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Resumen

La levadura Candida guilliermondii es objeto de estudio debido a su capacidad de producir xilitol aprovechando compues-
tos hemiceluldsicos ricos en xilosa, dado esto, la cepa Candida guilliermondii aislada del fruto del corozo chiquito (Bactris
guineensis) fue usada en este estudio con el fin de evaluar su capacidad para producir xilitol sobre un sustrato hidrolizado
de cascarilla de arroz. El objetivo de este trabajo fue determinar los pardmetros fermentativos como produccion de xilitol,
productividad volumétrica (Q,) y rendimiento de sustrato en producto (Y,) durante la fermentacion con la cepa nativa
Candida guilliermondii. Se emplearon 200 ml de medio de cultivo hidrolizado de cascarilla de arroz, el cual contenia una
concentracion de xilosa de 27,5 g/L. La fermentacion se llevo a cabo bajo las siguientes condiciones: temperatura 30 °C,
pH del medio 5,8, agitacion 120 rpm e in6culo adaptado de 3 g/L. Los resultados mostraron que después de 120 horas de
fermentacion se obtuvieron 2,6 g/L de xilitol con productividad volumétrica (Q,) de 0,02 g/L-h y rendimiento de sustrato
en producto (Ys) de 0,13 g/g. De esta manera, la cepa nativa Candida guilliermondii, aislada del fruto de Corozo chiquito

(Bactris guineensis), produjo xilitol bajo condiciones especificas de fermentacion.
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Abstract

The yeast Candida guilliermondii has been studied due to its ability to produce xylitol in xylose-rich hemicellulosic com-
pounds, Candida guilliermondii strain isolated from the fruit of Corozo chiquito (Bactris guineensis) was used in this study
to assess their ability to xylitol production on these substrates. The aim of this study was to determine the fermentation pa-
rameters such as xylitol production, volumetric productivity (Qp) and yield of xylitol production (Yp/s) during fermentation
with the native strain Candida guilliermondii. Was used 200 ml of culture medium rice husk hydrolysate, which contained
a xylose concentration of 27.5 g/L. The fermentation was carried out under the following conditions: temperature 30 °C,
pH of 5.8, agitation 120 rpm and adapted inoculum of 3 g/L. The results showed that after 120 hours of fermentation 2.6
g / L of xylitol was achieved with volumetric productivity (Qp) 0.02 g/L-h and 0.13 g/g yield of xylitol production (Yp/s).
The native strain Candida guilliermondii, isolated from the fruit of Corozo chiquito (Bactris guineensis) produced xylitol

fermentation under specific conditions.
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Introduccién

En la actualidad, los individuos estan interesados en
consumir alimentos que, ademas de su valor nutricio-
nal, ofrezcan mas beneficios adicionales para su salud,
es por ello que se busca presentar alternativas para
responder a las exigencias del consumidor, lo que ha
generado la obtencién de productos como el xilitol,
cuyas propiedades y ventajas le confieren gran interés
comercial e industrial.

El xilitol es un alcohol pentahidroxilado, de gran impor-
tancia por su poder edulcorante, el cual posee propie-
dades fisicoquimicas que facilitan su uso en la industria
alimenticia, farmacéutica y odontolégica (Silva et al.,
2001b). Presenta propiedades anticariogénicas por el
hecho de no ser utilizado por los microorganismos de
la flora bucal, en particular por la bacteria Streptococ-
cus mutans, lo que evita la formacién de acidos que
atacan el esmalte dental (Fennema, 1993). También es
utilizado en la preparacién de alimentos para el trata-
miento de personas con diabetes, desérdenes en el
metabolismo de lipidos, lesiones renales y parenterales
(Mékinen, 2000).

El xilitol puede ser obtenido a través de procesos bio-
tecnolégicos con levaduras capaces de asimilar y fer-
mentar la xilosa a xilitol. Diferentes cepas de Candida
guiiliiermondii han sido empleadas en investigaciones
con muy buena produccion de xilitol. El interés por
esta levadura se debe a que es una de las especies
con mayor capacidad de produccién de xilitol con
respecto a otras levaduras, estudios reportan concen-
traciones de xilitol desde 36,8 g/L hasta 64,02 g/L, y
coeficientes de rendimiento de sustrato en producto
incluso de 0,72 g/g (Silva et al., 2006; Carvalho et al.,
2005; Mussato, 2004; Granstrom, 2002; Silva et al.,
2001a; Roberto et al., 1999).

El corozo chiquito o mararay (Bactris guineensis), es
nativo de los bosques ambréfilos, es una palma de
hojas pinnadas con foliculos uniformes y su tallo esta
cubierto de espinas muy finas (Pérez, 1990). El corozo
chiquito es un fruto autéctono de la Costa Atlantica
colombiana, a partir del cual se obtiene una bebida
alcohdlica de color vino tinto con excelentes caracte-
risticas organolépticas, llamada popularmente vino de
corozo. Dentro de la cepas microbianas que intervie-
nen en la fermentacion alcohdlica y malolactica espon-
tanea en la obtencién del vino y como cepa nativa del
fruto se encuentra la levadura Candida guiiliiermondii
(Martinez et al., 2007).

En esta investigacion se evalud la capacidad de pro-
duccién de xilitol de la cepa nativa Candida guillier-
mondii, aislada del fruto de corozo chiquito (Bactris

guineensis) durante la bioconversion de xilosa a xilitol
por fermentacion batch en un medio hidrolizado de
cascarilla de arroz.

Materiales y métodos

Levadura Candida guilliermondii

Se utilizo6 la levadura Candida guilliermondii de la co-
lecciéon de cepas de la Universidad de Cordoba, la cual
fue aislada del corozo chiquito (Bactris guineensis), co-
sechado en el departamento de Cérdoba. La levadura
se encontraba conservada en viales con glicerina al
20%, a temperatura de —20 °C.

Medio de cultivo

Se empleé un hidrolizado de cascarilla de arroz obte-
nido segun Herazo et al. (2009), el cual contenia una
concentracion de xilosa de 27,5 g/L. El hidrolizado
de cascarilla de arroz fue sometido a un proceso de
detoxificacion, el cual consistio en someter el medio
hidrolizado a una clarificacion, utilizando una preca-
pa con 2,5% de carbon activado a 200 rpm y 30 °C
durante una hora. Luego se filtré y llevo a autoclave a
100 °C durante 15 min para la esterilizacién del medio
(Mussato y Roberto, 2004).

El hidrolizado esterilizado se enriquecié con 20 g/L de
extracto de salvado de arroz, 3 g/L de sulfato de amo-
nio ((NH4)2504) y 0,1 g/L de cloruro de calcio dihidra-
tado (CaCl..2H:O) (Mussato y Roberto, 2004).

Posteriormente, la levadura fue inoculada al medio
hidrolizado de cascarilla, para una adaptacién previa
al proceso de fermentacion. El in6culo fue incubado
durante 24 horas en un erlenmeyer de 250 ml que
contenia 100 ml de hidrolizado, en un shaker orbital a
30 °C y 120 rpm. Las células fueron recuperadas por
centrifugacion a 2000 rpm por 15 min y resuspendidas
en agua estéril.

Condiciones de fermentacion

La fermentacion se llevé a cabo en frascos erlenmeyer
de 500 ml, que contenian 200 ml de medio de cultivo
hidrolizado de cascarilla. Las condiciones de fermen-
tacion fueron: temperatura 30 °C, pH del medio 5,8,
agitacion en shaker orbital a 120 rpm y tamafo de
inoculo adaptado de 3 g/L. (Silva et al., 2005). Se pro-
porcionaron las condiciones de semi-aireado reque-
ridas para favorecer la produccion de xilitol con una
relacion volumen de liquido a volumen del matraz de
0,4 v/v (Silva et al., 2001b).

Utilizacién de Candida guilliermondii aislada del corozo chiquito (Bactris guineensis) en produccién de Xilitol 53



El proceso de fermentacion se realizé durante 120 h,
tomandose muestras cada 12 h. Se analizé la concen-
tracion de xilitol, consumo de xilosa y la concentracion
de biomasa en el tiempo. Una vez finalizados los anali-
sis se determiné la productividad volumétrica en xilitol
y el factor de conversion de xilosa en xilitol (Ypss).

Diseiio experimental

Con el fin de evaluar la produccion de xilitol y con-
sumo de xilosa en el tiempo durante la fermentacion
utilizando la levadura Candida guilliermondii, se desa-
rroll6 un disefo experimental completamente aleatori-
zado, unifactorial, en donde el tiempo se analizé a 10
niveles y se realizaron 3 repeticiones por cada nivel,
para medir las variables respuestas: consumo de xilo-
sa, produccion de xilitol y crecimiento celular.

Para el andlisis estadistico de los datos obtenidos du-
rante el proceso de fermentacion se realizé un andlisis
de varianza y el Test de Tukey, utilizando el paquete
estadistico SAS Version 1.

Meétodos analiticos

Para medir la concentracién de biomasa en el medio
hidrolizado se elaboré una curva estandar para la le-
vadura Candida guilliermondii, esta curva consistié en
relacionar las medidas directas de peso seco celular
con las indirectas de densidad 6ptica (absorbancia).

La medicion de la absorbancia se realizé en un espec-
trofotémetro (Espectronic 20D+) a 600 nm, longitud
de onda que ha sido empleada por otros autores para
la construccion de curva de peso seco para Candida
guilliermondii (Silva et al., 2001a; Silva et al., 2001b).

Las concentraciones de xilosa y xilitol en el hidroliza-
do se determinaron por cromatografia liquida de alta
resolucion (HPLC), mediante un cromatégrafo liquido
(Waters, modelo 600 Controler) utilizando una columna
Varian Carbohydrates Ca, bajo las siguientes condicio-
nes de operacion: eluyente, agua; temperatura, 90 °C;
volumen de muestra, 20 uL; flujo, 0,5 mL/min; presion
en la columna, 1070 £ 10 psi; sistema de deteccion,
indice de refraccion (IR), como estandares xilosa y xi-
litol (Sigma ®).

Resultados y discusién

Produccion de xilitol por (Candida guilliermondii)

Durante el proceso fermentativo se alcanzé una pro-
duccion de xilitol de 2,6 g/L durante 120 horas de
fermentacion, con un rendimiento de sustrato en pro-

ducto (Yp/s) de 0,13 g/g y una productividad volu-
métrica (Qp) de 0,02. Estos parametros fermentativos
indican que la cepa Candida guilliermondii aislada del
fruto de corozo chiquito (Bactris guineensis), produce
xilitol en muy bajas concentraciones comparada con
otras cepas de su mismo género y especie.

En relacion con lo anterior se observa que la espe-
cie Candida guilliermondii es considerada una de las
mayores productoras de xilitol, con una muy buena
bioconversion de xilosa a xilitol. Roberto et al. (1999)
obtuvieron concentraciones de xilitol de 36,8 g/L al em-
plear Candida Guilliermondii en medios de cultivo de
paja de arroz con 62 g/L de xilosa. Silva et al. (2001a),
en un estudio con la cepa Candida guilliermondii FTI
20037 encontraron una 6ptima concentracién de xilo-
sa y nivel de in6culo de 82 y 3 g/L respectivamente, a
estas condiciones la concentracién de xilitol fue de 52
g/L. Mussato (2004) alcanzé una concentracion maxi-
ma de xilitol de 64,02 g/L y coeficiente de rendimien-
to de producto de 0,72 al usar Candida guilliermondii
FTI 20037 durante la produccion de xilitol empleando
hidrolizado hemicelulésico de paja de arroz como me-
dio de fermentacion en frascos agitados.

Asimismo, Silva et al. (2006) en su estudio de optimi-
zacion en la obtencién de xilitol en hidrolizado de paja
de arroz por Candida guilliermondii FTI 20037 repor-
tan una maxima concentracion de xilitol de 52,4 g/L,
en 96 horas de fermentacion con rendimiento de sus-
trato en producto (Yp/s) de 0,65 g/g, y una producti-
vidad volumétrica de xilitol de (Qp) de 0,54, el cual
esta muy distante del (Qp) de 0,02 obtenido en esta
investigacion.

De esta manera, los rendimientos de xilitol en el tiem-
po de fermentacion en esta investigacion no son simila-
res a muchos de los estudios realizados por diferentes
autores en fermentaciones de hidrolizados de paja de
arroz por la levadura Candida guilliermondii, debido a
las diferencias existentes en las condiciones en que se
desarrollaron los experimentos, y por el gran ndmero
de variables que influyen en el metabolismo de la leva-
dura durante la obtencién de este metabolito. Dentro
de estas variables se encuentran la concentracion de
inoculo, pH, temperatura, concentracion de sustrato,
la disponibilidad de oxigeno y la diferencia de com-
posicion quimica de hidrolizados hemicelulésicos. El
suministro y la disponibilidad de oxigeno es uno de
los factores que mdas afecta el metabolismo de esta
levadura, siendo decisivo en la velocidad de sintesis,
rendimiento de xilitol y en el crecimiento celular. Se-
gin Zou et al. (2010), un aumento del valor inicial del
Kia de 0,033 a 0,37 h' produce un rapido consumo de
xilosa y un aumento de 5 veces la masa de células. Sin
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embargo, la produccién de xilitol no sigue el mismo
patron debido a que la mayor produccién de xilitol de
11,9 g/L con un rendimiento de 0,61 g/g se alcanza
con un valor inicial de Kia de 0,075 h'.

Otra variable de marcada influencia en la produccién
de xilitol es la concentracion de sustrato; segin Mus-
satto y Roberto (2008), para una concentracion de xi-
losa inicial de 70 g/L, se observé una produccion de
xilitol de 0,78 g/g y productividad de 0,58 g/L, sin em-
bargo, en medios hemicelulésico hidrolizados, cuando
la concentracion de xilosa es demasiado alta, el ren-
dimiento del microorganismo fermentativo es drasti-
camente alterado por la presencia de altos niveles
de mezcla de azicares y otras sustancias toxicas que
inhiben el metabolismo microbiano. De esta manera,
la concentracion 6ptima de xilosa inicial va a estar
influenciada por factores como las caracteristicas del
cultivo y el tipo levadura que se emplee (Silva et al.,
2001b; Mussatto y Roberto, 2008; Mussato y Roberto,
2004).

Asimismo, la cepa Candida guilliermondii empleada
en esta investigacion se aisl6 de una matriz nativa, lo
cual sugiere que las condiciones de desarrollo de la
fermentacion influyeron en el consumo de xilosa y la
produccion de xilitol por parte de la levadura. La cepa
Pichia guilliermondii NRRL Y-12723, levadura flingica,
variante de la levadura Candida guilliermondii (forma
asexual), es una cepa potencialmente productora de
xilitol a partir de xilosa, sin embargo, produce concen-
traciones muy bajas de xilitol en presencia de mezclas
de azicares al sufrir represion por la glucosa (Timothy
et al., 2000).

En la figura 1 se observa que desde el inicio hasta las
36 horas de fermentacion la concentracion de bioma-
sa aumentd, mientras que la concentracion de xilosa
comenzd a disminuir sin ninguna apreciable produc-
cion de xilitol; en estas primeras horas de fermentacion
ocurrieron los mayores cambios en cuanto a consumo
de xilosa, se presume que en este tiempo las células
emplearon la xilosa principalmente para su crecimien-
to (Villalba et al., 2009; Vanegas, 2004).

Sin embargo, se observa que después de 120 h de
fermentacion solo se ha consumido el 63% de la con-
centracion inicial de xilosa (27,5 g/L), quedando adn
una concentracion de sustrato en el medio de 10,16
g/L. Uno de los factores que afectan el consumo de
xilosa al emplear hidrolizados hemicelul6sicos es la
procedencia y composicion de este debido a las di-
ferencias que existen en las concentraciones de los
compuestos que lo conforman, incluyendo inhibido-
res y mezclas de otros azdcares. En relaciéon con esto,

Concentracion(g/l)
>
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—— Concentracién xilitol

—a— Concentracion xilosa

—e— Células

Figura 1. Comportamiento de las concentraciones de xilosa,
xilitol (HPLC) y biomasa celular durante la fermentacién.

al hidrolizado de cascarilla de arroz empleado como
medio de cultivo no se le realizé andlisis para carac-
terizar las concentraciones y los tipos de aztcares e
inhibidores existentes, no obstante, el hidrolizado sin
concentrar presenté una composicion de azdcares re-
ductores totales de 23,5 g/L, lo que indica la presencia
de otro tipos de azdcares diferentes a la xilosa, hecho
que pudo causar una disminucién en el consumo de
la xilosa por la levadura. Un resultado muy similar al
presente estudio lo obtuvieron Timothy et al. (2000)
al reportar una produccién maxima de xilitol de 6 g/L,
en ensayos con mezclas de glucosa, xilosa y arabinosa,
con concentracion inicial de xilosa de 25 g/L.

A partir de las 36 hasta las 72 h de fermentacion se
observé que la levadura sigue con el crecimiento celu-
lar acelerado, pero asociado a una acumulacién lenta
del metabolito de interés (xilitol) y al consumo de xi-
losa. Luego de las 72 h el crecimiento disminuye con-
siderablemente tendiendo a ser constante, asociado a
la produccion de xilitol y consumo de xilosa. Segin
Sampaio et al. (2005), el xilitol no esta directamente
asociado al crecimiento de la levadura, y aunque no
esta disociado totalmente de este, el consumo de xi-
losa y la produccion de xilitol son considerablemente
pequenos cuando las velocidades de crecimiento son
maximas.

El rendimiento de xilitol obtenido durante los ensayos
podria estar influenciado por la insuficiente concen-
tracion de xilosa inicial disponible (27,5 g/L), tenien-
do en cuenta que una alta concentracion de sustrato
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incrementa la concentracion final del producto en el
caldo hidrolizado (Silva et al., 2006). Los valores 6p-
timos reportados de concentracion de xilosa para la
produccion de xilitol estan entre 60 y 80 g/L. Silva et
al. (2001a), reportan una concentracion de xilosa ini-
cial de 82 g/L en donde se optimiza la produccién de
xilitol (52 g/L) con un factor de rendimiento de 0,65.
La disponibilidad de sustrato en los rangos descritos
es consecuencia de los factores o las variables que se
manejen durante la hidrolisis de compuestos hemice-
lul6sicos, siendo la temperatura, el tiempo de hidro-
lisis, la concentracion, el tipo de acido y el didametro
de particula del material hemicelulésico importantes
variables influyentes en la obtencion de azdcares re-
ductores, durante el desarrollo de la hidrélisis. La con-
centracion del 4cido es el factor mas determinante en
el rendimiento obtenido de los aztcares, mientras que
la temperatura lo es en la degradacion de estos. He-
razo et al. (2009) observaron que a medida que se
aumenta la concentracion de acido sulfidrico (H.SO4)
y disminuye el diametro de particula de cascarilla se
presenta mayor degradacion de los azicares, encon-
trando que en diametros de cascarilla de 1600-800 um
la concentracién en azdcares reductores aumenta con
el aumento de la concentracion de H,SO., mientras
que la concentracion de azicares reductores tiende
a disminuir con los didmetros de particula compren-
didos entre 800-500 pm y 500-250 ym al aumentar la
concentracion de acido sulfdrico.

La temperatura en que se lleva a cabo la hidrdlisis de-
termina la mayor conversion de hemicelulosa y celulo-
sa a glucosa, xilosa y a otros compuestos; sin embargo,
si las temperaturas son elevadas y los tiempos prolon-
gados, continda la degradacion de estos azicares en
compuestos téxicos como hidroximetilfurfural (HMF),
furfural y acido acético, reduciéndose de manera signi-
ficativa los azucares disponibles en el hidrolizado (He-
razo et al., 2009; Mussatto et al., 2005).

Igualmente, en el medio de cultivo podrian estar pre-
sentes compuestos que inhibieron la fermentacion de
xilosa por la levadura, la presencia de estos compues-
tos (hidroxilmetilfurfural, furfural y dcido acético) en el
hidrolizado no se comprobd, existiendo la posibilidad
de estar en altas concentraciones, ya que estos inhi-
bidores pueden presentarse incluso en tratamientos
de obtencion de hidrolizados pocos severos como
resultado de la hidrolisis acida por la degradacion de
azucares, constituyéndose un factor importante en la
obtencion de bajos rendimientos de xilitol debido a
que estos pueden presentar serias interferencias en
los procesos de fermentacion (Silva et al., 2001b; Mus-
satto y Roberto, 2008).

Aunque se aplicaron diferentes tratamientos para la
reduccion de estos en el hidrolizado, tales como trata-
miento con carbén activado y adaptacion de la levadu-
ra, no se realizaron tratamientos de eliminacion de los
mismos por separado, y hay que tener en cuenta que
la toxicidad de estos compuestos se puede ver aumen-
tada por la procedencia del hidrolizado o por algunas
de las condiciones de fermentacién usadas, entre las
que se encuentran condiciones fisiol6gicas de las cé-
lulas, concentracién de oxigeno disuelto y pH (Mus-
satto et al., 2004). A esto se le suma el efecto sinérgico
existente cuando se combinan fenoles, compuestos
aromaticos y acidos (Parajo et al., 1998). Asimismo, las
condiciones de aireacién afectaron los rendimientos
de xilitol, teniendo en cuenta que las tasas altas de
aireacion favorecen el consumo de xilosa y la division
celular, mientras que las tasas bajas favorecen el ren-
dimiento de sustrato en producto (Santos et al., 2003).
Candida guilliermondii presenta buenos rendimientos
de xilitol (0,66 g/g) al emplear tasas de transferencia
de oxigeno de 2,2 mol/lh, (Preziosi et al., 2004).

Conclusiones

Bajo las condiciones desarrolladas en esta investiga-
cion la produccion maxima de xilitol fue de 2,6 g/L
obtenido después de 120 h de fermentacion, siendo la
productividad volumétrica de xilitol (Q,) de 0,02 g/L-h
y el rendimiento de sustrato en producto Yy de 0,13
g/g. De esta manera, la levadura Candida guilliermon-
dii aislada como cepa nativa del corozo chiquito (Bac-
tris guineensis) puede ser utilizada para obtener xilitol
a partir de cascarilla de arroz (Oriza sativa).
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