicelulésico.
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Estudios realizados por Silva y Roberto
[17], sobre el efecto de la concentracién de
xilosa y de indculo en la produccién de xili-
tol por C. guilliermondii en hidrolizado
hemicelulésico de paja de arroz, reportaron
como mejores resultados de produccién de
xilitol (52,0 g/L) y de factor de rendimiento
en xilitol (0,6500 g/g) en las condiciones ini-
ciales de 82 g/L de xilosa y 3 g/L de células.

Diz y otros [18], en estudios de la pro-
duccién de xilitol a partir de hidrolizado de
madera de eucalipto (80 g/L de xilosa), trata-
do con carbén activado, por Debaryomyces
hansenii reportaron maximos valores de
produccién de xilitol (40 g/L), productividad
volumétrica (0,40 g/L.h) y rendimiento en
xilitol (0,57 g/g) después de 100 horas de
fermentacion.

Canilha y otros [19], reportaron que los
mayores valores de productividad volumé-
trica (0,68 g/L.h) y de rendimiento en xilitol
(0,76 g/g) a partir de la fermentacién de
hidrolizado hemicelul6sico de eucalipto
tratado con resinas de intercambio i6nico
por C. guilliermondii, en frascos Erlenmeyer
de 250 mL.

El comportamiento cinético de la levadu-
ra en hidrolizado hemicelulésico fue evalua-
do y los resultados se muestran en las figu-
ras 3 y 4. Como se puede observar en la figu-
ra 4, el mayor valor de velocidad especifica
de crecimiento celular (u, = 0,144 h-1) fue
alcanzado en la fase inicial de cultivo. Se
puede constatar que, después de un periodo
de 10 horas, cuando comenzé el consumo de
la xilosa, la velocidad especifica de creci-
miento celular disminuyé para 0,067 h-1. Un
comportamiento similar fue constatado
también por Nolleau y otros [20] y Roberto
y otros [21] durante el cultivo de C. guillier-
mondii en hidrolizados hemicelulésicos de
madera y de paja de arroz, respectivamente.

El maximo valor de velocidad especifica
de produccién de xilitol (q, =0,227 g/g.h,
después de 20 horas de fermentacién) fue
superior al encontrado por Roberto y otros
[21] en fermentacién de hidrolizado de paja
de arroz (0,12 g/g.h), comportamiento que
puede ser atribuido a la presencia de com-
puestos como el furfural y el acido acético
en este hidrolizado los cuales actian como
inhibidores del crecimiento microbiano.

En la figura 4 se puede observar después
de las 10 horas de fermentacién una dismi-
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Figura 3. Variacion de la velocidad especifica de
consumo de xilosa durante la fermentacion de
hidrolizado hemicelulésico de bagazo de cafia
de aztcar tratado con resinas de intercambio
iénico, por C. guilliermondii en reactor de 15
litros.
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Figura 4. Variacion de la velocidad especifica de
crecimiento celular (o) y de formacién de xilitol
(D) durante la fermentaciéon de hidrolizado
hemicelulésico de bagazo de cana de aztcar tra-
tado con resinas de intercambio iénico, por C.
guilliermondii en reactor de 15 litros.

nuciéon en el tiempo de las velocidades
especificas de crecimiento celular y de pro-
duccién de xilitol.

Los licores fermentados a pesar de ser
ricos en xilitol, contienen levaduras y frag-
mentos de éstas, asi como otros contami-
nantes tales como ingredientes del medio de
cultivo, sustrato residual y subproductos de
la fermentacién. Mediante el proceso de
centrifugacion fue posible extraer 2,99 y
2,50 % de biomasa del medio fermentado a
partir de xilosa comercial (11,7 Kg) y de
hidrolizado (11,0 Kg), respectivamente.
Después de esta etapa fue constatado un
aumento en la concentracién de xilitol de
61,2 para 67,1 g/L. en el licor fermentado a
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Tabla 1. Caracteristicas quimicas de las muestras de hidrolizado
fermentado sometido a diferentes niveles de pH después del proceso
de centrifugacién.

Muestra | Xilosa (g/L) | Arabinosa (g/L) | Xilitol (g/L) | RPT (%)
Inicial 2,28 2,76 68,17 -
pH 5,0 2,20 2,75 67,78 1,15
pH 6,0 2,19 2,59 66,99 3,34
pH 7,0 2,18 2,62 67,54 26,42
pH 8,0 2,17 2,47 66,70 22,23
pH 9,0 2,09 2,46 66,30 26,06

RPT: Remocidn de proteina total.

partir de medio sintético y de 60,0 para
68,17 g/L en el fermentado a partir de hidro-
lizado.

En la tabla 1 se presentan las caracteris-
ticas fisico-quimicas de las muestras de
hidrolizado fermentado sometido a diferen-
tes niveles de pH mediante la adicién de
NaOH 3N después del proceso de centrifu-
gacion. Después de transcurridas 2 horas de
la adicién de la base, se observé que el
aumento del pH desde 3,64 hasta 5,0 y 6,0
no tuvo ningtan efecto. Por otro lado, se
constaté la formacién de precipitado cuan-
do el pH se increment6 hasta valores entre
7,0y 9,0.

El proceso de precipitacién y sedimenta-
cién fue més rapido a pH 7,0 donde hubo
una menor pérdida de xilitol (0,92 %) en el
licor sobrenadante y mayor remociéon de
proteinas totales (26,42 %) segtn resultados
obtenidos utilizando el método de Lowry.
Este método puede sufrir interferencia de
azlcares y aminodcidos presentes en la
solucién fermentada por lo que fue utiliza-
da como una medicién cuantitativa de los
productos retenidos en el permeado, o sea,
de los materiales positivos al método.

De manera visual fue posible observar
que los precipitados formados al aumentar
el pH hasta 7,0 de los dos licores fermenta-
dos tenfan la misma coloracién y textura,
por lo que fue realizada una prueba para
saber si los nutrientes adicionados en la fer-
mentacién eran los agentes precipitantes.
Para ello, se preparé una mezcla de nutrien-
tes en la composicién correspondiente a la
adicionada en la fermentacién y se le adi-
cioné base observandose la formacién de un
precipitado muy parecido a los formados
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con los licores de xilitol, lo que corrobora lo
anteriormente expuesto.

Este hecho indicé la necesidad de estu-
diar el efecto de la concentracién inicial de
nutrientes (en especial del extracto de salva-
do de arroz) en la fermentacién. Los resulta-
dos de este estudio indicaron que 5 g/L. de
extracto de céscara de arroz son suficientes
para el proceso de fermentacion y no 20 g/L
lo cual simplifica esta etapa de tratamiento
con base y centrifugacion.

Los licores fueron posteriormente con-
centrados y purificados con resinas de inter-
cambio i6nico A-505 y C-505. Durante esta
etapa de purificacién se constaté una dismi-
nucién en la concentracién de arabinosa del
17,6 % asi como en la intensidad del color
de ambos siropes. Por otro lado, hubo una
pérdida de 8,15 y 15,23 % de xilitol en los
siropes a partir de medio sintético y de
hidrolizado después de esta etapa, respecti-
vamente.

Finalmente, mediante la concentracion,
fueron obtenidos siropes con 745,3 y 935,4 g/L
de xilitol a partir de medio sintético y de
hidrolizado, respectivamente. El sirope de
xilitol obtenido de hidrolizado tenia, ademas
en su composicién; 13,1 g/L. de arabinosa.

CONCLUSIONES

El proceso de fermentacién de medio
sintético y de hidrolizado hemicelulésico
de bagazo de cana de azicar realizado en
fermentador de 15 litros permitié obtener
productividades volumeétricas en xilitol
iguales a 0,665 y 0,478 g/L.h y factores de
rendimiento en xilitol a partir de xilosa
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iguales a 0,7024 y 0,7502 g/g, respectiva-
mente.

Mediante el proceso de purificacién y
concentracion de los licores fermentados
fueron obtenidos siropes con 745,3 g/L. de
xilitol a partir de medio sintético y 935,4 g/L
de xilitol y 13,1 g/L. de arabinosa a partir de
hidrolizado.
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