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RESUMEN

La semilla de tamarindo estd compuesta en un 50 a 72 % de un heteropolisacarido
ramificado, llamado xiloglucano, conformado principalmente por D-glucosa, D-xilosa, D-
galactosa y L-arabinosa. Al fragmentar el xiloglucano mediante un proceso acoplado de
hidrdélisis acida y tratamiento térmico, es posible obtener cantidades considerables de
azucares fermentables, donde sobresalen la glucosa y la xilosa

La xilosa es el precursor del xilitol, el cual es un azucar con caracteristicas similares a
la sacarosa; ha sido reportado su uso en tratamiento para diabéticos como un edulcorante
alternativo, y en la prevencion y tratamiento de las caries, ya que induce la
remineralizacion de los dientes. La sintesis quimica del xilitol es muy costosa y de bajos
rendimientos. Por otra parte, el xilitol puede ser obtenido por fermentacion, usando
levaduras que incorporan la xilosa a su metabolismo, tal como Candida magnoliae.

Al tratarse de un proceso bioldgico, la produccién de xilitol por fermentacion depende
de diversos factores ambientales. Por ello, la importancia de evaluar el efecto de algunos
de ellos: concentracion inicial de sustrato, agitacion y aireacion.

La evaluacion del efecto de la concentracion inicial de sustrato y agitacion, a nivel
matraz, se realiz6 a partir de un disefio experimental factorial 3°. Ambos factores
influyeron considerablemente sobre la produccion de xilitol de C. magnoliae, donde la
optimizacion del disefio experimental predijo un rendimiento de 0.57 g de xilitol/g de
xilosa, a una concentracion inicial de sustrato de 50 g/L y una agitacién de 177 rpm.

Por otro lado, el efecto de la agitacion y aireacion sobre la sintesis de xilitol por
fermentacion de medios hidrolizados de semilla de tamarindo utilizando C. magnoliae, se
midi6 con un disefio experimental 2° con un punto central. En este caso, la aireacion y la
interaccion entre los factores fueron las que tuvieron un efecto significativo sobre la
produccién de xilitol. EI mayor rendimiento alcanzado fue de 0.71 g de xilitol/g de xilosa, a
una agitacion de 100 rpm y una aireaciéon de 0.1 vvm.

Asi, los tres factores evaluados tuvieron un alto impacto sobre la obtencién de xilitol
utilizando C. magnoliae, una levadura poco estudiada y que se postula como una buena
productora de xilitol. Ademas, el hidrolizado de semilla de tamarindo es un medio rico en
azucares fermentables, que puede ser aprovechado para la produccién de compuestos de

interés, como el xilitol.
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1. INTRODUCCION

El xilitol es un carbohidrato natural clasificado quimicamente como un alcohol azucar.
Se conoce desde hace mas de 90 afos y ha sido utilizado como endulzante para
diabéticos en diversos paises de Europa y Asia, debido a que tiene la misma intensidad
de dulzura que la sacarosa, pero un valor calorico inferior. Es un compuesto de gran
importancia comercial, especialmente para la industria farmacéutica y alimentaria (El-
Siddig et al., 2006).

Actualmente, el xilitol se obtiene por hidrogenacién catalitica a altas presiones y altas
temperaturas a partir de xilosa pura, o xilosa extraida mediante un proceso hidrolitico
utilizando mazorca de maiz. Debido a que es un proceso que ocupa multiples operaciones
unitarias de purificacién y condiciones extremas en su etapa principal, el producto final
tiene un precio muy elevado (Granstrom, 2002).

El xilitol puede producirse por fermentacibn con el uso de microorganismos,
principalmente levaduras, como es el caso de C. magnoliae, que utilizan la xilosa como
fuente de carbono para su metabolismo. Es un proceso altamente especifico y
econdmico, donde se han reportado rendimientos hasta del 80 % de transformacion de
xilosa a xilitol (Vanegas et al., 2004).

Las levaduras productoras de xilitol son capaces de aprovechar la xilosa presente en
algunos residuos organicos, compuestos principalmente por hemicelulosas. Esta ventaja
presenta un especial interés econémico, ya que son materias primas de bajo costo y alta
disponibilidad, por ser desechos agroindustriales.

Por otro lado, Michoacan es uno de los principales estados productores de tamarindo a
nivel nacional (Silva y Lucatero, 2006). El fruto es usado en la elaboracion de diversos
productos, como concentrados para agua, salsas, saborizantes, aderezos y, en mayor
medida, dulces (Fundacién Michoacan Produce, 2008). Sdlo el 40 % del peso total del
fruto (pulpa) es utilizado para la elaboracién de los productos mencionados, mientras que
el 60 % restante (semilla y otros) es desechado.

Por tanto, la semilla de tamarindo, una materia prima con un elevado contenido de
azucares fermentables, puede ser aprovechada para la obtencion de productos de interés,
como el xilitol. La sintesis de este compuesto por fermentacién utilizando levaduras
productoras se ve afectada por diversos factores, mismos que deben ser estudiados, con

el fin de alcanzar una alta productividad.
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2. MARCO TEORICO

2.1 TAMARINDO

El tamarindo (Tamarindus indica L.) es un arbol tropical, originario de Africa, pero que
se ha extendido ampliamente en América, especialmente en nuestro pais. El arbol,
alcanza una altura que va de 10 a 20 metros, y cuya fruta es una vaina alargada color
canela, rellena de una pulpa, la cual contiene las semillas (Parrota, 1990).

Dentro de cada vaina se encuentran aproximadamente de 6 a 12 semillas, redondas o
de forma romboide y lustres, duras, de color rojo a café violeta; se encuentran alineadas a
lo largo de la vaina, con una membrana protectora. Las semillas forman aproximadamente
del 30 al 40 % de la fruta (Rao y Mathew, 2001).

En México, los principales Estados productores de tamarindo son Colima (9866
Ton/afio), Guerrero (8283 Ton/afio), Jalisco (4954 Ton/afio) y Michoacan (3179.3
Ton/afo), datos reportados en 2004 por SAGARPA y tomados de Silva y Lucatero (2006).

2.1.1 COMPOSICION DE LA SEMILLA DE TAMARINDO

La composicién de la semilla de tamarindo varia ampliamente dependiendo de la
variedad y el grado de madurez. La semilla esta compuesta de la testa (20-30 %) y el
grano o endospermo (70-80 %) (Kaur et al., 2006). La composicion promedio de la

semilla entera, del grano sin testa y de la testa se muestra en la Tabla 1.

Tabla 1. Composicién de la semilla de tamarindo

Porcentaje (%)
Semilla Grano de la semilla Testa
Constituyente entera (sin testa)
Humedad 9.4-11.3 11.4-22.7 11.0
Proteina 13.3-26.9 15.0-20.9 -
Grasa/Aceite 45-16.2 3.9-16.2 -
Fibra cruda 7.4-8.8 2.5-8.2 21.6
Carbohidratos 50.0-57.0 65.1-72.2 -
Cenizas totales 1.6-4.2 2.4-4.2 7.4
Extracto libre de nitrégeno 59.0 - -
AzUcares totales 11.3-25.3 - -
AzUcares reductores 7.4 - -
Taninos - 20.2

Tomado y modificado de EI-Siddig et al., (2006)

El xiloglucano de la semilla de tamarindo, es un heteropolisacarido ramificado que tiene

cadenas de D-glucan con enlaces [3-(1—4) parcialmente sustituido en las posiciones 0-6
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de los residuos D-glucopiranosil con a-D-xilopiranosa o con 2-0-3-D-galactopiranosil a-D-
xilopiranosa (Kumar y Bhattacharya, 2008). De acuerdo con Kaur et al. (2006), se trata del
principal polisacarido presente en el polvo del grano (60 %) y esta compuesto de D-
glucosa, D-xilosa, D-galactosa y L-arabinosa en una proporcion 8:4:2:1, respectivamente.
Fry et al. (1993) reportaron que casi el 75% de la cadena principal de glucosa se
encuentra enlazada a una unidad de xilosa (Figura 1).

®
! o

C} Galactosa [ ] Glucosa O Xilosa

¢ 9
)

Figura 1. Estructura del xiloglucano propuesta por Fry et al. (1993)

En 1994, Sone y Sato determinaron la composicion de los principales oligosacaridos
generados de la digestién del xiloglucano por celulasas. El estudio determiné que los
oligosacaridos con mayor presencia fueron heptasacaridos, octasacaridos vy
nanosacaridos. La composicion del heptasacarido corresponderia a una proporciéon 4: 3
de glucosa: xilosa; el octasacérido tendria una composicion 4: 1: 3 de glucosa: galactosa:
xilosa; por su parte, el nanosacarido estaria conformado en una proporcion 4: 2: 3 por

glucosa: galactosa: xilosa.

2.1.2 USOS PRINCIPALES DE LA SEMILLA DE TAMARINDO

El polisacérido purificado de la semilla de tamarindo puede ser utilizado como un
agente espesante o gelificante en la elaboracion de alimentos, de papel, fibras textiles,
etc. Ademas, las excelentes caracteristicas gelificantes y adhesivas de las semillas en
polvo sin testa tienen varias aplicaciones en la industria farmacéutica. Por otro lado, se
usa frecuentemente como alimento para ganado y cerdos (El-Siddig et al., 2006; Kumar y
Bhattacharya, 2008).
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2.2  XILITOL

Desde el punto de vista quimico, el xilitol se clasifica como un polialcohol formado por

una cadena de cinco carbonos o alcohol pentahidrico (Figura 2). Tiene un peso molecular
de 152.15 g/mol (Diz et al., 2002).

H H

Nile]
g

HO\/\/:\/OH
OH

Figura 2. Estructura quimica del xilitol

2.2.1 PROPIEDADES QUIMICAS Y FISIOLOGICAS

El xilitol es de apariencia y dulzura similares a la sacarosa, ya que ambos poseen una
capacidad edulcorante de 1.0 (Tabla 2), pero aporta un 40 % menos de calorias (2.4
kcal/g); ademas, es apto como endulzante de alimentos para diabéticos, ya que su
metabolismo no esté regulado por la insulina (Arrizon et al., 2011).

Tabla 2. Poder edulcorante de algunos carbohidratos

Edulcorante Poder edulcorante
Lactosa 0.25
Galactosa 0.3
Sorbitol 0.50 - 0.60
Manitol 0.50 - 0.60
Glucosa 0.7
Sacarosa 1
Xilitol 1
Fructosa 1.10-1.30

El xilitol es muy estable en la fabricacion de alimentos, no fermenta y no produce
pardeamiento de Maillard (Silva y Roberto, 2001). Tiene baja viscosidad, alta solubilidad
(169 g/100 g a 20°C), baja actividad de agua, lo que le da una alta estabilidad
microbioldgica, térmica y quimica. El xilitol posee un elevado poder refrescante respecto a
otros azucares, lo que ha generado una alta demanda por la industria alimenticia,

principalmente para productos como dulces y gomas de mascar (Ahmed, 2001).
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El xilitol mantiene efectos benéficos cuando es usado como edulcorante solo o
mezclado con otros azucares. Por ejemplo, en productos como jaleas o mermeladas
actla como un agente conservador, evitando la contaminaciéon por hongos, bacterias o
levaduras, ya que genera una alta presion osmdtica, incluso a bajas temperaturas
(Mushtagq et al., 2010).

Ademas, este polialcohol tiene ventajas sobre la salud, ya que se ha demostrado ser
un endulzante anticariogénico, que no puede ser utilizado y fermentado por las bacterias
de la cavidad oral (Bahador et al., 2012). Ademas, debido a esta propiedad, se ha
propuesto el uso del xilitol para el tratamiento de padecimientos como la otitis media
aguda (Faustino et al., 2009). Por estas razones, el xilitol es particularmente atractivo para
ser utilizado en vitaminas y gomas de mascar, tabletas, jarabes para la tos, enjuagues

bucales, pastas de dientes, etc. (Ahmed, 2001).

2.2.2 PRODUCCION DEL XILITOL

En la naturaleza, el xilitol se encuentra en varias frutas y verduras, tales como bayas,
hojas de maiz, avena, lechuga, coliflor y champifiones. Ademas, se puede extraer de la
madera de abedul, frambuesas, ciruelas, fibra de maiz, etc. El contenido de xilitol en
frutas y verduras es por lo general bajo, por lo que la extraccion de este a nivel industrial
no resulta en un aprovechamiento econémico (Xi et al., 2010).

El xilitol, a escala industrial, es obtenido a partir de xilosa comercial por hidrogenacion
catalitica a altas presiones y temperaturas. En un proceso similar, la mazorca de maiz
molido, un residuo hemicelulésico, es sometido a un proceso hidrolitico con el fin de
liberar la xilosa, para después ser sujeta a la operacién de hidrogenacion (Larosa, 2002).
Después de rigurosas operaciones de purificacion, la xilosa extraida de la mazorca de
maiz se somete a hidrogenacién catalitica con niquel, a temperaturas que superan los
110°C y presién de 30 bar (Granstrém, 2002) (Figura 3). El proceso final de produccién
de xilitol, incluye muchas etapas de purificacion, lo que al final se traduce en altos costos

y bajos rendimientos de producto final.
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Figura 3. Produccion quimica del xilitol. La mazorca de maiz es sometida a hidrélisis acida y
térmica. Después de eliminar la fase soélida, el medio hidrolizado (fase liquida) es neutralizado,
concentrado y desmineralizado. La xilosa del medio hidrolizado es separada por cromatografia y
nuevamente purificada por decoloracion. La operacién principal del proceso es la hidrogenacion
catalitica, donde se sintetiza el xilitol en un reactor a alta presién y temperatura, el cual es obtenido
y purificado por una serie de etapas de cristalizacion. Tomado de Larosa (2002)

Actualmente existen en México varias empresas que lo producen por este sistema,
como lo son Comercial Ferbera, Sehyex, Comercializadora de la Industria Alimentaria,
Austro-Corp, Quimica Alkano y Estraton México. No se encuentra especificado el precio
de venta para dichas compafiias. Debido a sus importantes propiedades sobre la salud,
el xilitol se ha ganado una significante demanda en el mercado correspondiente a un
valor global de $340 millones de ddlares al afio, con un precio de 4 a 5 dolares por
kilogramo (Kadam et al., 2008; Prakasham et al., 2009).

Como proceso alternativo, el xilitol también puede ser producido por fermentacion por
medio de bacterias, mohos y levaduras. La fermentacion es un proceso especifico,
econOmico y que genera altos rendimientos, mismos que pueden ser optimizados
mejorando las condiciones de fermentacion o modificando el microorganismo por

ingenieria genética (Granstrom, 2002; Vanegas et al., 2004).
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La produccién biotecnolégica de xilitol presenta un especial interés econdémico,
académico y cientifico cuando se obtiene a partir de materias primas de bajo costo y alta
disponibilidad. Se han realizado estudios para la obtencion de xilitol, a partir de residuos
con altos contenidos en xilosa, por mencionar algunos: paja de arroz (Roberto et al.,
1999), eucalipto y de paja de trigo (Martinez et al., 2002), cafia de azucar (Santos et al.,
2003), mazorca de maiz (El-Batal y Khalaf, 2004), marlo de maiz adicionado con xilosa
(Latina et al., 2006) y salvado de arroz (Herazo et al., 2009).

Todos los anteriores son materiales con alto contenido de hemicelulosa, polisacarido
compuesto por unidades de hexosas y pentosas, entre las que se encuentra la glucosa,
galactosa, xilosa y arabinosa. Por tanto, son una buena fuente de sustrato para un
proceso fermentativo. A partir de la revision bibliografica, se encontré que no ha sido
reportado el uso de la semilla de tamarindo como materia prima para la obtencion de
xilitol.

De los estudios llevados a cabo con distintas fuentes de sustrato, mencionados
anteriormente, el rendimiento mas alto obtenido a partir de un residuo hemicelulésico, fue
obtenido por Roberto et al. (1999), que utilizé6 como fuente de sustrato hidrolizado de paja
de arroz, con un rendimiento de 0.73 g de xilitol/g de xilosa, usando Candida

guilliermondii.

2.3 MICROORGANISMOS PRODUCTORES DE XILITOL

Dentro de las especies microbianas, las levaduras no-convencionales (aquellas que
no pertenecen al género de Saccharomyces sp.) son reconocidas como las mejores
productoras de xilitol (Vanegas et al., 2004; Guo et al., 2006). Se ha reportado el estudio
de una amplia variedad de estas levaduras (Tabla 3), entre las que destacan las del
género Pichia sp., Candida sp. y Debaryomyces sp. (Ghindea et al., 2010); las cuales
incorporan la xilosa a su metabolismo mediante la via de pentosas fosfato, ademéas de

que pueden crecer en xilosa como Unica fuente de carbono y energia.

Tabla 3. Especies comUnmente usadas en la sintesis de xilitol

Bacterias Levaduras
Enterobacter liqufaciens Saccharomyces cerevisiae Candida guilliermondii Hansenula polymorpha
Corynebacterium sp. Pichia stipitis Candida tropicalis Trichosporon sp.
Mycobacterium smegmatis Pichia farinosa Candida boidinii Rhodotorula sp.
Escherichia coli Debaryomyces hansenii Candida parapsilosis Cryptococcus sp.
Pachysolen tannophilus Candida magnoliae Kluyveromyces sp.

Tomado y modificado de Ghindea et al., (2010)
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2.3.1 METABOLISMO DE LA XILOSA EN LEVADURAS NO-
CONVENCIONALES

El primer paso metabdlico en la fermentacion de la xilosa, corresponde a la absorcion
de la xilosa hacia el citoplasma de la levadura, la cual puede convertirse en una etapa
limitante en el proceso de fermentacion (Hahn-Hagerdal et al., 2001). La xilosa es
introducida a la célula a través de los transportadores de glucosa, que corresponden a
permeasas ubicadas en la membrana celular que transportan azuUcares por difusion
facilitada (Boris et al.,, 2003) (Figura 4A). Debido a la alta afinidad de estos
transportadores por la glucosa, la presencia de este azlcar retarda severamente la
absorcion de xilosa, cuando estos dos azlcares estan presentes en el mismo medio
(Meinander et al., 1999).

Las levaduras no convencionales que utilizan la xilosa como fuente de carb6n, poseen
ademas un sistema alterno para la absorcién de dicho azlcar, donde un simportador de
xilosa permite el paso de ésta a través de la membrana por difusion facilitada debida a la
fuerza motriz generada por una proton-ATPasa (Weusthuis et al., 1994) (Figura 4B).

A. Glucosa, B.

Xilosa, etc. _
Xilosa

\

\

Exterior v

Interior A

Figura 4. Mecanismos utilizados por las levaduras para la absorcion de xilosa: A. Difusion
facilitada impulsada por el gradiente de concentracion entre el medio extracelular y el citosol; B.
Sistema proton-xilosa impulsada por la fuerza motriz del transporte de proton, mantenido por una
protén-ATPasa. Tomado de Weusthuis et al. (1994)

Una vez en el citoplasma, la xilosa es introducida al metabolismo de la levadura a

partir de tres reacciones, como se muestra en la Figura 5. La xilosa se incorporara al
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metabolismo para la generacion de energia de la levadura, con la subsecuente

produccién de glicerol, &cido acético o etanol.

Glucosa Xilosa
NAD(P)H
XR
NAD(P)
Xilitol —Pp Xilitol
NAD
Fructosa XDH
6-fosfato NADH
XK
Xilulosa ﬁ Xilulosa
5-fosfato

NAD NADH ADP ATP
<=X_/2J  Gliceraldehido ' I
l 3-fosfato
Glicerol ‘

Piruvato
NADP ? NADH
NADPH NAD
Acido acético Etanol

Figura 5. Metabolismo de la glucosa y xilosa en levaduras productoras de xilitol. La xilosa es
reducida a xilitol a partir de la D-xilosa reductasa (XR) usando como cofactor NADH o NADPH.
Dependiendo de las condiciones ambientales, el xilitol es expulsado de la célula u oxidado a
xilulosa a partir de la xilitol deshidrogenasa (XDH) en presencia de NAD". La xilulosa es fosforilada
por la xilulokinasa con consumo de ATP, para incorporarse a la via de las pentosas fosfato v,
posteriormente, a la glucdlisis. Tomado de Granstrom (2002)

Las tres principales enzimas involucradas en la via del metabolismo de la xilosa en
levaduras son la D-xilosa reductasa (XR), la xilitol deshidrogenasa (XDH) y la xilulokinasa
(XK) (Figura 5). La produccion de xilitol es consecuencia de una acumulacion de NADH
intracelular bajo una limitacién de oxigeno.

El suministro de oxigeno afecta la tasa de produccion de xilitol, asi como su
rendimiento; ademas, determina la division en el flujo de carbono (xilosa) que es
determinante para el crecimiento o la formacion de xilitol (Hahn-Hagerdal et al., 2001).
Concentraciones excesivas de oxigeno conducen a la oxidacion del NADH en NAD+, y
un alto radio NAD+/NADH conlleva a la oxidacion de xilitol a xilulosa, dando como
resultado menor produccién de xilitol. Bajo dichas condiciones, se promueve la activaciéon
de la cadena de respiracion, necesaria para la formacion de ATP, necesario en la

fosforilacion de la xilulosa (Deok-Kun et al., 1997).
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Bajo condiciones limitadas de oxigeno, el sistema de transferencia de electrones es
incapaz de reoxidar todo el NADH generado, habiendo un incremento de este y un
decremento en la oxidacion de xilitol a xilulosa y, consecuentemente, la acumulacién de
éste (Does y Bisson, 1989; Skoog y Hahn-Hagerdal, 1990; Deok-Kun et al., 1997).

La produccion de etanol por fermentacion de la xilosa presente en el medio, depende
directamente de la generacion de xilitol y de los factores antes mencionados. En tal caso,
son necesarias condiciones de minima aireacion para la produccién de xilulosa-5-P, el
cual genera gliceraldehido 3-P o fructosa 6-P, incorporandose a la glucélisis, para su
conversion a piruvato y posterior formacion de etanol por fermentacién (Vargas y Pereira,
2010)

Ademas de las condiciones de oxigeno en el medio, la inhibicién de la enzima XDH se
puede deber a otros factores, tales como: el tamafio del in6culo, la concentracion de
sustrato, la composicion del medio, temperatura y pH (Srivani y Pydi, 2011). El xilitol

producido es expulsado al medio extracelular por difusion facilitada (Granstrém, 2002).

2.4 ANTECEDENTES

2.4.1 OBTENCION DE  XILITOL POR CONVERSION
BIOTECNOLOGICA

El parametro que mejor representa la productividad de la levadura en determinada
fuente de xilosa es el rendimiento de xilitol obtenido (Ys), y resultan un buen punto de
comparacion entre los diferentes estudios realizados. Se han utilizado diferentes fuentes
de xilosa para el estudio de su conversion a xilitol por medio de fermentacion. Entre estas
fuentes, se destacan diferentes residuos lignocelulésicos, con alto contenido de xilanos,
tal como la paja de arroz, madera de eucalipto, bagazo de cafia, entre otros, como se
muestra en la Tabla 4.

Las levaduras méas estudiadas para la produccion de xilitol a partir de medios ricos en
xilosa, son del género Candida sp., donde destaca C. guilliermondii por su alta
productividad en medios preparados a partir de la hidrélisis de un residuo organico, por
ejemplo bagazo de cafa o residuo de la malta de la cebada (Tabla 4). Otra levadura de
este género, C. magnoliae, ha sido poco estudiada, pero se postula como buena
productora de xilitol al tener buenos resultados por fermentacion en medios hidrolizados

de mazorca de maiz (Kiyoshi et al., 2004).
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Tabla 4. Estudios sobre la produccion de xilitol por conversion biotecnologica

Levadura Fuente de sustrato Yois (9/9) Tipo de reactor Referencia
Candida Xilosa 0.78 Biorreactor de lote Ojamo et al.,
guilliermondii ) alimentado 1994
Candida boidinii Xilosa 0.47 Matraz (V: 50 mL) Vandelsglé)aset al.,
Candida Hidrolizado hemiceluldsico 0.73 Reactor de tanque agitado Roberto et al.,
guilliermondii de paja de arroz ) (V:0.55L) 1999
Candida . . . Furlany de
parapsilosis Xilosa-Glucosa 0.63 Biorreactor (V: de 4a 16 L) Castro, 2001
Candida Hidrolizado hemicelulésico . Silva y Roberto,
guilliermondii de paja de arroz 055 Matraz (V: 50 mL) 2001
Dek:;laryomy_ces Madera de eucalipto 0.57 Matraz (V: 100 mL) Diz et al., 2002
ansenii
Bagazo de cafa 0.63
Paja de arroz 0.52 i
Candida : Matraz (V: 50 mL) Martlggézet al,
guilliermondii .
Eucalipto 0.43
Paja de trigo 0.32
Candida Hidrolizado de bagazo de 0.54 Reactor de lecho fluidizado Santos et al.,
guilliermondii cafia de azlcar ) (V:1.6L) 2003
Candida Hidrolizado hemicelulésico . El-Batal y
tropicalis de mazorca de maiz 0.44 Matraz (V:50 mL) Khalaf, 2004
Candida Hidrolizado hemicelulésico . Kiyoshi et al.,
magnoliae de mazorca de maiz 0.75 Matraz (V100 mL) 2004
Candida boidinii Xilosa 0.45 Biorreactor Batch (V: 0.7 L) Winkelhausen et
al., 2004
Candida Hidrolizado hemicelulésico . ) Acosta et al.,
guilliermondii de bagazo de cafia 0.75 Biorreactor (V: 15 L) 2005
Candida Residuo de la malta de . Solange e Inés,
guilliermondii cebada 0.70 Matraz (V: 100 mL) 2005
Candida Marlo de maiz adicionado 0.50 Matraz Latina et al.,
guilliermondii con xilosa ) 2006
Candida Hidrolizado de bagazo de 0.55 Matraz (V: 43 mL). Células | Carvalho et al.,
guilliermondii cafia de azucar ) inmovilizadas 2007
Candida Hidrolizado de bagazo de . . Virginio et al.,
guilliermondii cafia de azucar 0.59 Biorreactor (V: 1.6 L) 2007
. 0.57 Matraz (V: 250 mL) o
Candida . Wannawilai et
- Xilosa
magnoliae ) al., 2007
0.39 Biorreactor Batch (V: 1 L)
Candida Hidrolizado de cascarilla de . Villalba et al.,
guilliermondii arroz 0.57 Matraz (V: 45 mL) 2009
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El creciente interés en procesos fermentativos empleando residuos lignoceluldsicos es
completamente justificable, debido a que estos materiales son baratos, renovables y
fuentes ricas de azlcares. Ademas, su uso industrial contribuye a la reduccién de la
contaminacién causada por ser considerados materiales de desecho (Silva y Roberto,
2001).

Como se mencion6 con anterioridad, de los estudios revisados acerca de la obtencion
de xilitol por via fermentativa, no se encuentran reportes del uso de semilla de tamarindo
con este fin. La hidrélisis de este desecho organico, resulta ser una opcién para la

generacién de sustratos fermentables como se describe a continuacion.

2.4.2 HIDROLISIS DE LA SEMILLA DE TAMARINDO

En un estudio previo, Gonzalez-Hernandez et al. (2012) definieron las condiciones de
hidrolisis que generan una mayor concentracién de azucares fermentables a partir de la
semilla de tamarindo. La finalidad de la hidrdlisis es la de liberar los azGcares presentes
en el xiloglucano, donde el azicar de mayor interés para este estudio es la xilosa. La
hidrdlisis fue llevada a cabo utilizando acidos fuertes y elevadas temperaturas.

Se utilizé6 un disefio Box-Wilson donde se variaron tres factores: temperatura,
concentracion de acido (se probé tanto acido nitrico, como acido sulfdrico) y tiempo de
exposicion al calor. En cada factor se usaron tres niveles: se usaron temperaturas de 90,
105 y 120°C; concentraciones de &cidos al 1, 2 y 3 % v/v y; tiempo de exposicién al calor
de 10, 20 y 40 minutos en autoclave a una presion de 15 kgf/cm?® Se establecieron en
total 8 experimentos factoriales, 6 experimentos axiales y 1 punto central, es decir, 15
tratamientos (datos no mostrados).

La semilla de tamarindo recibié un tratamiento previo al disefio experimental. Las
semillas se molieron en un molino para granos y se tamizaron en malla 60 Mesh, a fin de
obtener un tamafio de particula maximo de 0.125 mm de diametro.

La cuantificacion de los azlcares reductores liberados se determiné por el método del
acido 3,5-dinitrosalicilico (DNS), y la concentracion de xilosa por ensayo enzimatico.

Hubo una menor liberaciéon de xilosa en los tratamientos realizados con acido sulfurico,
donde aquellas condiciones que lograron mayor liberacion de azlcares, alcanzaron
aproximadamente 17 g/L de xilosa (datos no mostrados). Por otro lado, los tratamientos y
las condiciones a las que hubo una mayor liberacion de azlcares reductores, y de xilosa,

utilizando acido nitrico, se muestran en la Tabla 5.
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Tabla 5. Tratamientos con la mayor liberacion de azlcares reductores y xilosa

Concentracion de Tiempo de Azlcares .
Temperatura L L Xilosa
Trat. =C) acido exposicién reductores (/L)
(%, VIV) (min) (g/L) g
7 120 3 20 93.3 39.24"
8 120 3 40 100.41 33.47°
10 130.2 2 30 112.2 43.02"

Los valores seguidos por la misma letra, no difieren significativamente para prueba de Tukey-
Kramer a un nivel de significancia a=0.05. Los tratamientos se realizaron por duplicado. Datos
tomados de Gonzalez-Hernandez et al., (2012).

En los tratamientos 7 y 10 se alcanzé la mayor concentracion de xilosa (Tabla 5), y
estos no difieren significativamente de acuerdo a la prueba de Tukey-Kramer. Por tanto,
para este estudio se seleccionaron las condiciones del tratamiento 7, es decir, una
temperatura de 120°C, una concentracion de acido nitrico de 3 % v/v, y un tiempo de
exposicion de 20 minutos.

La concentracion de xilosa en el hidrolizado de semilla de tamarindo utilizando acido
nitrico, con las condiciones antes mencionadas, es mayor a los datos obtenidos por
Martinez et al. (2002), para otras materias primas como eucalipto (24.32 g/L), bagazo de
cafa (22.71 g/L) y paja de arroz (18.33 g/L). La semilla de tamarindo, por tanto, se
considera una buena fuente de dicho azucar para la producciéon de xilitol por via
fermentativa.

Sin embargo, la produccién de xilitol por fermentacién de hidrolizados hemicelulésicos,
se ve obstaculizada por compuestos toxicos resultantes de las condiciones a las cuales se
llevan a cabo los tratamientos de hidrolisis. Estos pueden ser: acido acético, derivados
fendlicos, furfural e hidroximetilfurfural (Modig, 2001; Fernandez et al., 2007).

De estos compuestos txicos, el acido acético es el menos agresivo, donde cantidades
pequefias de este al inicio de la fermentacién no causa inhibicién en la produccién de
xilitol (Silva et al., 2004). Altos niveles de este é&cido conllevan la acidificacion del
citoplasma de la levadura, con un agotamiento del ATP intracelular debido al desvio de
esta molécula a las ATPasas de la membrana celular, que bombean H" al exterior para
regular el pH intracelular (Almeida et al., 2007).

Los furanos se originan a partir de las reacciones de Maillard de las pentosas y
hexosas durante la hidrélisis acida, y son el principal grupo inhibidor en los medios
hidrolizados; el furfural resulta de la deshidratacion de las pentosas, mientras el
hidroximetilfurfural de las hexosas (Palmqvist y Hahn-Hagerdal, 2000). Aunque no se

conoce el mecanismo preciso por el cual los furfurales inhiben el metabolismo de las
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levaduras, se ha sugerido que estos compuestos inhiben las enzimas centrales de la
glucdlisis, como la hexoquinasa y fosfofructoquinasa, o enzimas acopladas al ciclo del
acido citrico o la producciéon de etanol, como la alcohol deshidrogenasa y aldehido
deshidrogenasa (Almeida et al., 2007). Ademas, se ha reportado que las levaduras
utilizan y transforman furfurales en alcohol furfurilico y acido furoico bajo condiciones
anaerdbicas (Taherzadeh et al., 2000).

Estos compuestos deben ser considerados en la practica, debido a los problemas que

pueden ocasionar en la produccion de xilitol.

3. JUSTIFICACION

El xilitol es un edulcorante alternativo con caracteristicas similares a la sacarosa
que ha despertado gran interés debido a su uso seguro en pacientes diabéticos, debido a
su menor aporte caldrico. Ademas, incita el fluido salival aumentando la concentracién de
iones calcio, estimulando la remineralizacion de los dientes, por lo que se prevé su uso en
el tratamiento de las caries.

Su sintesis quimica es costosa y con una gran cantidad de etapas de purificacion, que
representa bajos rendimientos, mientras que el uso de un proceso fermentativo resulta
una alternativa viable de produccién por ser un método especifico, seguro, sustentable y
econémico.

Por otra parte, la semilla de tamarindo se convierte en un desecho cuando este fruto es
procesado en la industria alimenticia. Este desecho, se puede convertir en una fuente rica
de azlcares, entre los que destacan la glucosa y xilosa, convirtiéndose en un residuo
aprovechable para la producciéon de xilitol, mediante la fermentacién de dichos azlcares
por C. magnoliae.

Debido a ello, es importante conocer el efecto de los factores que afectan la produccion
de xilitol utilizando una levadura poco estudiada en esta area de investigacion
biotecnoldgica, a partir de semilla de tamarindo residual, de la cual no existen reportes de

Su uso para este fin.
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4. HIPOTESIS

La concentracion de sustrato, agitacion y aireacion, durante la fermentacién de medios
hidrolizados de semilla de tamarindo con C. magnoliae ITMLBO03, afecta la produccién de
xilitol.

5. OBJETIVOS

Objetivo general:

Determinar el efecto de la concentracién de sustrato, agitacion y aireacién sobre la
produccién de xilitol por fermentacion de medios hidrolizados de semilla de tamarindo
utilizando C. magnoliae ITMLBO0S3.

Objetivos especificos:

- Caracterizar bromatoldgicamente la semilla de tamarindo y su hidrolizado como
sustrato para la obtencién de xilitol.

- Determinar el efecto de la agitacion y concentracion inicial de sustrato a nivel
matraz sobre la obtencion de xilitol por fermentacion de medios hidrolizados de
semilla de tamarindo.

- Analizar mediante un disefio de experimentos el efecto de la agitacion y aireacién a

nivel biorreactor sobre la produccién fermentativa de xilitol, etanol y glicerol.
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6. METODOLOGIA

A continuacién se presenta la metodologia propuesta en un diagrama de flujo (Figura

6), y posteriormente se explica cada etapa del diagrama.

Andlisis bromatolégico de la semilla de tamarindo
Diseno experimental - ----
1. Nivel matraz {} 2. Nivel biorreactor
Acondicionamiento de la semilla de tamarindo
Hidrdlisis
G Para cada ensayo de fermentacion G
Preparacion de inéculo Preparacion de medios de cultivo

~~ ~

Fermentacion

<z

Cuantificacion de productos de fermentacién

~Z

4 \
Analisis estadistico de resultados

del disefio experimental

~Z

Andlisis de resultados y
conclusiones finales

Figura 6. Estrategia experimental
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6.1 ANALISIS BROMATOLOGICO DE LA SEMILLA DE
TAMARINDO

La semilla de tamarindo con testa y sin testa fue molida y tamizada en malla 60, para
alcanzar un tamafio de particula maxima de 0.125 mm de diametro, similar a la utilizada
durante el proceso de hidrdlisis. Los analisis bromatolégicos de estas muestras fueron
realizados en el Laboratorio de Alimentos del Instituto Tecnoldgico de Estudios Superiores
de Tacdmbaro, Michoacan. Los métodos utilizados para dichos andlisis se muestran en la
Tabla 6.

Tabla 6. Métodos utilizados en los andlisis bromatoldgicos para la semilla de tamarindo

Parametros Metodologia
Humedad % NMX-F-479-1985. Determinacién de Humedad por Tratamiento Térmico.
Proteina % NMX-F-068-S-1980. Determinacion de Proteinas. Método Kjeldahl.
Grasas % NMX-F-089-s-1978. Determinacién de Extracto Etéreo. Método Soxhlet.
Fibra Cruda % NMX-F-090-s-1978. Determinacién de Fibra Cruda en Alimentos.
Cenizas% NMX-F-066-s-1978. Determinacién de Cenizas
Matematica
0, . -
Carbohidratos % \f’aﬁ;—rigé t?)(r) I;H;%iJrCP(CXS%Z:;%l)on Cientifica dedicada a la excelencia en
Métodos Analiticos)

La fraccién de carbohidratos no digeribles se expresa mejor como fibra dietética. El
andlisis para determinar fibra dietética (fibra soluble e insoluble) utilizado fue el método

enziméatico de Prosky.

6.2 DISENO EXPERIMENTAL A NIVEL MATRAZ

Ghindea et al. (2010) reportan que la temperatura dptima para la obtencién de xilitol en
levaduras productoras es de 30° C, donde pequefas variaciones no afectan los
rendimientos de xilitol; asi mismo, el pH inicial 6ptimo establecido se encuentra entre 5.5y
6.0.

Por lo tanto, se propuso que el disefio experimental a nivel matraz se enfocara en dos
factores que afectan significativamente la produccion de xilitol, la agitacion y la
concentracion inicial de sustrato.

Se utilizé un disefio factorial 3%, es decir, de dos factores con tres niveles cada uno.
Este disefio, ofrece la ventaja de conocer si existe un efecto lineal, o no lineal (curvatura),

de los factores propuestos.
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Estd comprobado que la produccién de xilitol se realiza bajo condiciones semi-
anaerobias (Granstrém, 2002). Por tanto, se utilizé un nivel bajo de agitacién que pudiera
proveer de dichas condiciones, esta fue a 120 rpm, y un nivel alto de agitacion que
pudiera proveer de condiciones aerobicas (240 rpm). El punto medio a comparar fue de
180 rpm.

La concentracién de sustrato fue obtenida a partir de la cuantificacion de azlcares
reductores después de la hidrdlisis de la semilla de tamarindo. De acuerdo con estos
ensayos, el medio hidrolizado de semilla de tamarindo (con pH corregido a 5.5) tiene una
concentracion aproximada de 80 g/L de azucares reductores. Por tanto, se propuso un
nivel alto de dicha concentracién, un nivel bajo de 20 g/L, y un punto intermedio de 50 g/L,
para la concentraciéon al inicio de la fermentacién. La concentracion de sustratos como
glucosa y xilosa estd en funciébn de la concentracion de azlcares reductores, y fue
determinada para cada una de estas.

Los niveles codificados para cada factor, y el disefio factorial, se muestran en las

Tabla 7 y 8, respectivamente. Cada tratamiento se realizé por duplicado (n=2).

Tabla 7. Valores codificados para cada factor evaluado con el disefio experimental 3°

ractor Valor (rpm) coc\j/i?ilgerldo Factor Valor (g/L) coc\j/i?ilggdo
120 -1 j 20 1
Agitacion (A) 180 Coi?]?ggrr(ag)lon =0 5
240 80 1

Tabla 8. Tratamientos del disefio factorial 3°

Tratamiento A B
1 -1 -1
2 0 -1
3 1 -1
4 -1 0
5 0 0
6 1 0
7 -1 1
8 0 1
9 1 1
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6.3 ACONDICIONAMIENTO DE LA SEMILLA DE TAMARINDO

La semilla de tamarindo fue proporcionada por “Productos Gondi S. A. de C. V.”
localizada en la ciudad de Morelia, Michoacén. Se retiraron las impurezas de la semilla
mediante un lavado. La eliminacién de la testa se realizdé por choque térmico. La semilla
sin testa fue molida y tamizada hasta malla 60 para obtener un tamafio de particula

maximo de 0.125 mm de diametro.

6.4 HIDROLISIS

Las condiciones de hidrélisis fueron aquellas determinadas en los antecedentes
experimentales. Se disolvieron 7.5 g de polvo de semilla de tamarindo en 50 mL de
solucion al 3 % v/v de HNOs, y se sometieron a tratamiento térmico en autoclave (120° C,
15 kg/cm?, 20 min). El medio hidrolizado se centrifugd a 4000 rpm durante 15 min, y fue

filtrado para la eliminacion de sélidos generados durante la hidrdlisis.

6.5 CARACTERIZACION DEL MEDIO HIDROLIZADO DE
SEMILLA DE TAMARINDO

Con el fin de conocer la composicion del medio hidrolizado de semilla de tamarindo, se
cuantificaron los azucares de interés fermentables, como glucosa y xilosa, asi como
compuestos téxicos para la levadura, furfurales, producto de las condiciones a las que se
realiz6 la hidrélisis de la semilla.

La cantidad de glucosa se determiné utilizando el ensayo enzimatico de la glucosa
oxidasa-peroxidasa, en presencia de orto-dianisidina, la cual es reducida durante las
reacciones quimicas, resultando en un cambio de color, teniendo el maximo pico de
absorcion a 440 nm. La cuantificacién de xilosa se realizd por ensayo enzimatico de la
xilosa mutarotasa-xilosa deshidrogenasa, reacciones donde la xilosa es oxidada a acido
glucénico con la formacion de NADH, el cual tiene un pico de absorcién a 340 nm, y es
proporcional a la cantidad de xilosa presente en el medio.

La determinacién de furfurales se realiz6 mediante la metodologia propuesta por
Martinez et al. (2000). El furfural e hidroximetilfurfural tienen un pico de absorcion
conjunto en el espectro UV a 284 nm. Algunos otros compuestos presentes en medios
hidrolizados de residuos organicos absorben en la misma region, pero mantienen un codo

de absorcion a 320 nm. Mediante la sustraccion de ambas absorbancias y por
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comparacion con una curva patron, se midié la presencia de estos compuestos en el
medio hidrolizado de semilla de tamarindo.
La identificaciébn de otros azUcares presentes en el medio hidrolizado de semilla de
tamarindo se realizo por cromatografia de capa fina (ANEXO 11.2)

6.6 PREPARACION DE MEDIOS DE CULTIVO

Consiste en el acondicionamiento del medio hidrolizado de semilla de tamarindo. El pH
fue ajustado a 6.0 con una solucion de TRIZMA BASE (2-amino-2-hidroximetil propano-1,
3-diol) 2M. La concentracion de azucares iniciales se obtuvo por diluciones del hidrolizado
con agua destilada, a la concentracién indicada en cada tratamiento de acuerdo al disefio
experimental a nivel matraz. Como fuente de nitrégeno para las levaduras se adicion6
fosfato de amonio (NH,4),H.PO,4 en una proporcion de 1 g/L. El volumen inicial de cada
matraz de fermentacion fue de 100 mL, en matraces Erlenmeyer de 250 mL. Los

matraces se esterilizaron en autoclave a 121° C, durante 15 min.

6.7 LEVADURA

La levadura productora de xilitol elegida para este estudio (ver ANEXO 11.1), C.
magnoliae ITMLBO03, se mantuvo almacenada en cajas de Petri con medio mixto YPD-
hidrolizado de semilla de tamarindo (10 g/L de glucosa, 10 g/L de azucares de hidrolizado
de semilla de tamarindo, 10 g/L de bactopeptona, 10 g/L de extracto de levadura y 20 g/L
de agar) bajo refrigeracion a 4 °C y resiembra cada 3 semanas.

6.8 PREPARACION DE INOCULO

Se prepararon matraces de 50 mL con medio de hidrolizado de semilla de tamarindo a
la misma concentracién de sustrato a la cual se llevd a cabo cada ensayo de
fermentacion, de acuerdo al disefio experimental. Se transfirieron cinco asadas de las
levaduras de las cajas de Petri a dicho medio, y se incubaron durante 24 h, a 28° C y 200

rpm.

6.9 FERMENTACION

La carga microbiana del indculo fue determinada mediante cuenta viable en camara de
Neubauer. Se inoculd el volumen necesario para tener una concentracion inicial de 3X10°

células/mL en el medio de fermentacion. Los matraces se incubaron en agitador rotatorio
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a las condiciones establecidas por el disefio experimental, manteniéndose constante la
temperatura (30 °C) y a un pH inicial aproximado a 6, el cual no fue controlado durante los
ensayos. Se tomd muestra de los matraces cada 4 h, para conocer el comportamiento de
las siguientes variables:

e Crecimiento celular: Mediante cuenta viable en cdmara de Neubauer. Por
tinciébn con azul de metileno, se diferenciaron las células vivas y muertas. El
conteo se realizé en microscopio.

e Consumo de azucares reductores: Se midi6 mediante la técnica de oxido-
reduccién del DNS. Los azlcares tienen la capacidad de reducir el acido 3,5
dinitrosalicilico, ocasionando un cambio de color, que puede ser medido en un
espectrofotébmetro, a una longitud de onda de 540 nm.

e pH: Se determind con un potencidémetro.

e Consumo de glucosa: Medido por kit enzimatico (glucosidasa y peroxidasa)
para cuantificacion de glucosa.

e Consumo de xilosa: Medido por kit enzimético (xilosa deshidrogenasa) para

cuantificacion de xilosa.

6.10 CUANTIFICACION DE PRODUCTOS DE FERMENTACION

Los productos de fermentacion esperados fueron xilitol, etanol y glicerol. Estos se
cuantificaron por ensayo enzimatico (Megazyme®).

El xilitol se cuantificé con ayuda de las enzimas sorbitol deshidrogenasa y diaforasa, en
presencia de NAD" y cloruro de iodonitrotetrazolium (INT), el cual se reduce a INT-
formazan al finalizar las reacciones, teniendo una capacidad de absorcion a 492 nm y
siendo proporcional a la cantidad de xilitol en el medio.

La cuantificacién de etanol requiri6 de dos reacciones enziméaticas, catalizadas por la
alcohol deshidrogenasa y la aldehido deshidrogenasa, donde se produce NADH a partir
de NAD", el cual es medido por incremento en la absorcién a 340 nm y permite medir la
presencia de etanol generado.

Finalmente, el glicerol fue medido por el ensayo enzimético con gliceroquinasa y

lactato deshidrogenasa.
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6.11 ANALISIS DE RESULTADOS

El analisis de resultados se realiz6 en el software JMP 6.0 y STATGRAPHICS
Centurion XV.

6.12 DISENO EXPERIMENTAL A NIVEL BIORREACTOR

Para el disefio experimental a nivel biorreactor se evalué el efecto, asi como la
probable interaccién de dos factores que tienen un alto impacto en la produccion de xilitol
por fermentacion: agitacion y aireacion. Para lograr dicho objetivo se utiliz6 un disefio
experimental factorial 22 con un punto central.

En base a los resultados del disefio experimental a nivel matraz, y que son reportados
en los siguientes apartados, se establecié un nivel bajo de agitacion de 100 rpm, y un
nivel alto de 200 rpm.

Por su parte, y de acuerdo al estudio realizado por Winkelhausen et al. (2004), se
utilizé un nivel bajo y alto de aireacion de 0.1 y 1 vvm, respectivamente (oxigeno
suministrado como aire a flujos de gas controlado con un rotametro).

Los niveles codificados para cada factor, y los tratamientos resultantes del disefio
experimental (incluyendo el punto central), se muestran en las Tablas 9 y 10,
respectivamente. Cada tratamiento se realizé por duplicado (n=2).

Tabla 9. Valores codificados para cada factor evaluado con el disefio experimental 2% con
punto central

Valor Valor
Factor Valor (rpm) codificado Factor Valor (vvm) codificado
100 -1 0.1 -1
Agitacion Aireacion
150 0 0.55 0
(A) (B)
200 1 1 1

Tabla 10. Tratamientos del disefio factorial 2° con punto central

Tratamiento A B
1 1 1
2 -1 1
3 1 -1
4 0 0
5 -1 -1
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6.13 ENSAYOS DE FERMENTACION EN BIORREACTOR

Los ensayos de fermentacidbn en base a los diferentes tratamientos del disefio
experimental a nivel biorreactor se realizaron a una temperatura constante de 30 °C, un
pH inicial aproximado a 6.3, el cual no fue controlado durante los ensayos, y una
concentracion inicial de sustrato de 50 g/L, este Ultimo determinado por el disefio
experimental a nivel matraz, y analizado en los siguientes apartados. El biorreactor usado

marca Applikon® tiene las caracteristicas que se muestran en la Tabla 11.

Tabla 11. Caracteristicas del biorreactor utilizado en el disefio experimental

Caracteristicas del biorreactor

Volumen del biorreactor (L) 3
Volumen de trabajo (L) 1.7
Didmetro del biorreactor (m) 0.13
Tipo de agitador Rushton
Numero de paletas del agitador 6
Diametro del agitador (m) 0.045
Ancho de la paleta (m) 0.011
Longitud de la paleta (m) 0.011
NuUmero de agitadores 2
Posicion desde la base del 1er agitador (m) 0.04
Posicion desde la base del 2do agitador (m) 0.125
Numero de deflectores 3
Ancho de un deflector (m) 0.013
Tipo de distribuidor de aire Tubo perforado
Numero de orificios del distribuidor 7
Diametro de orificios del distribuidor (m) 0.001

La preparacién del medio de cultivo y del inéculo se realizé como se describe en el
apartado 6.6 y 6.7, respectivamente. Se utilizé un volumen de medio de cultivo de 1.7 L.
El biorreactor conteniendo el medio de cultivo se esterilizd para cada tratamiento del
disefio experimental en autoclave a 121 °C, 1 atm, por 15 min. Asi mismo, se esterilizaron
mangueras (para extraccion de muestra y aireacion) y material necesario para los
ensayos de fermentacion.

Se inoculé una concentracion de 3 X 10° cel/mL de C. magnoliae en condiciones
anoxicas. El agitador, y los sensores de pH y oxigeno disuelto se desinfectaron con etanol

y se conectaron al biocontrolador. Como se mencioné anteriormente, la temperatura se

PROGRAMA INSTITUCIONAL DE MAESTRIA EN CIENCIAS BIOLOGICAS | 23



CARACTERIZACION FERMENTATIVA DE LA PRODUCCION DE XILITOL POR Candida magnoliae UTILIZANDO HIDROLIZADOS DE SEMILLA
DE TAMARINDO COMO SUSTRATO
mantuvo a constante a 30 °C, por bafio maria con un Controlador de Temperatura
Science®.
La aireacion se control6 con un Rotdmetro Aalborg® conectado a un compresor. El
flujo (en L/min) necesario para establecer los distintos niveles del factor aireacién, y en
base al volumen de medio de cultivo en el biorreactor, se muestran en la Tabla 12.

Tabla 12. Flujo de aire en el rotametro para cada nivel del disefio experimental 2° con punto
central

Nivel del factor Valor Flujo de aire
aireacion (vvm) codificado (L/min)
0.1 -1 0.17
0.55 0 0.935
1 1 1.7

El crecimiento celular, consumo de azlcares reductores, consumo de glucosa y xilosa,
y la produccion de xilitol, etanol y glicerol, se cuantificaron con las mismas técnicas

descritas en los apartados 6.8 y 6.9 para las fermentaciones a nivel matraz.
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7. RESULTADOS

7.1  ANALISIS BROMATOLOGICO DE LA SEMILLA DE
TAMARINDO

Los resultados del analisis bromatolégico, para semilla de tamarindo con testa y sin
testa, se muestran en la Tabla 13.

Tabla 13. Composicion de la semilla de tamarindo con testay sin testa

Porcentaje (%)
Parametros
Semilla con testa Semilla sin testa
Humedad 5.7 6.1
Proteina 15.2 151
Grasas 3.7 4.6
Fibra Cruda 3 3
Cenizas 1.8 2.1
Fibra dietética 70.52 70.33
Fibra insoluble 52.89 17.64
Fibra soluble 17.63 52.69

El principal componente de la semilla de tamarindo utilizada en el presente estudio,
como era de esperarse, fue la fraccién de fibra dietética, que se esperaria estuviera
conformada principalmente por el xiloglucano. La semilla con testa y sin testa tuvo un
porcentaje similar de fibra dietética, donde la Unica diferencia radicé en la concentracion

de fibra insoluble y soluble.

7.2  DISENO EXPERIMENTAL NIVEL MATRAZ

Los medios de fermentacion para los tratamientos del disefio experimental se
prepararon a partir de un mismo lote de hidrolizado de semilla de tamarindo, para evitar
diferencias significativas entre la composicion de azlcares, glucosa y xilosa, para los
distintos tratamientos.

La composicién de los hidrolizados de semilla de tamarindo, en los niveles establecidos

para el factor de concentracion inicial de sustrato, se muestra en la Tabla 14.
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Tabla 14. Composicion del medio hidrolizado de semilla de tamarindo a diferentes
concentraciones iniciales de sustrato para el disefio experimental 3°

Concentracién

Nivel inicial de sustrato Glucosa (g/L) Xilosa (g/L) Furfurales (g/L)
(/L)
-1 20 15.580 + 0.344 5.912 £ 0.473 0.052 £ 0.010
0 50 35.289 + 0.750 11.621 +1.222 0.128 + 0.008
1 80 49.271 £ 1.167 14.558 + 1.585 0.225 £ 0.010

Los datos muestran el promedio + desviacién estandar para n=6

Los datos mostrados en la Tabla 14, por tanto, muestran la composicion inicial
aproximada de los medios de fermentaciébn para los distintos niveles del factor de
concentracion inicial de sustrato.

A continuacion se presentan los resultados generales de los tratamientos del disefio
experimental y, posteriormente, el andlisis estadistico de las principales variables de
respuesta obtenidas con la levadura C. magnoliae.

Es importante mencionar que no se muestran los datos resultantes de las variaciones
de pH respecto al tiempo de ninguno de los tratamientos, ya que, partiendo de un pH
inicial aproximado a 5.5, no existieron cambios significativos su valor. En algunos casos

se observo una ligera acidificacion del medio durante las primeras horas de fermentacion.

7.2.1 CRECIMIENTO CELULAR

La levadura utilizada en el disefio experimental, C. magnoliae, logr6 adaptarse a la
mayoria de las condiciones establecidas por los distintos tratamientos.

A un nivel bajo de concentracion inicial de sustrato, 20 g/L, el crecimiento celular fue
similar entre los distintos niveles de agitacién, donde no se observaron graficamente
diferencias significativas (Figura 7A); ademas, la levadura alcanzé la fase estacionaria
transcurridas 12 h de fermentacion en estos tratamientos.

Una concentracion inicial de sustrato de 50 g/L representa un caso similar, donde la
Unica diferencia tiene que ver con el tratamiento a un nivel alto de agitacion (240 rpm),
terminando su fase exponencial a las 16 h de fermentacion (Figura 7B). Las
concentraciones celulares a través del tiempo para los tratamientos con concentracion
inicial de 20 g/L y 50 g/L, fueron semejantes, por lo que no se esperan diferencias

significativas entre los parametros calculados y mostrados en la Tabla 15.
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Figura 7. Crecimiento celular de los tratamientos del disefio experimental 3°. Agitacion de (A)
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(B) 50 g/L y; (C) 80 g/L. Datos representativos para n=2
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El nivel alto de concentracion inicial de sustrato (80 g/L) tuvo un impacto mayor sobre
el crecimiento celular en comparacion con los tratamientos realizados a un nivel bajo y
medio de este factor. La fase exponencial dur6 un periodo de tiempo mayor para los
niveles medio y alto para el factor agitacion, comenzando la fase estacionaria
transcurridas las 24 y 28 h de fermentacion, respectivamente, como se puede observar en
la Figura 7C.

El nivel bajo de agitacion (120 rpm) a una concentracién inicial de sustrato de 80 g/L
provocOd un efecto negativo sobre la levadura, la cual no mostrdé crecimiento en dicho
tratamiento.

Los parametros que definen la adaptacion de la levadura a los distintos tratamientos se
muestran en la Tabla 15. El tiempo de duplicacién obtenido para cada tratamiento se

comparard estadisticamente en los siguientes apartados.

Tabla 15. Valores promedio de velocidad especifica de crecimiento (u), tiempo de duplicacion (ty) y
velocidad de divisidn (8) para el disefio experimental 32

Concentracioén

Tratamiento  inicial de Agitacion p(hY) tq (h) 5(hY
sustrato (g/L) (rpm)

1 20 120 0.2846 2.4360 0.4105
2 50 120 0.2530 2.7394 0.3651
3 80 120 - - -
4 20 180 0.2401 2.8873 0.3464
5 50 180 0.2473 2.8039 0.3568
6 80 180 0.0987 7.0350 0.1423
7 20 240 0.2517 2.7546 0.3631
8 50 240 0.2001 3.4636 0.2887
9 80 240 0.1412 4.9101 0.2037

Valores representativos para n=2

7.2.2 CONSUMO DE GLUCOSA Y PRODUCCION DE ETANOL

La produccién de etanol no esta asociada completamente al consumo de glucosa, ya
gue a partir de este azlcar se pueden producir otros compuestos, como glicerol o acido
acético; ademas, el etanol puede ser producido por el consumo de otros azucares, como
la xilosa. Sin embargo, la mayor produccion de etanol se debe al consumo de la glucosa,

y se analizan conjuntamente en este apartado.
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La glucosa se agot6 practicamente en un 100% transcurridas 48 h de fermentacion,
cuando se utilizd6 un nivel bajo de concentracion inicial de sustrato (20 g/L),
independientemente de la variacion entre los niveles de la agitacion, como se observa en
la Figura 8A. La diferencia entre cada valor de concentracion de glucosa a través del
tiempo, entre los distintos niveles de agitacion, fue pequefia. Sin embargo, existieron
variaciones en cuanto a la produccion de etanol para este nivel de concentracion inicial de
sustrato: a un nivel bajo de agitacion, se alcanzdé una produccion maxima de etanol
aproximada de 12.09 g/L a las 72 h de fermentacidn; con una agitacion de 180 rpm, se
obtuvo una concentracibn maxima de etanol de 14.47 g/L transcurridas 48 h de
fermentacion; finalmente, a un nivel alto de agitacién se logré obtener 11.91 g/L de etanol
a las 48 h. De cualquier manera, la concentracion de etanol fue similar al finalizar la
fermentacion, como se puede observar en el eje secundario Y de la Figura 8A.

El consumo de glucosa por C. magnoliae no fue distinto cuando se utilizaron diferentes
niveles de agitacion a un nivel medio de concentracién inicial de sustrato (50 g/L),
consumiéndose en totalmente a partir de las 60 h de fermentacion (Figura 8B). A un nivel
bajo de agitacién (120 rpm), la mayor produccion de etanol (19.11 g/L) se logré al final de
la fermentacion, e incluso fue el valor méas alto alcanzado para este nivel de concentracién
inicial de sustrato. La mayor concentracion de etanol generada para los niveles medio y
alto de agitacion, se dio a las 48 h de fermentacion; sin embargo, la diferencia entre estos
valores es amplia, siendo 18.30 g/L, cuando se utilizé agitacién de 180 rpm, y de 9.18 g/L,
a 240 rpm de agitacion.

Como se mencion6 en el apartado anterior, C. magnoliae no tuvo adaptacién al medio
cuando se utilizé un nivel alto de concentracion de sustrato inicial (80 g/L), y un nivel bajo
de agitacién (120 rpm), traduciéndose en un consumo nulo de glucosa (Figura 8C). A
pesar de que el consumo de glucosa fue mas rapido a una agitacién de 240 rpm durante
las primeras horas, respecto a su consumo a 180 rpm, el azUcar se agot6 en un 100 %,
en ambos casos, después de 60 h de fermentacion. La produccion de etanol fue similar
para estos tratamientos, con una producciéon méxima de 22.04 g/L, a 180 rpm, y de 20.91
g/L, a 240 rpm.

Las concentraciones maximas de etanol se analizan estadisticamente en los siguientes

apartados.
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Figura 8. Consumo de glucosa y produccién de etanol para los tratamientos del disefio 3°.
Agitacion de (A, A) 120 rpm, (e, o) 180 rpm y (¢, ¢) 240 rpm, para distintas concentraciones

iniciales de sustrato: (A) 20 g/L; (B) 50 g/L y; (C) 80 g/L. Datos representativos para n=2
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7.2.3 CONSUMO DE XILOSA Y PRODUCCION DE XILITOL

A un nivel bajo de concentracién inicial de sustrato, 20 g/L, el consumo de xilosa entre
los tratamientos a los distintos niveles de agitacion, fue similar a través del tiempo,
mostrando una tendencia lineal en la Figura 9A, y con un consumo aproximado del 90 %
de la xilosa disponible, en todos los casos. La produccién de xilitol fue la mas afectada por
la variacion de la agitacion, a esta concentracion inicial de sustrato. A una agitacion
menor, de 120 rpm, la produccién de xilitol se beneficio, alcanzando la produccion maxima
entre estos tres tratamientos, de 1.57 g/L al finalizar la fermentacion; por su parte, la
generacion del producto a 240 rpm fue la més perjudicada, logrando sé6lo un 0.81 g/L de
xilitol. A un nivel intermedio de agitacion, se alcanzé una concentracion de xilitol de 1.15
g/L después de 92 h de fermentacion.

El consumo total de xilosa por C. magnoliae, solo tuvo una pequefia disminucion
cuando se varid la concentracion inicial de sustrato a un valor intermedio (50 g/L), con un
consumo del 88 % aproximado para todos los tratamientos en este nivel; el consumo de
xilosa fue similar entre los distintos niveles de agitacion para esta concentracion de
sustrato, donde no se observan fluctuaciones significativas (Figura 9B). La produccién
maxima de xilitol para estos tres tratamientos se tuvo al finalizar la fermentacién. Para
este nivel de concentracion inicial de sustrato también se observo el efecto ocasionado
por la variacion en los niveles de la agitacién. A una agitacién de 120 rpm, nuevamente se
favorecié la produccién de xilitol, alcanzando una concentracion final de 4.36 g/L; caso
contrario a un nivel alto de agitacion, donde la concentracion de producto se ve
seriamente afectada, obteniendo 1.74 g/L de xilitol. A un nivel intermedio de agitacion, de
180 rpm, se obtuvo una produccibn maxima de xilitol de 3.62 g/L a las 92 h de
fermentacion.

Los tratamientos a un nivel alto de concentracion inicial de sustrato (80 g/L) fueron los
que tuvieron un menor consumo de xilosa; los niveles intermedio y alto de agitacion
tuvieron un consumo de aproximadamente el 72 % de la xilosa disponible en el medio de
fermentacion (Figura 9C). Para este caso, no se observé un efecto significativo debido a
los niveles intermedio y alto de agitacién; al final de la fermentacién se obtuvieron
concentraciones de xilitol de 4.35 g/L y 4.44 g/L, respectivamente, siendo los valores mas

altos alcanzados entre todos los tratamientos (junto con el tratamiento a 50 g/L y 120

rpm).
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Figura 9. Consumo de xilosa y produccion de xilitol en los tratamientos del disefio 3%
Agitacién de (A, A) 120 rpm, (e, o) 180 rpm y (¢, 0) 240 rpm, para distintas concentraciones

iniciales de sustrato: (A) 20 g/L; (B) 50 g/L y; (C) 80 g/L. Datos representativos para n=2
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El tratamiento con una concentracion inicial de 80 g/L y una agitacion de 120 rpm
mostré una inhibicion total del crecimiento de C. magnoliae, al no existir consumo de
xilosa y, por tanto, la produccién nula de xilitol, como se puede observar en la Figura 9C.
De acuerdo con los datos obtenidos de consumo de xilosa y produccién de xilitol, se
calculd el rendimiento producto-sustrato (Y,s) (Tabla 16), que sera analizado
estadisticamente mas adelante. Dicho pardmetro permite determinar la capacidad

productiva de C. magnoliae.

Tabla 16. Rendimiento producto-sustrato (Ys) promedio para los distintos tratamientos del
disefio experimental 3°

Tratanien COpeeNacn lal - Agtacn Yo (g de ol e
1 20 120 0.4121
2 50 120 0.6354
3 80 120 0.0552
4 20 180 0.2183
5 50 180 0.6098
6 80 180 0.4445
7 20 240 0.2036
8 50 240 0.3043
9 80 240 0.5043

Datos representativos para n=2

7.2.4 PRODUCCION DE BIOMASA Y GLICEROL

En la Tabla 17, se muestran los resultados de produccion de biomasa y glicerol para
los diferentes tratamientos del disefio experimental.

Los valores de biomasa presentados en la Tabla 17, representan la concentracion
maxima alcanzada al final de la fermentacion. Estos valores son muy similares entre si,
destacando el tratamiento 8, donde se alcanz6 una mayor concentracién de biomasa, de
4.75 g/L, y que se comprobard mas adelante con el analisis estadistico. La concentracion
de biomasa para el tratamiento 3 es nula, debido a que no hubo crecimiento de la
levadura bajo dichas condiciones.

También se reportan los valores maximos alcanzados en concentracion de glicerol, al
final de la fermentacion. Los valores mas altos corresponden a los tratamientos 8 y 9; se
determinard si existié diferencia significativa en produccion de glicerol respecto a los

demas mediante el analisis estadistico.
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Tabla 17. Produccion méaxima de biomasa y glicerol para los distintos tratamientos del
disefio experimental 3

Concentracién

Tratamiento inicial de Agitacion Biomasa Glicerol (g/L)
sustrato (g/L) (rpm) (G/L)
1 20 120 3.15 1.468
2 50 120 3.05 1.793
3 80 120 0.05 0.000
4 20 180 3.05 1.584
5 50 180 3.3 1.669
6 80 180 2.9 1.690
7 20 240 2.5 1.846
8 50 240 4.75 2.863
9 80 240 3.05 2.384

Datos representativos para n=2

7.2.5 ANALISIS ESTADISTICO DE DISENO EXPERIMENTAL A
NIVEL MATRAZ

A continuacion, se muestra el andlisis estadistico las variables de respuesta que se
consideraron mas importantes en el propdsito del presente estudio, estas son: tiempo de
duplicacion (tg), rendimiento producto-sustrato (Yps) y produccion de xilitol, para los
tratamientos correspondientes al disefio experimental 3? para. Ademas, en el anélisis
comparativo con la prueba Tukey-Kramer de los resultados promedio de cada tratamiento,
se incluye la produccioén de etanol, glicerol y biomasa.

El anélisis de varianza factorial 3° permite determinar el efecto de cada factor principal,
de tipo lineal y cuadratico, asi como la interaccién entre dichos factores. Las hip6tesis

nulas a comprobar, por tanto, se presentan a continuacion:

- H, 17 =0 (no hay efecto significativo del factor A sobre la variable de respuesta).
- H,:6, = 0 (no hay efecto significativo del factor B sobre la variable de respuesta).

- H, 1 (»9); =0 (no hay efecto significativo de interaccion de los factores Ay B sobre

la variable de respuesta).

7.2.5.1 TIEMPO DE DUPLICACION (t)

El tiempo de duplicacién es una variable que permite describir la adaptacion de C.

magnoliae a los diferentes tratamientos utilizados en el disefio experimental para los
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efectos principales: concentracion inicial de sustrato y agitacion. Un menor tiempo de
duplicacion, indica un crecimiento mas acelerado de la levadura, sugiriendo una mayor
adaptacion al medio de fermentacion.

En la Tabla 18 se muestra en andlisis de varianza (ANOVA) a un nivel de significancia
de a=0.05, descompuesto a efectos con un grado de libertad, lo cual permite determinar si
los efectos cuadraticos de los factores principales son significativos, asi como de

interacciéon entre estos.

Tabla 18. Analisis de varianza descompuesto a efectos con un grado de libertad para el
tiempo de duplicacion del disefio experimental 3°

Fuente de Variacién Cil;?rzgc?s GLrieE)deor?age Cl:v?g(;?:o Raz6on-F  Valor-P
iﬁi:§§|n§§2t52§|§t2 4.98482 1 4.98482 2.56 0.1379
B:Agitacion 11.8125 1 11.8125 6.07 0.0315
AA 0.448587 1 0.448587 0.23 0.6406
AB 10.5407 1 10.5407 5.41 0.0401
BB 9.29996 1 9.29996 4,78 0.0514
Bloques 0.00963272 1 0.00963272 0 0.9452

Error total 21.4133 11 1.94666

Total 58.5096 17

Las hipotesis nulas se rechazan cuando el Valor-P es menor al nivel de significancia establecido
(0=0.05)

De acuerdo al andlisis de varianza, el factor B (agitacion) fue el que tuvo un mayor
efecto sobre la variable de respuesta, siendo significativos tanto su componente lineal,
como cuadratico. Esto se puede constatar en la Figura 10 donde, al aumentar la agitacion,
aumenta considerablemente el tiempo de duplicacion hasta alcanzar un punto maximo,
después del cual este se empieza a reducir. La curvatura en esta parte corresponderia al
componente cuadratico del efecto.

Por otro lado, el efecto del factor A (concentraciéon inicial de sustrato) no es
significativo, a pesar de que se observa un ligero efecto lineal en la Figura 10. La
interaccion de este factor con la agitacion, si es significativo a un nivel de confianza del 95

% ya que se puede reconocer facilmente en la Figura 11.
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7.2.5.2 RENDIMIENTO PRODUCTO-SUSTRATO (Yyys)

El rendimiento Y,s es la variable de respuesta que mejor representa la capacidad
productiva de xilitol por la levadura en los diferentes tratamientos experimentales. El
andlisis de varianza para esta variable descompuesto a efectos de un grado de libertad,

se muestra en la Tabla 19.
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Tabla 19. Andlisis de varianza descompuesto a efectos con un grado de libertad para el
rendimiento producto-sustrato del disefio experimental 3

Fuente de

Suma de

Grados de

Cuadrado

variacién Cuadrados Libertad Medio Raz6n-F  Vvalor-P
A:Concentracion 0.00962767 1 0.00962767  0.54 0.4779
inicial de sustrato

B:Agitacion 0.00272707 1 0.00272707 0.15 0.7033

AA 0.176666 1 0.176666 9.9 0.0093

AB 0.216186 1 0.216186 12.12 0.0051

BB 0.0205683 1 0.0205683 1.15 0.3059

Bloques 6.96889E-06 1 6'9608689E- 0 0.9846
Error total 0.196201 11 0.0178364

Total 0.621983 17

Las hipotesis nulas se rechazan cuando el Valor-P es menor al nivel de significancia establecido
(a=0.05)

De acuerdo a los estadisticos F calculados en la Tabla 19, no existen efectos
significativos de ninguno de los factores principales, en su componente lineal. Como se
observa en la Figura 12, los componentes cuadraticos de ambos factores son
significativos debido a la curvatura generada en su comportamiento. El efecto cuadratico
del factor A es significativo, como lo indica el analisis de varianza; sin embargo, el mismo
andlisis no manifiesta el efecto significativo del componente cuadratico del factor B, la
agitacion.

El rendimiento producto-sustrato, por tanto, fue favorecido en los puntos centrales de
ambos factores, tratamiento que fue utilizado en el disefio experimental y que se
comparara con los demas tratamientos mediante una prueba Tukey-Kramer.

El grafico de efecto de interaccién en la Figura 13 y el andlisis de varianza manifiestan
gue el principal efecto de los factores, concentracion inicial de sustrato y agitacion, sobre

la variable de respuesta (Y,s) se debe a la interaccion entre ambos.
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Figura 12. Efectos principales de los factores sobre el rendimiento producto-sustrato
(disefio experimental 3?)
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Figura 13. Efecto de interaccion de factores para el rendimiento producto-sustrato (disefio
experimental 3%)

7.2.5.3 PRODUCCION DE XILITOL

El analisis de varianza, a un nivel de significancia de 0.05, para los efectos de la
concentracion inicial de sustrato y la agitacion sobre la produccién de xilitol, se muestran
en la Tabla 20.
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Tabla 20. Andlisis de varianza descompuesto a efectos con un grado de libertad para la
produccion de xilitol del disefio experimental 3°

Fue_ntg ge Sumade Gr_ados de Cuadrgdo Razén-F Valor-P
Variacién Cuadrados Libertad Medio

iﬁ;g;’l”gggtlﬁfr'gtg 9.26115 1 9.26115 6.04 0.0318

B:Agitacién 0.370095 1 0.370095 0.24 0.6329

AA 5.57952 1 5.57952 3.64 0.0829

AB 13.4753 1 13.4753 8.79 0.0129

BB 3.13007 1 3.13007 2.04 0.1809

Bloques 0.0356623 1 0.0356623 0.02 0.8816
Error total 16.8702 11 1.53365

Total 48.722 17

Las hipotesis nulas se rechazan cuando el Valor-P es menor al nivel de significancia establecido
(a=0.05)

La concentracién inicial de sustrato, tanto en su componente lineal, como en su
componente cuadratico, corresponden a los principales efectos sobre la produccién de
xilitol, debido solamente a los factores por separado, como lo indica el analisis de
varianza. Estos efectos se pueden apreciar claramente en la Figura 14, donde existe un
aumento lineal significativo debido al incremento de la concentracién inicial de sustrato,
hasta llegar a un punto maximo después del cual se genera un decremento, provocando
curvatura (efecto cuadratico) en la variable de respuesta.

El grafico de los efectos principales (Figura 14) sugiere un efecto cuadratico importante
ocasionado por la agitacién. Sin embargo, este efecto no demuestra ser significativo al
observar el andlisis de varianza de la Tabla 20.

El principal efecto sobre la variable de respuesta, la produccion de xilitol, se debe una
vez mas a la interaccion que existe entre los factores utilizados en el disefio experimental

Yy que es apreciable en la Figura 15.

PROGRAMA INSTITUCIONAL DE MAESTRIA EN CIENCIAS BIOLOGICAS | 39



CARACTERIZACION FERMENTATIVA DE LA PRODUCCION DE XILITOL POR Candida magnoliae UTILIZANDO HIDROLIZADOS DE SEMILLA
DE TAMARINDO COMO SUSTRATO

4.1 - =

3.7 -

33 F -

29 - -

Xilitol (g/L)

25 -

20.0 80.0 120.0 240.0
Concentracion inicial de sustrato (g/L) Agitacion (rpm)

Figura 14. Efectos principales de los factores sobre la produccidon de xilitol (disefio
experimental 3%)
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Figura 15. Efecto de interaccion de factores para la produccién de xilitol (disefio
experimental 3%

7.2.5.4 PRUEBA ESTADISTICA DE TUKEY-KRAMER

Una vez conocidos los efectos de los factores principales y su interaccion, es
importante realizar un andlisis comparativo sobre los valores puntuales obtenidos en los
distintos tratamientos del disefio experimental. Esto nos permite conocer aquellos
tratamientos que benefician o perjudican las variables de respuesta, para asociarlos a los

efectos establecidos con el andlisis de varianza.
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Aungque no se presenta un andlisis estadistico mas profundo de la produccién de

etanol, glicerol y biomasa, el andlisis comparativo nos permite conocer los tratamientos
que favorecen la produccion de los mismos.

La prueba estadistica utilizada en la comparacion de los resultados obtenidos para los

diferentes tratamientos del disefio experimental, fue la de Tukey-Kramer a un nivel de

significancia de 0.05. Los valores promedio de respuesta y diferencias significativas se

muestran en la Tabla 21.

Tabla 21. Resultados promedio del disefio experimental 3° para distintos parametros
comparados mediante la prueba estadistica Tukey-Kramer

Yois (@ - . .
Factor A Factor B  pIs Xilitol Etanol Glicero Biomasa
Trat. xilitol/ ty (h

v em e O @y @ Ten @
1 20 120 0.4121°° 2.44°  157°° 12.095 147" 3.15°
2 50 120 0.6354" 2.74° 436" 19.11%¢ 1.79" 3.05°
3 80 120 0.0552° - 0.01F 0.01° 08 0.05°
4 20 180 0.2183F 2.89°  1.15°° 14.47° 158" 3.05°
5 50 180 0.6098" 2.80° 3.62° 18.30° 1.67" 3.3°
6 80 180 0.4445° 7.04% 435" 22.04* 169" 2.9°
7 20 240 0.2036° 2.76° 0.81° 11.925  1.85" 2.5°
8 50 240 0.3043F 3.46° 1.74° 9.18" 2.86" 4.75"
9 80 240 0.5043%¢ 4.91° 4.44" 20.91"® 238" 3.05°

Las medias seguidas de la misma letra no difieren entre si a un nivel de significancia a=0.05. Tabla
representativa para n=2

Factor A: Concentracion inicial de sustrato

Factor B: Agitacion

7.25.5 OPTIMIZACION DEL RENDIMIENTO PRODUCTO-
SUSTRATO

El disefio experimental factorial 3* tiene la ventaja de permitir una optimizacion de los
factores estudiados, dentro de los niveles alto y bajo de cada uno de ellos. Asi, se realiz
la optimizacion sobre la principal variable de respuesta, el rendimiento producto-sustrato
con el Software StatGraphics Centurion. El gréafico de los contornos de la superficie de
respuesta estimada, se muestra en la Figura 16. De esta manera, se predice un valor
maximo para la variable de respuesta de 0.5653 g de xilitol/g de xilosa, a una

concentracion inicial de sustrato de 51.43 g/L y agitacion de 176.97 rpm.
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Figura 16. Contornos de la superficie de respuesta estimada para Y en el disefio 3’

7.3 DISENO EXPERIMENTAL NIVEL BIORREACTOR

La composicion promedio de los medios de fermentacion utilizados para los distintos
tratamientos del disefio experimental a nivel biorreactor se muestran en la Tabla 22. La
concentracion inicial de sustrato para todas las fermentaciones a nivel biorreactor,
determinada a partir de los resultados obtenidos por el disefio experimental a nivel

matraz, fue de 50 g/L de azUcares reductores.

Tabla 22. Composicion del medio hidrolizado de semilla de tamarindo para tratamientos del
disefio 22 con punto central

Concentracién inicial

de sustrato (g/L) Glucosa (g/L) Xilosa (g/L) Furfurales (g/L)

50 23.802 + 3.398 12.795 + 0.905 0.214 + 0.014

Los datos muestran el promedio + desviacion estandar para n=10

A continuacion se presentan los resultados obtenidos del disefio experimental, asi

como su andlisis estadistico.

7.3.1 CRECIMIENTO CELULAR

No se apreci6 una inhibicion letal en ninguno de los tratamientos del disefio
experimental sobre la levadura C. magnoliae.

Comparando los dos tratamientos a un nivel bajo de agitacion (100 rpm), se

encontraron comportamientos distintos en la levadura, a los diferentes niveles de
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aireacion. A un nivel alto de este factor (1 vwm), la fase exponencial de crecimiento dur6
12 h aproximadamente; sin embargo, a un nivel bajo (0.1 vvm), esta tuvo una mayor
duracion, de 24 h (Figura 17A). Este efecto se analizara estadisticamente mas adelante.
Similar a lo ocurrido con el tratamiento 5, a los niveles centrales de agitacion (150 rpm)
y aireacion (0.55 vwm), se observo una fase exponencial de 24 h. La diferencia radica en
una mayor concentracion celular al final de dicha fase y durante la fase estacionaria
(Figura 17A).
Por su parte, los tratamientos a un nivel alto de agitacién (200 rpm), tuvieron un tiempo

de fase exponencial corto, de 12 h, independientemente de la aireacion (Figura 17B).
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Figura 17. Crecimiento celular para los tratamientos del disefio 2% con punto central. (A)
Agitacién de 100 rpm y aireacion de (m) 0.1 vvm, (e) 1vvm y (k) 0.55 vvm, 150 rpm; (B) agitacion
de 200 rpm y aireacién de (A) 0.1 vvm, (¢)1 vvm. Datos representativos para n=2.
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La velocidad especifica de crecimiento, tiempo de duplicacion y velocidad de division,
calculados a partir de los datos obtenidos para crecimiento celular, se muestran en la
Tabla 23.

Tabla 23. Valores promedio de velocidad especifica de crecimiento (), tiempo de
duplicacion (tg) y velocidad de division (8) para el disefio experimental 2% con punto central

Tratamiento Aireacién (vvm) Ag(lrtr?rzl)on M (h'l) tq (h) o (h'l)
1 1 200 0.1907 3.6480 0.2751
2 0.1 200 0.2710 2.5626 0.3909
3 1 100 0.2974 2.3369 0.4291
4 0.55 150 0.1892 3.7024 0.2730
5 0.1 100 0.1534 4.5206 0.2214

Valores representativos para n=2

7.3.2 pHY OXIiGENO DISUELTO

El pH inicial para todos los ensayos de fermentacién a nivel biorreactor, fue de
aproximadamente 6.3. Como se puede apreciar en la Figura 18, para el tratamiento a 100
rom y 0.1 vvm, durante las primeras horas de fermentacion existidé una acidificacion
parcial del medio, hasta alcanzar un pH minimo de 5.46 a las 32 h de fermentacion,
después del cual hubo un ligero incremento en el mismo y finalmente se mantuvo
constante. La misma tendencia se observd para los otros tratamientos, sin observarse
diferencias significativas.

El oxigeno disuelto para este tratamiento (0.1 vvm) y calibrado a un 100 % de
saturacion al inicio de la fermentacion, disminuy6 aceleradamente durante las primeras
horas, hasta llegar al 0 % tras 14 h de fermentacion; después de dicho tiempo se mantuvo
constante. El oxigeno disuelto comienza a incrementarse a partir de las 56 h. Existieron
pocas diferencias respecto a los otros tratamientos en relacion al oxigeno consumido por

las levaduras.
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Figura 18. Oxigeno disuelto (—) y pH (—) a través del tiempo para un tratamiento del disefio
experimental 2 con punto central: agitacién de 100 rpm y aireacién de 0.1 vwm (Datos obtenidos
de Software BioXpert)

7.3.3 CONSUMO DE GLUCOSA Y PRODUCCION DE ETANOL

No se observaron diferencias significativas respecto al consumo de glucosa para los 5
tratamientos del disefio experimental (Figura 19). En todos los casos, el consumo de este
sustrato fue acelerado durante las primeras 24 h de fermentacion, a partir de las cuales se
volvié lento (por debajo de los 5 g/L). El consumo total de glucosa disponible de la
levadura en los diferentes tratamientos fue de entre el 92 y 94 %.

En cuanto a la produccion de etanol, presenté diferentes comportamientos entre los
distintos tratamientos. Con agitaciéon de 100 rpm, la produccion de etanol aument6
durante las primeras horas de fermentacion a ambos niveles de aireacion (Figura 20A).
De estos dos tratamientos, el 5 (aireacion de 0.1 vvm) fue el que tuvo una mayor
generacion de producto, la cual se mantuvo constante a partir de las 24 h
aproximadamente. A un nivel alto de aireacion (tratamiento 3), hubo ligeras variaciones a
partir de las 12 h de fermentacion, alcanzando la concentracién maxima al finalizar esta.

A un nivel alto de agitacion, los tratamientos 1 y 2, tuvieron una produccion de etanol
similar tras 80 horas de fermentacion. Al igual que a un nivel bajo de agitacion, la mayor

produccion ocurrié durante las primeras horas (Figura 20B). Con una aireacion de 1 vvm,
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la concentracion de etanol se mantuvo constante durante el resto de la cinética; mientras
a un nivel bajo de aireacién (0.1 vvm) se obtuvo un punto méaximo a las 36 h, tras la cual
hubo un descenso en la concentracién de producto hasta las 48 h, después de la cual
comenzo a incrementarse.
A diferencia de los tratamientos antes mencionados, en el punto central, la mayor

produccion de etanol ocurrié a las 24 h de fermentacion (Figura 20B).
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Figura 19. Consumo de glucosa en los tratamientos del disefio 2° con punto central. (A)
Agitacion de 100 rpm y aireacion de (m) 0.1 vvm, (e) 1vvm; (B) agitacién de 200 rpm y aireacién de
(A) 0.1 vwm, ()1 vvm y (k) 0.55 vvm, 150 rpm. Datos representativos para n=2.
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Figura 20. Produccion de etanol en los tratamientos del disefio 2% con punto central. (A)
Agitacion de 100 rpm y aireacién de (o) 0.1 vvm, (o) 1vvm; (B) agitacién de 200 rpm y aireacion de
(A) 0.1 vvm, (0)1 vwm y (k) 0.55 vvm, 150 rpm. Datos representativos para n=2

7.3.4 CONSUMO DE XILOSA Y PRODUCCION DE XILITOL

En un nivel bajo de agitacion (100 rpm), el consumo de xilosa para los niveles bajo y

alto de aireacién (0.1 y 1 vvm, respectivamente) fue distinto (Figura 21A). En el

tratamiento 5 hubo un bajo aprovechamiento de la xilosa disponible en el medio de

fermentacién, consumiendo solo un 46 % al final de la misma.

Por su parte, en el tratamiento 3, hubo un consumo acelerado de sustrato entre las 36

y 48 h de fermentacion, agotando un 70 % de la xilosa total. Fue este Ultimo tratamiento,

el que tuvo una mayor produccion de xilitol al final de la cinética de fermentacion,

alcanzando en promedio 5.1 g/L de producto (Figura 22A).
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A un nivel alto de agitacion (200 rpm) el consumo de xilosa también se vio beneficiado

a un nivel alto de aireacion (1 vvm), logrando consumir el 79 % de esta, respecto al

tratamiento 2 (aireacion de 0.1 vvm), donde solo se consumi6 el 58 % de la xilosa

disponible (Figura 21B). Esto se reflejo en la produccién de xilitol, donde el tratamiento 1

alcanzé una concentracion de producto de 3.43 g/L, mientras el tratamiento 2 de 2.58 g/L

(Figura 22B).

El menor consumo de xilosa (45 %) ocurrio en el tratamiento 4, en los puntos centrales

de ambos factores (Figura 21B). Sin embargo, la generacion de xilitol al finalizar la

fermentacion fue similar a la del tratamiento 2, con 2.57 g/L (Figura 22B).

18 -
16 1
¢
] .
14 .
.
2 Y u -
| |
10 1 "
= ° u
(A) 3 s
E n
g 67
.
4 4
2
0 r r r ,
0 20 40 60 80
Tiempo (h)
14 -
12 % %
10 4 % N
8 . 0\
(8) 3 +  f X
oo
— 6 o
2
2 * A
< 4
.
2 4
0 r r T .
0 20 40 60 80
Tiempo (h)

Figura 21. Consumo de xilosa en los tratamientos del disefio 2% con punto central. (A)
Agitaciéon de 100 rpm y aireacién de (m) 0.1 vvm, (e) 1vvm; (B) agitacion de 200 rpm y aireacién de

(A) 0.1 vvm, (¢)1 vvm y (k) 0.55 vvm, 150 rpm. Datos representativos para n=2.
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Figura 22. Produccion de xilitol en los tratamientos del disefio 2% con punto central. (a)
Agitacion de 100 rpm y aireacion de (o) 0.1 vvm, (o) 1vvm; (b) agitacién de 200 rpm y aireacion de
(A) 0.1 vvm, (0)1 vwm y (k) 0.55 vvm, 150 rpm. Datos representativos para n=2

De acuerdo con los datos obtenidos de consumo de xilosa y produccién de xilitol, se
calculd el rendimiento producto-sustrato (Y,s) (Tabla 24), que sera analizado

estadisticamente mas adelante.
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Tabla 24. Rendimiento producto-sustrato (Y,s) promedio para los distintos tratamientos del
disefio experimental 2° con punto central

Tratamiento Aireacion (vvm) Agitacion (rpm) Yois (9 de xilitol/g de xilosa)
1 1 200 0.5609
2 0.1 200 0.4491
3 1 100 0.4805
4 0.55 150 0.3931
5 0.1 100 0.7092

Datos representativos para n=2

7.3.5 PRODUCCION DE BIOMASA Y GLICEROL

La produccién de biomasa y glicerol para los ensayos de fermentacién a nivel
biorreactor se muestran en la Tabla 25.

Las concentraciones de glicerol mostradas en la Tabla 25, son las maximas
alcanzadas durante la fermentacion en los diferentes tratamientos del disefio
experimental. Sin embargo, estas concentraciones se dieron a diferentes horas de
fermentacion entre los tratamientos. Por ejemplo, la concentracion mas alta se obtuvo en
el tratamiento 2, y corresponden a las 36 h de fermentacion, mientras la produccion mas
baja de las que se muestran en dicha tabla, con el tratamiento 1, ocurri6 a las 24 h de
fermentacion.

Es justamente en el tratamiento 1, donde se hubo la mayor generacién de biomasa,
respecto a los demas tratamientos del disefio experimental. Sin embargo, estos datos (al
igual que los de produccion de glicerol) se compararan estadisticamente mas adelante

para conocer si existen diferencias significativas.

Tabla 25. Produccion maxima de biomasa y glicerol para los distintos tratamientos del
disefio experimental 2° con punto central

Tratamiento  Aireacion (vvm)  Agitacion (rpm) Glicerol (g/L) Biomasa (g/L)
1 1 200 1.63 3.50
2 0.1 200 3.79 2.30
3 1 100 1.83 2.95
4 0.55 150 2.01 3.20
5 0.1 100 2.78 2.55

Datos representativos para n=2
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7.3.6 ANALISIS ESTADISTICO DE DISENO EXPERIMENTAL A
NIVEL BIORREACTOR

Al igual que en el disefio experimental a nivel matraz, el andlisis estadistico sobre el
disefio experimental 22 en biorreactor se realiz sobre tres variables de respuesta: tiempo
de duplicacion (tg), rendimiento producto-sustrato (Ys) y produccion de xilitol. Ademas, en
el analisis comparativo con la prueba Tukey-Kramer también se incluye la produccién de
etanol, glicerol y biomasa.

El anélisis de varianza factorial 22 permite establecer si existe un efecto de cada factor
principal, asi como la interaccién entre dichos factores, sobre las variables de respuesta.
Las hipétesis nulas a comprobar, por tanto, son:

- H, 1y, =0 (no hay efecto significativo del factor A sobre la variable de respuesta).

- H, 16, =0 (no hay efecto significativo del factor B sobre la variable de respuesta).
- H,: (;/5)ij =0 (no hay efecto significativo de interaccion de los factores Ay B sobre

la variable de respuesta).

7.3.6.1 TIEMPO DE DUPLICACION (tg)

De acuerdo al andlisis de varianza para la variable de respuesta tiempo de duplicacion,
los dos factores principales, agitacion y aireacién, no ejercieron un efecto significativo
sobre dicha variable. La interaccién de los factores muestra significancia a un nivel de
confiabilidad del 95 % (Tabla 26).

Tabla 26. Analisis de varianza para el tiempo de duplicacion del disefio factorial 2% con punto
central

Fuente de Suma de Grados de

Variacién ~ Cuadrados Libertad Cuadrado Medio  Razon-F Valor-p
A:Agitacién 0.20924 1 0.20924 1.64 0.2481
B:Aireacion 0.603022 1 0.603022 472 0.0729
AB 5.34383 1 5.34383 41.79 0.0006
Error 0.767207 6 0.127868
Total 6.9233 9

Las hipdtesis nulas se rechazan cuando el Valor-P es menor al nivel de significancia establecido
(a=0.05)
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A pesar de no mostrar un efecto significativo por el andlisis de varianza, en la Figura 23
se observa que los menores tiempos de duplicacion se encontrarian a 200 rpm y 1 vwvm.
Sin embargo, la Figura 24 muestra nuevamente el fuerte efecto de interaccion entre los

factores. Dicho comportamiento se discutira méas adelante.
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Figura 23. Efectos principales de los factores sobre el tiempo de duplicacién (disefo
experimental 22)
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Figura 24. Efecto de interacciéon de factores para el tiempo de duplicacién (disefio
experimental 22)

7.3.6.2 RENDIMIENTO PRODUCTO-SUSTRATO (Yyys)

En la Tabla 27 se muestra el andlisis de varianza (ANOVA) para el rendimiento

producto-sustrato para el disefio experimental a nivel biorreactor. Se observa una
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tendencia similar obtenida con el tiempo de duplicacion, donde los factores principales no
tuvieron un efecto significativo sobre el rendimiento producto-sustrato, pero si existe un

fuerte efecto debido a la interaccion entre los factores, a un nivel de significancia de 0.05.

Tabla 27. Anélisis de varianza para el rendimiento producto-sustrato del disefio factorial 2°
con punto central

Fuente de Suma de Grados de Cuadrado

Variacion Cuadrados Libertad Medio Raz6n-F Valor-p
A:Agitacién 0.0161666 1 0.0161666 1.91 0.2161
B:Aireacion 0.00683732 1 0.00683732 0.81 0.4032
AB 0.0579722 1 0.0579722 6.85 0.0397
Error 0.0507482 6 0.00845804
Total 0.131724 9

Las hipotesis nulas se rechazan cuando el Valor-P es menor al nivel de significancia establecido
(0=0.05)

En este caso, se esperaria un mayor rendimiento producto-sustrato (Y,s) a niveles
bajos de ambos factores (Figura 25), no obstante estos no resultaron ser significativos en
el analisis estadistico. Esto se puede constatar con la interaccién entre los factores
(Figura 26), donde se comprueba un beneficio (mayor rendimiento) sobre la variable de

respuesta, a una agitacion de 100 rpm y una aireacion de 0.1 vvm.
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Figura 25. Efectos principales de los factores sobre el rendimiento producto-sustrato
(disefio experimental 2°)
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Figura 26. Efecto de interaccidon de factores para el rendimiento producto-sustrato (disefio
experimental 2%

7.3.6.3 PRODUCCION DE XILITOL

A diferencia de las variables de respuesta analizadas anteriormente para el disefio
experimental a nivel biorreactor 22, en la produccién de xilitol hubo un efecto significativo
por uno de los factores principales, la aireacién, a un nivel de confiabilidad del 95 %. El
otro factor, la agitacion, no tuvo un efecto importante sobre la produccion de xilitol dentro
de los niveles estudiados. La interaccién entre los factores, en este caso, tampoco ejercio

un efecto estadistico significativo al mismo nivel de confianza (Tabla 28).

Tabla 28. Analisis de varianza para la produccion de xilitol del disefio factorial 2% con punto
central

Fue_nte_ Eje Sumade Gr_ados de Cuadr_ado Raz6n-F Valor-P
Variacion Cuadrados Libertad Medio
A:Agitacién 0.750068 1 0.750068 0.97 0.3637
B:Aireacién 7.28894 1 7.28894 9.38 0.0221
AB 1.32243 1 1.32243 1.7 0.2398
Error 4.66054 6 0.776757
Total 14.022 9

Las hipdtesis nulas se rechazan cuando el Valor-P es menor al nivel de significancia establecido
(0=0.05)

Asi, la aireacion fue el factor que tuvo un mayor impacto sobre la produccion de xilitol

por C. magnoliae en los medios hidrolizados de semilla de tamarindo, obteniéndose

PROGRAMA INSTITUCIONAL DE MAESTRIA EN CIENCIAS BIOLOGICAS | 54



CARACTERIZACION FERMENTATIVA DE LA PRODUCCION DE XILITOL POR Candida magnoliae UTILIZANDO HIDROLIZADOS DE SEMILLA
DE TAMARINDO COMO SUSTRATO
mayores concentraciones de producto a niveles altos de dicho factor. A pesar de no
mostrar significancia, la agitacion muestra un ligero efecto sobre la variable de respuesta
(Figura 27). En la Figura 28, se observa un efecto de interaccion entre los factores, pero

no suficiente como para resultar significativo.
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Figura 27. Efectos principales de los factores sobre la produccion de xilitol (disefio
experimental 2%
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Figura 28. Efecto de interaccion de factores para la produccién de xilitol (disefio
experimental 2°)
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7.3.6.4 PRUEBA ESTADISTICA DE TUKEY-KRAMER

Ademas del andlisis de varianza para las tres principales variables de respuesta, se
llevd a cabo una prueba de comparacion de medias pareadas Tukey-Kramer, para
conocer diferencias significativas entre los valores puntuales obtenidos de los diferentes
tratamientos del disefio experimental a nivel biorreactor.

Esta prueba también permite comparar la produccion de otros compuestos y de
biomasa. En el caso del etanol, se presentan las concentraciones obtenidas al final de la
fermentacion. Los resultados se muestran en la Tabla 29.

Tabla 29. Resultados promedio del disefio experimental 2° para distintos parametros
comparados mediante la prueba estadistica Tukey-Kramer.

Trat. Aireacion - Agitacion x\l(lrljfog?g t, (h) Xilitol ~ Etanol Glicero Biomasa
(vvm) (rpm) xilosa) (9/L)  (g/L) I(g/L)  (9/L)
1 1 200 0.5609° 3.648"° 3.675" 13.442° 1.627° 35"
2 0.1 200 0.4491°  2.563°¢ 2579* 12.366° 3.79" 2.3"
3 1 100 0.4805°¢  2.337° 5.101" 15.270° 1.834® 295"
4 0.55 150 0.3931° 3.702"°® 2.566" 14.152° 2.011° 3.2"
5 0.1 100 0.7092" 4521" 2.378" 21538" 278" 255"

Las medias seguidas de la misma letra no difieren entre si a un nivel de significancia
a=0.05. Tabla representativa para n=2
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8. DISCUSION

8.1  ANALISIS BROMATOLOGICO DE LA SEMILLA

Existen pocas diferencias entre la composicion reportada por Kumar y Battacharya
(2008), en la Tabla 1, y la expresada en la Tabla 13. La humedad reportada por el analisis
bromatoldgico es menor al rango establecido por los autores antes mencionados. Esta
diferencia puede deberse principalmente al estado en que la materia prima se analizo;
como se menciond, el andlisis se realiz6 con semilla molida de cierto didmetro de
particula. Sin embargo, Kumar y Battacharya (2008) no reportan dicho factor.

Otros constituyentes, como proteina, grasas y fibra cruda, se encuentran en los limites
inferiores de los reportados por estos autores. Otra importante diferencia radica en la
fraccion de carbohidratos en la semilla con testa. El valor reportado en la Tabla 1, es
menor al obtenido del analisis bromatoldgico, en el cual, esta fraccion es muy parecida a
la de la semilla sin testa.

A pesar de que la proporcion de fibra dietética es practicamente la misma para la
semilla con testa y sin testa, la principal diferencia radica en la fracciébn que es soluble e
insoluble. La semilla con testa esta compuesta principalmente por fibra insoluble, mientras

la semilla sin testa, por fibra soluble.

8.2 HIDROLIZADO DE SEMILLA DE TAMARINDO

Como ya se menciond, con el fin de eliminar un posible error debido a una diferencia
en la concentracién de los principales azlcares que forman parte del hidrolizado de
tamarindo, se preparé un solo lote de hidrolizado, utilizado para las fermentaciones a las
condiciones establecidas por los diferentes tratamientos de ambos disefios
experimentales (a nivel matraz y biorreactor).

El hidrolizado de semilla de tamarindo preparado a las condiciones establecidas por
Gonzalez-Hernandez et al. (2012) para los ensayos a nivel matraz, tuvo una composicion
(Tabla 14) con concentraciones altas de glucosa (49.271 g/L) y similares de xilosa (14.558
g/L), si es comparado con las concentraciones de estos monosacaridos en otros
hidrolizados organicos que han sido utilizados como fuente de sustrato para la produccion
de xilitol. Martinez et al. (2002) reporta la composicion de cuatro hidrolizados

hemicelulésicos: bagazo de cafia con concentraciones de glucosa y xilosa de 1.70y 22.71
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g/L, respectivamente; para paja de arroz de 3.29 y 18.33g/L; para hidrolizado de eucalipto
de 1.53y 24.32 g/L; y para paja de trigo 2.79 y 10.65 g/L.

La composicion del medio hidrolizado de semilla de tamarindo utilizado para todos los
ensayos de fermentacién a nivel biorreactor, fue de aproximadamente 23.802 g/L de
glucosa y 12.795 de xilosa, para una concentracion de 50 g/L de azucares reductores
totales. Las concentraciones de dichos monosacaridos en el medio de fermentacion, varia
respecto al medio preparado para el disefio experimental a nivel matraz, donde disminuye
considerablemente la presencia de glucosa (aproximadamente 13 g/L), mientras aumenta
ligeramente la presencia de xilosa (aproximadamente 1 g/L). A pesar de ello, la
concentracion de xilosa es menor a la obtenida por Kiyoshi et al. (2004), autor que
también utilizé a C. magnoliae en su estudio, en medios hidrolizados de mazorca de maiz,
de aproximadamente 25 g/L.

El &cido acético en medios hidrolizados hemicelulosicos se deriva de la deacetilacion
de las cadenas laterales de xilano de las hemicelulosas (Davies et al., 2011). La presencia
de dicho compuesto en los medios hidrolizados de semilla de tamarindo es poco probable,
no asi la presencia de otros compuestos inhibitorios como el furfural y el
hidroximetilfurfural.

La concentracion de estos compuestos resultd ser similar en los medios preparados a
partir de semilla de tamarindo, para los ensayos a nivel matraz y biorreactor (de 0.225 g/L
y 0.214 g/L, respectivamente). Pocos autores reportan la concentracion de furfurales en
medios hidrolizados a partir de residuos organicos; las concentraciones generadas de
furfurales, debido a las condiciones a las cuales se llevd la hidrélisis en el presente
estudio, son ligeramente mayores a la reportada por Martinez et al. (2002) para bagazo
de cafia (0.19 g/L), pero menores a las obtenidas por el mismo autor para paja de arroz
(0.27 g/L), madera de eucalipto (0.64 g/L) y paja de trigo (0.43 g/L).

El impacto de estos compuestos sobre el crecimiento de la levadura en los medios

hidrolizados de semilla de tamarindo, se analizard mas adelante.

8.3 DISENO EXPERIMENTAL NIVEL MATRAZ

Crecimiento celular
En general, la levadura logr6 adaptarse al medio hidrolizado de semilla de tamarindo
en los distintos tratamientos del disefio experimental. La excepcion fue el tratamiento a

una concentracion inicial de 80 g/L y una agitacion de 120 rpm, en la cual no se observé

PROGRAMA INSTITUCIONAL DE MAESTRIA EN CIENCIAS BIOLOGICAS | 58



CARACTERIZACION FERMENTATIVA DE LA PRODUCCION DE XILITOL POR Candida magnoliae UTILIZANDO HIDROLIZADOS DE SEMILLA
DE TAMARINDO COMO SUSTRATO
crecimiento ni consumo de los sustratos presentes en el medio de fermentacion. Esta
inhibicion pudo deberse a la interaccion de los factores, como se vera mas adelante.

La adaptacion y crecimiento en los distintos tratamientos del disefio experimental se
puede analizar a partir de las pruebas estadisticas aplicadas para el tiempo de
duplicacion. Como se menciond, un menor tiempo de duplicacion, indica un tiempo
reducido de la fase exponencial de crecimiento.

La agitacién fue la que tuvo un mayor impacto sobre el tiempo de duplicacién de la
levadura (Tabla 18). En la Figura 10 se observa un incremento en el tiempo de
duplicacion debido al aumento en el nivel de la agitacién, y una curvatura entre los niveles
medio y alto de dicho factor. Si lo que se busca es un menor tiempo de duplicacién, un
nivel bajo de agitacién (120 rpm) seria conveniente.

A pesar de que graficamente se aprecia un efecto lineal de la concentracion inicial de
sustrato, el andlisis de varianza demostré que este no fue significativo; esto pudo deberse
a la poca variacion gue existe en el tiempo de duplicacién entre los niveles de este factor.
De cualquier forma, un nivel bajo de concentracion inicial de sustrato, tendria como
consecuencia un menor tiempo de duplicacion.

Por supuesto, no se puede despreciar el efecto de la interaccion entre ambos factores
(Figura 11). Este efecto de interaccion se puede verificar por la prueba comparativa
Tukey-Kramer entre los resultados promedio de los tratamientos (Tabla 21). Los
tratamientos a 120 rpm no difieren estadisticamente y representan los menores tiempos
de duplicacion (junto con los tratamientos 4, 5y 7). Los tratamientos mas afectados por su
parte, son aquellos realizados a un nivel alto de concentracion inicial de sustrato (80 g/L),
cuyos valores son altos y estadisticamente distintos a los mencionados anteriormente
(tratamientos 6 y 9); entre ellos se encuentran las condiciones que no favorecieron el
crecimiento celular, correspondientes al tratamiento 3.

A un nivel alto de concentracion inicial de sustrato, de 80 g/L, se encuentra la
concentracion mas alta de sustancias inhibitorias en el medio de fermentacién (Tabla 14),
los furfurales, los cuales son generados durante el proceso de hidrélisis (Fernandez et al.,
2007). Dichas concentraciones podrian resultar letales en condiciones de poca difusion de
sustrato, como ocurre con el tratamiento 3 (a 120 rpm), donde no hubo crecimiento
celular. Diversos métodos de purificaciéon de medios hidrolizados hemicelulésicos se han
utilizado para disminuir la concentracién de estos compuestos, lo que podria ayudar a

mejorar la adaptacion de la levadura a concentraciones altas de azulcares; la exposicion

PROGRAMA INSTITUCIONAL DE MAESTRIA EN CIENCIAS BIOLOGICAS | 59



CARACTERIZACION FERMENTATIVA DE LA PRODUCCION DE XILITOL POR Candida magnoliae UTILIZANDO HIDROLIZADOS DE SEMILLA
DE TAMARINDO COMO SUSTRATO
del medio a carbdn activado o resinas de intercambio idnico, han presentado los mejores
resultados (Napoles et al., 2006; Vifals et al., 2006).

Otro factor a considerar, seria el estrés osmotico generado por la alta concentracion de
sustrato en el medio de fermentacion. La represion catabdlica (o por glucosa) es un
fendmeno que ha sido identificado en muchos microorganismos, incluyendo las levaduras.
De acuerdo con este aspecto, la transcripcion de genes cuyos productos son esenciales
para el catabolismo de fuentes de carbono, que son lentamente fermentables, es
reprimida en presencia de una fuente de carbono que es consumida mas rapido, como lo
es la glucosa. Esto ocurre con genes involucrados en la respiracion, gluconeogénesis, y la
utilizacion de fuentes de carbono alternas, como lo es la xilosa. La consecuencia de este
fendmeno, es la inhibicion de produccién de compuestos que son (tiles para la regulaciéon
de la presion osmoética por parte de la levadura, disminuyendo asi su actividad (Gancedo,
2008; Santagelo, 2006).

Capacidad productora de xilitol

El andlisis de varianza aplicado sobre la variable de respuesta, rendimiento producto-
sustrato (Y,s), determina que los principales efectos de los factores se deben al
componente cuadratico de la concentracion inicial de sustrato y a la interaccion de éste
con la agitacién. (Tabla 19).

El efecto cuadratico del factor concentracion inicial de sustrato se muestra claramente
en la Figura 12, donde el punto maximo se encuentra muy cercano al nivel medio utilizado
en el disefio experimental (50 g/L). A pesar de que el ANOVA indica que la agitacién no
es significativa, graficamente se observa un efecto cuadratico de este factor, alcanzando
un punto méaximo también en su nivel medio (150 rpm).

El principal efecto encontrado fue el de la interaccion de factores (Figura 13), donde a
un nivel bajo de agitacion, la variable de respuesta se beneficia de una concentracién de
sustrato inicial de entre 20 y 50 g/L; mientras tanto, a un nivel alto de agitacion, se
deberian manejar concentraciones entre los 50 y 80 g/L. Sin embargo, en el grafico no se
observa la tendencia a un nivel medio de agitacién, donde, como se menciond, se
encontrarian las condiciones mas favorables para el rendimiento.

Con la prueba estadistica Tukey-Kramer, de la Tabla 21, se comprueba que las
condiciones con un mayor valor promedio de rendimiento Y s fueron aquellas con un nivel

medio de concentracion inicial de sustrato (50 g/L) y niveles bajo y medio de agitacion
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(120 y 180 rpm), correspondientes a los tratamientos 2 y 5. Estos tratamientos son
estadisticamente distintos a los demés a un nivel de significancia de 0.05.

Por otro lado, se esperaria que hubiera mayor produccion de xilitol utilizando niveles
altos de concentracion inicial de xilosa en el medio de fermentacion. De tal forma, este
factor tiene un efecto significativo en su componente lineal, como lo indica el andlisis de
varianza de la Tabla 20. A pesar de observarse un ligero efecto cuadratico de este factor
(Figura 14), este resultd no ser significativo.

La agitacion no es significativa de acuerdo al ANOVA, pero graficamente se observa un
ligero efecto cuadrético, donde se favorece la produccion de xilitol a un nivel medio de
dicho factor (Figura 14).

Los tratamientos con mayor produccion de xilitol fueron aquellos realizados a un nivel
alto de concentracién inicial de sustrato, a excepciéon de aquel a un nivel bajo de
agitacion, donde no hubo produccién (Tabla 21). El tratamiento 9 fue el que tuvo mayor
produccién de xilitol, pero no difiri6 estadisticamente con los tratamientos 2 y 6. Estos
ultimos a su vez no fueron estadisticamente distintos al tratamiento 5, encontrando
valores de produccion altos de xilitol a concentraciones iniciales de sustrato de 50 g/L.

No obstante el tratamiento con niveles altos de ambos factores fue el que tuvo una
mayor produccion de xilitol, se debe tener en cuenta el largo tiempo de fermentacién
necesario para alcanzar estas concentraciones. Por ello, es necesario asociar la
produccion de xilitol al rendimiento producto-sustrato.

Relacionando el rendimiento Y, y la produccion de xilitol, se puede determinar que los
tratamientos que resultaron favorables para ambas variables fueron a un nivel medio de
concentracion inicial de sustrato (50 g/L) y niveles bajo y medio de agitaciéon (120 y 180
rpm). La optimizacion realizada con el software comprueba que en valores cercanos a los
niveles intermedios de ambos factores, concentracion inicial de sustrato 51.43 g/L y
agitacion de 177 rpm, se obtendrian los rendimientos mas altos.

Los rendimientos mas altos obtenidos experimentalmente, correspondientes a los
tratamientos 2 y 5, de 0.64 y 0.61 g de xilitol/g de xilosa, respectivamente, utilizando C.
magnoliae en fermentacion de medios hidrolizados de semilla de tamarindo, son similares
al rendimiento reportado por Martinez et al. (2002) utilizando como sustrato hidrolizado de
bagazo de cafa, que fue de 0.63 g de xilitol/g de xilosa. Ademas, dichos rendimientos
obtenidos en el presente estudio, son mayores a otros reportados utilizando diferentes
fuentes de sustrato organicas por fermentacion a nivel matraz: 0.55 g de xilitol/g de xilosa

a partir de paja de arroz con C. guilliermondii (Silva y Roberto, 2001), 0.57 g de xilitol/g de
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xilosa a partir de madera de eucalipto con D. hansenii (Diz et al., 2002), e incluso a partir

de un medio sintético de xilosa, de 0.57 g de xilitol/lg de xilosa, con C. magnoliae
(Wannawilai et al., 2007).

Sin embargo, los rendimientos més altos obtenidos para hidrolizados de semilla de

tamarindo a nivel matraz con C. magnoliae, son menores al obtenido por Kiyoshi et al.

(2004) utilizando la misma levadura y siendo de 0.75 g de xilitol/g de xilosa, utilizando

hidrolizado de mazorca de maiz como sustrato.

Produccion de etanol, glicerol y biomasa

Debido a la alta concentracion de glucosa en el medio hidrolizado de semilla de
tamarindo, el principal producto generado fue el etanol. Por ello, es de esperarse que a
mayor disponibilidad de glucosa, mayor sea la produccion de etanol (recordando que este
compuesto también es resultado del metabolismo de la xilosa en las levaduras).

Los tratamientos que tuvieron una mayor produccién de etanol fueron, por tanto,
aguellos realizados a una de concentracién inicial de sustrato de 80 g/L y niveles medio y
alto de agitacién (Tabla 21). El tratamiento 9 tuvo la mayor cantidad de etanol producida,
pero no fue estadisticamente distinta del tratamiento 6, la cual a su vez, no mostro
diferencia significativa respecto a los tratamientos 2 y 5, condiciones con un nivel medio
de concentracion inicial de sustrato.

Otro de los productos generados durante la fermentacion de C. magnoliae en medios
hidrolizados de semilla de tamarindo fue el glicerol. De acuerdo a la Tabla 21, no se
observaron diferencias significativas en ninguno de los tratamientos, a excepcién del 3,
donde no hubo crecimiento celular. A pesar de que se muestran valores mayores para los
tratamientos a un nivel alto de agitacién, y niveles medio y alto de concentracion inicial de
sustrato, la prueba estadistica Tukey-Kramer no mostré diferencia significativa respecto a
los otros tratamientos.

Finalmente, tampoco existieron diferencias significativas en la produccion de biomasa
al finalizar la fermentacion, como se muestra en la Tabla 21. Sélo uno de los tratamientos
tuvo la mayor produccion de biomasa, a un nivel medio de concentracién inicial de

sustrato, y alto de agitacion, siendo distinto estadisticamente a todos los demas.
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8.4 DISENO EXPERIMENTAL NIVEL BIORREACTOR

Crecimiento celular

C. magnoliae, no mostré una inhibicion letal debida a las condiciones de los diferentes
tratamientos del disefio experimental; sin embargo, si existieron diferencias en su
crecimiento, donde los tiempos en alcanzar la fase estacionaria fueron diferentes. Los
tratamientos a un nivel alto de agitacion, de 200 rpm, tuvieron reducidos tiempos de fase
exponencial, al igual que el tratamiento 3 (1 vwm, 100 rpm), fue 12 h, y se esperaria que
estos fueran los tratamientos con una mejor adaptacion de la levadura al medio de
fermentacion.

En los niveles altos de ambos factores, aireacion y agitacion, se encontraron los
menores tiempos de duplicacion, de acuerdo a la Figura 23. No obstante, el principal
efecto de los factores sobre esta variable de respuesta se debi6 a la interaccion de los
factores, mostrandose significativo por analisis de varianza. Asi, los menores tiempos de
duplicacién se encuentran tanto a un nivel bajo de agitacién (100 rpm) y alto de aireacién
(1 vvm), como a un nivel alto de agitacion (200 rpm) y bajo de aireacién (0.1 vwm), como
se muestra en la Figura 24.

Los tiempos de duplicacion de estos tratamientos (2 y 3), fueron los que resultaron ser
estadisticamente menores de acuerdo a la prueba estadistica Tukey-Kramer (Tabla 29).
El tratamiento mas afectado por las condiciones a las que se llevaron los ensayos, fue a
los niveles bajos de ambos factores (0.1 vvm, 100 rpm), donde se tuvo un tiempo de fase
exponencial de 24 h.

El consumo de oxigeno disuelto en el medio de fermentacion fue acelerado durante las
primeras horas de fermentacion (Figura 18) en todos los casos, por lo que se sugiere que
esté directamente relacionado con el crecimiento de la levadura en el medio. EI consumo
de oxigeno durante la fase estacionaria de C. magnoliae, se mantuvo en un valor maximo,
hasta que se observé un decaimiento después de las 48 h, tiempo en el cual comenzo la

mayor produccion de xilitol.

Capacidad productora de xilitol

Aunque no se demostré un efecto significativo de los factores principales sobre el
rendimiento producto-sustrato (Y,s), se pueden observar ligeros efectos lineales de
ambos factores en la Figura 25. De esta forma, se esperaria un mayor rendimiento a

niveles bajos tanto de agitacién (100 rpm) como de aireacion (0.1 vvm).
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La interaccion de los factores, resulté tener un fuerte impacto sobre el rendimiento
producto-sustrato, siendo significativo de acuerdo al andlisis de varianza. Dicha variable
de respuesta se vio afectada cuando se utilizé un nivel alto de aireacion (1 vwm). El mayor
efecto de interaccion se encuentra a un nivel bajo de este factor (0.1 vwm), donde a un
nivel alto de agitacion (200 rpm) se obtuvieron los menores rendimientos (Figura 26).
Como era de esperarse, a un nivel bajo de agitacién (100 rpm), para aireacion de 0.1 vvm,
el rendimiento aumenté considerablemente, y es en este punto donde se obtuvieron los
mejores resultados acorde al disefio experimental.

El valor obtenido a dicha condicién (0.7092 g de xilitol/g de xilosa) es estadisticamente
mayor que el de los otros tratamientos del disefio experimental, por la prueba Tukey-
Kramer. Aunque no se esperaba un elevado rendimiento en el tratamiento 1, a 200 rpm y
1 vvm, resultdé ser el segundo mas alto. Este aspecto retoma importancia mas adelante
cuando se discute la produccion de xilitol (Tabla 29).

La presencia de oxigeno es uno de los factores de estudio que mas afectan la
produccién de xilitol en un sistema fermentativo. Metabdélicamente, bajo condiciones
limitadas de oxigeno, se produce una acumulacion de NADH generado durante la
oxidacion de xilitol a xilulosa, limitando dicha reaccion, con la consecuente acumulacion
de xilitol (Deok-Kun et al., 1997).

Fue precisamente la aireacién la que tuvo un efecto significativo sobre la produccion
méaxima de xilitol alcanzada al final de la fermentacion. Sin embargo, el efecto de este
factor no fue el que se esperaba, sino el opuesto. La produccién de xilitol se vio afectada
a un nivel bajo de 0.1 vwm, mientras se beneficié a 1 vwvm (Figura 27).

Se ha reportado que el metabolismo de la xilosa, en levaduras como C. magnoliae, no
parece estar limitado por su transporte del medio extracelular al citoplasma. No obstante,
el transporte de xilosa a través de la membrana celular puede limitar la utilizacién de la
xilosa bajo condiciones aerébicas y semianaerdbicas (Winkelhausen et al., 2004)

En condiciones limitadas de oxigeno, encontrandose como Unico sustrato xilosa, ésta
es reducida a xilitol, pero no puede oxidarse a xilulosa con el fin de incorporarse a la via
de las pentosas fosfato, cuyo fin es la generacién de piruvato (Figura 5). Ademés de la
acumulaciéon de xilitol y NADH, esto se traduce en la nula produccion de ATP, por la
inhibicion de la cadena de respiracion, que es de vital importancia en el transporte del
monosacérido (xilosa) del medio extracelular al citoplasma de la levadura (Hahn-Hagerdal
et al., 2001). Por tanto, son necesarias condiciones semianaerébicas para la produccion

de xilitol, encontrando un mayor equilibrio, en nuestro estudio, a una aireacién de 1 vvm.
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Aunque no tuvo un efecto significativo sobre la variable de respuesta, se puede
observar un ligero efecto de la agitacion, que podria beneficiar la produccion de xilitol a
niveles bajos. Aumentar el rango de prueba de este factor podria contribuir a distinguir si
existe efecto significativo. Comparando los efectos de interaccion, se observa
nuevamente una mayor produccion de xilitol a un nivel bajo de agitacion (Figura 28).

No obstante el tratamiento 3 fue el que tuvo la mayor de produccion de xilitol, este no
difiri6 estadisticamente de los demas tratamientos del disefio experimental, comparados
por la prueba Tukey-Kramer, probablemente debido a la variabilidad de los resultados
obtenidos en el duplicado del ensayo de fermentacion.

Como se menciond, el rendimiento mas alto alcanzado en los ensayos a nivel
biorreactor con C. magnoliae en fermentacién de medios hidrolizados de semilla de
tamarindo, fue en los niveles bajos de agitacion (100 rpm) y aireacion (0.1 vvm), siendo de
0.71 g de xilitol/g de xilosa. Este es mucho mayor que el obtenido por Wannawilai et al.
(2007) que utilizaron la misma levadura en biorreactor (volumen de fermentacion de 1 L),
en fermentacién de medio sintético de xilosa, el cual fue de 0.39 g de xilitol/g de xilosa;
ademas, también es mayor al obtenido por Furlan y de Castro (2001) utilizando C.
parapsilosis en fermentacion a nivel biorreactor de medio sintético mixto xilosa-glucosa,
qgue fue de 0.63 g de xilitol/g de xilosa. Estos resultados hacen destacar al hidrolizado de
semilla de tamarindo como una buena fuente de sustrato para la produccién de xilitol.

Uno de los rendimientos mas altos obtenidos a nivel biorreactor para la producciéon de
xilitol, fue el de Ojamo et al. (1994) que fue de 0.78 g de xilitol/g de xilosa en fermentacion
de medio sintético de xilosa, utilizando C. guilliermondii (Tabla 4). También se han
reportado altos rendimientos a partir de la fermentacion de diferentes fuentes de
hidrolizados hemicelulésicos utilizando C. guilliermondii a nivel biorreactor: Roberto et al.
(1999) alcanzaron un rendimiento de 0.73 g de xilitol/g de xilosa, utilizando como sustrato
medio hidrolizado de paja de arroz; por su parte, Acosta et al. (2005) reportaron un
rendimiento de 0.75 g de xilitol/g de xilosa por fermentacion de hidrolizado de bagazo de
cafna. El rendimiento alcanzado en nuestro estudio, no difiere mucho de los reportes antes
mencionados con una levadura ampliamente utilizada en la obtencion de xilitol, C.
guilliermondii, a nivel biorreactor, postulando a C. magnoliae como una levadura con

rendimientos aceptables en la produccion de xilitol.
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Produccion de etanol, glicerol y biomasa

Segun las tendencias observadas en la Figura 20, la mayor produccién de etanol en
todos los tratamientos del disefio experimental sucedié en las primeras horas de
fermentacion. Después de la generacion de producto (a partir de las 24 h
aproximadamente), la produccién fue constante, por lo que no se observaron grandes
variaciones en la concentracion de etanol hasta el final de la fermentacion en la mayoria
de los tratamientos; sélo en el tratamiento 4, en los niveles centrales de los factores (0.55
vvm, 150 rpm), se observo una disminucién en la concentracion de producto después de
alcanzar un punto maximo en las 24 h (Figura 20B).

Dicha tendencia en todos los tratamientos, sugiere que la produccién de etanol esta
ligada principalmente a la fase de crecimiento exponencial de la levadura y, por tanto, al
consumo de glucosa en el medio de fermentacion.

El consumo de xilosa y produccién de xilitol durante la fase estacionaria limitan la
produccién de etanol, razén por la cual la concentracién de dicho producto se mantiene
constante durante dicha etapa de crecimiento de C. magnoliae. En efecto, en el
tratamiento 5 (0.1 vwm, 100 rpm), donde la produccién de etanol fue alta (Figura 20A), se
tuvo baja produccién de xilitol (Figura 22A) si se compara con el tratamiento 3 (1 vvm, 100
rpm), donde las condiciones del tratamiento beneficiaron la produccion de xilitol y
perjudicaron la de etanol.

Fue en los niveles bajos de ambos factores (tratamiento 5) donde se dio la mayor
produccion de etanol, de acuerdo al andlisis estadistico con la prueba Tukey-Kramer
(Tabla 29). Los demas tratamientos tuvieron una produccién menor de etanol al finalizar
la fermentacion, y no difieren estadisticamente a un nivel de confianza del 95%.

En cuanto a la produccién de glicerol, a niveles bajos de aireacion (tratamiento 2 y 5)
se obtuvo la mayor concentracién de tal producto (Tabla 29). El tratamiento 5, a su vez,
no difiere estadisticamente a la produccién del glicerol respecto a los tratamientos
restantes, segln la prueba Tukey-Kramer. Sin embargo, estos resultados representan las
concentraciones maximas de glicerol durante la fermentacion, donde no se observan
tendencias especificas (datos no mostrados), por lo que es complicado predecir el
comportamiento de la levadura respecto a la generacion de este producto.

La generacibn de biomasa, por su parte, fue estadisticamente similar
independientemente del nivel de los factores al que se llevaron a cabo los ensayos de

fermentacion del disefio experimental.
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9. CONCLUSIONES

Se encontraron ligeras diferencias en la composicion de la semilla de tamarindo
utilizada en el presente estudio, respecto a las reportadas por otros autores. Los
componentes mayoritarios en la semilla de tamarindo fueron los carbohidratos.

Se obtuvieron concentraciones significativas de azlcares fermentables (49.27 g/L de
glucosa y 14.56 ¢g/L de xilosa) por hidrélisis de la semilla de tamarindo, las cuales
resultaron ser mayores a las reportadas para hidrolizados preparados a partir de otras
fuentes organicas. La semilla de tamarindo, un residuo organico producto de la actividad
agroindustrial, se postula como una importante fuente de sustrato para la obtencién de
productos de interés como lo son etanol y xilitol.

Sin duda, los factores elegidos para ser estudiados, tanto en el disefio experimental a
nivel matraz (agitacion y concentracién de sustrato) como en biorreactor (agitacion y
aireacion), tuvieron una influencia significativa sobre la produccion de xilitol por
fermentacion del medio hidrolizado de semilla de tamarindo con C. magnoliae.

C. magnoliae tuvo reducidos tiempos de duplicaciéon en la mayoria de los tratamientos
del disefio experimental a nivel matraz, principalmente aquellos a un nivel bajo de
agitacion (120 rpm). Una concentracion alta de sustrato afectd considerablemente el
crecimiento y productividad de la levadura en fermentacion de medios hidrolizados de
semilla de tamarindo, debido ya sea al alto contenido de compuestos inhibitorios a dicha
concentracion, o a la misma presién osmatica que este azlcar ejerce sobre la levadura.

De acuerdo al andlisis estadistico del disefio experimental factorial 3%, para los factores
estudiados, las condiciones Optimas para la productividad de xilitol, dan como resultado
un rendimiento producto-sustrato de 0.5653 g de xilitol/g de xilosa, a una concentracion
inicial de sustrato de 51.43 g/L y agitacién de 177 rpm.

No existio inhibicion en el crecimiento de la levadura a las condiciones a las cuales se
llevaron a cabo los tratamientos del disefio experimental a nivel biorreactor 22 con un
punto central. El efecto de cada factor fue bajo, prevaleciendo la interaccién entre ambos
sobre el crecimiento de la levadura. La mayor adaptacion (menor tiempo de duplicacion)
se observo a una agitacion de 100 rpm y una aireacion de 1 vvm.

Los factores principales tampoco afectaron el rendimiento producto-sustrato, pero si la
interaccion entre ambos. El mayor rendimiento alcanzado se obtuvo en los niveles bajos
de ambos, a 100 rpm y 0.1 vwm, siendo de 0.71 g de xilitol/g de xilosa.

El rendimiento mas alto alcanzado a nivel matraz (0.63 g de xilitol/g de xilosa), fue

mayor a los rendimientos alcanzados por otros autores a partir de hidrolizados
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hemiceluldsicos de diversas fuentes orgénicas. Por su parte, el rendimiento mencionado
anteriormente a nivel biorreactor, es alto y similar, en algunos casos, a lo reportado por
algunos autores.

De esta manera, C. magnoliae, una levadura de la cual existen pocos reportes de su
uso en la produccién de xilitol, se postula como un microorganismo con alta productividad
y rendimiento para la obtencién de este metabolito de interés, debido a su buen nivel de
adaptacion a un medio preparado a partir de la hidrdlisis de la semilla de tamarindo.

La produccién de xilitol por sintesis biotecnoldgica es una alternativa de alto interés
sobre la generacion de este compuesto por hidrogenacién catalitica, ya que es un proceso
sustentable, que permitiria el aprovechamiento de residuos organicos, como la semilla de
tamarindo, y que ademas, como se demostré en el presente trabajo, a partir del estudio
de factores que afectan la obtencién de este metabolito, podria ser mejorado, obteniendo
mayores rendimientos, mediante fermentacion con levaduras productoras, como C.

magnoliae.
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11. ANEXOS

11.1 SELECCION DE LA LEVADURA UTILIZADA EN LOS
DISENOS EXPERIMENTALES

Con el fin de elegir una levadura con alta adaptacion se realizaron fermentaciones
preliminares a nivel matraz. Las levaduras comparadas fueron: C. guilliermondii, C.
magnoliae y D. hansenii.

Las fermentaciones preliminares se efectuaron de acuerdo a las estrategias
experimentales descritas en el apartado 6 de este trabajo. Se prepararon los medios
hidrolizados de semilla de tamarindo de acuerdo a las condiciones de tratamiento acido y
térmico. La concentracion de azUcares reductores iniciales se ajust6 a 50 g/L. La
composicion del hidrolizado obtenido se muestra en la Tabla 30, condiciones de sustrato
inicial para las levaduras.

Las tres se incubaron en el medio de fermentacion a 180 rpm y temperatura de 30°C,
durante un tiempo total de 92 h. Los resultados fueron analizados estadisticamente, a fin
de determinar la levadura que alcanzara mayores rendimientos producto-sustrato y

productividad del metabolito esperado, xilitol.

Tabla 30. Composicion del hidrolizado de semilla de tamarindo para fermentaciones
preliminares

Concentracion

Medio de azucares Gl(u;f;a Xilosa (g/L)
reductores (g/L) &
Hidrolizado 86.15 33.53 21.28
Hidrolizado 51.65 18.23 12.84
diluido

Debaryomyces hansenii

A pesar de que se ha reportado el uso de D. hansenii en la obtencion de xilitol a partir
de hidrolizados hemicelulésicos, esta levadura no logr6 una adaptaciéon al medio
hidrolizado de semilla de tamarindo, traducido en un nulo consumo de glucosa (Figura 32)

y xilosa (Figura 29).
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Figura 29. Consumo de xilosa (A), y produccion de xilitol (A), con D. hansenii. Gréafico
representativo para n=2.

Candida guilliermondii

Contrario a lo ocurrido con D. hansenii, C. guilliermondii si se adapté al medio
hidrolizado de semilla de tamarindo. La fase estacionaria se alcanzé practicamente
después de 16 h de fermentacién transcurridas (Figura 30A). El tiempo de duplicacion
obtenido para esta levadura se muestra en la Tabla 31. Aunado a ello, hubo una
produccién de biomasa, que asegura el crecimiento celular de C. guilliermondii en los
medios hidrolizados de semilla de tamarindo, como lo indica la Figura 30B, alcanzando un
valor final de aproximadamente 4 g/L de células (valor en peso seco). El pH se redujo
durante las primeras horas de la fermentacion, hasta alcanzar un valor aproximado a 5.1,
después del cual se mantuvo constante (Figura 30C).

Sin embargo, el consumo del sustrato glucosa fue muy lento, lo que tuvo una
consecuente en el consumo de xilosa, del cual sélo consumi6 el 23.67 %. La maxima
concentracion de producto, xilitol, se alcanzé transcurridas las 92 h, con una
concentracion de 0.41 g/L, resultando en un bajo rendimiento producto-sustrato (Ys) de
0.14 g/g. El consumo de glucosa por parte de C. guilliermondii se observa en la Figura 32,

mientras el consumo de xilosa y produccion de xilitol en la Figura 31.
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Figura 30. Crecimiento celular (A), producciéon de biomasa (B) y comportamiento del pH (C)
durante la fermentacién de C. guilliermondii. Las gréficas son representativas para n=2
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El rendimiento maximo alcanzado por C. guilliermondii se dio transcurridas las 48 h de
fermentacion, alcanzando un rendimiento Y,s de 0.20 g de xilitol/lg de xilosa, y un
rendimiento de concentracion celular con respecto a sustrato Ys de 0.61g de biomasa/g
de xilosa (Tabla 31).

Tabla 31. Comparacion de medias por la pruebat de Student para los parametros en la hora
48 de las fermentaciones preliminares

Tiempo de Productividad Consumo
Levadura 4 blicacién (h) (g/Lh) Yos (9/9)  Yus (919) 106 (06)
Candida 3.96" 0.005" 0.1961* 0.6057" 10*
guilliermondii
Candida 1.87° 0.056° 0.5903° 0.6866" 36.08°
magnoliae

Las medias seguidas de la misma letra no difieren entre si a un nivel de significancia a=0.05. Tabla
representativa para n=2
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Figura 31. Consumo de xilosa (¢), y produccion de xilitol (0), con C. guilliermondii. Gréafico
representativo para n=2.
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Figura 32. Consumo de glucosa durante las fermentaciones en el medio hidrolizado de
semilla de tamarindo. (¢) Candida guilliermondii; (e) Candida magnoliae; (A) Debaryomyces
hansenii

Candida magnoliae

C. magnoliae, fue la levadura que mejor se adapté al hidrolizado de semilla de
tamarindo. La fase exponencial duré un reducido intervalo de tiempo, ya que se alcanzo la
fase estacionaria a las 12 h, aproximadamente (Figura 33A), y teniendo un tiempo de
duplicacion menor con respecto al obtenido con C. guilliermondii (Tabla 31). También
existi6 una constante produccion de biomasa, como se observa en la Figura 33B,
alcanzando un méximo de 6 g/L al final de la fermentacion. Este valor fue mayor al
generado por C. guilliermondii. EI comportamiento de pH fue similar al de esta levadura,
disminuyendo hasta 5.1 y manteniéndose constante durante la fermentacion (Figura 33C).
La reduccion durante las primeras horas puede deberse a compuestos producidos por las
células durante su fase exponencial.

El consumo del sustrato glucosa fue de practicamente el 100 % transcurridas las 48 h,
y de xilosa un 94.18 % al concluir la fermentacién (92 h). El consumo de glucosa de C.
magnoliae se muestra en la Figura 32, mientras el consumo de xilosa y produccién de
xilitol en la Figura 34. Ademas, fue la que alcanz6 una concentracién mayor de producto,
de 3.57 g/L, al finalizar la fermentacion, con un rendimiento final producto-sustrato (Y ps)
de 0.35 g de xilitol/g de xilosa. Sin embargo, el rendimiento maximo alcanzado por C.
magnoliae, se dio a la hora 48, caso similar al ocurrido con C. guilliermondii. En este
tiempo, se alcanzo6 un rendimiento producto-sustrato Y, de 0.59 g de xilitol/g de xilosa, y
un rendimiento concentracién celular-sustrato Y,s de 0.69 g de biomasa/g de xilosa,
siendo el primero significativamente distinto al obtenido por C. guilliermondii, si se

analizan con la prueba estadistica t de Student. La productividad de C. magnoliae, de
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0.056 g/Lh, también es significativamente superior al 0.005 g/Lh lograda por C.

guilliermondii, a las mismas condiciones de fermentacion (Tabla 31).
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Figura 33. Crecimiento celular (A), produccion de biomasa (B) y comportamiento del pH (C)
durante la fermentacién de C. magnoliae. Las gréficas son representativas para n=2
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Figura 34. Consumo de xilosa (e), y producciéon de xilitol (o), con C. magnoliae. Gréfico
representativo para n=2

ANALISIS COMPARATIVO DE LA CAPACIDAD FERMENTATIVA DE

Debaryomyces hansenii, Candida guilliermondii y Candida magnoliae

Se ha reportado el uso de D. hansenii para la obtencion de xilitol a partir de
hidrolizados hemicelulésicos, especificamente madera de eucalipto (Diz et al., 2002),
alcanzando un rendimiento (Y,s) de 0.57g de xilitol/g de xilosa. Sin embargo, ésta
levadura no logré6 una adaptacion al medio hidrolizado de semilla de tamarindo. Su
inhibicién pudo deberse a la probable presencia de furfurales, generados durante los
procesos de hidrdlisis acida (Modig, 2001; Fernandez et al., 2007). Diversos métodos de
purificacion de medios organicos hidrolizados se han utilizado para disminuir la
concentracion de estos compuestos, y que podrian resultar mejorar la adaptabilidad de D.
hansenii al medio hidrolizado de semilla de tamarindo; exposiciébn a carbén activado y
resinas de intercambio idnico se pueden destacar (Napoles et al., 2006).

Por su parte, C. guilliermondii y C. magnoliae si se adaptaron al medio hidrolizado de
semilla de tamarindo. Sus tiempos de duplicacion se muestran en la Tabla 31 y son
comparados estadisticamente mediante una prueba t de Student a un nivel de
significancia del 0.05. De acuerdo a dicho andlisis, el tiempo de duplicacion es distinto
estadisticamente, siendo menor para C. magnoliae (1.87h), lo que habla de una mejor
adaptacion de esta levadura al medio hidrolizado de semilla de tamarindo.

A pesar de que C. guilliermondii y C. magnoliae se adaptaron al medio hidrolizado, su
comportamiento durante la fermentacion present6 diferencias significativas. C.

guilliermondii llevé a cabo un consumo gradual tanto de glucosa como de xilosa, lo que se
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tradujo en una baja productividad comparada con la alcanzada por C. magnoliae, y
comprobada por una prueba t de Student (Tabla 31). Asi, el rendimiento producto-sustrato
(Ypos) también fue estadisticamente diferente con respecto al obtenido en la fermentacion
de C. magnoliae.

C. guilliermondii es quiza la levadura mas utilizada en la obtencion de xilitol a partir de
medios hidrolizados de fuentes organicas. El rendimiento méximo obtenido por esta
levadura en medio hidrolizado de semilla de tamarindo (0.1961 g de xilitol/g de xilosa) es
mucho menor a los obtenidos para hidrolizados de bagazo de cafia con 0.63 g de xilitol/g
de xilosa (Martinez et al., 2002) y paja de arroz con 0.73 g de xilitol/g de xilosa (Roberto et
al., 1999), sélo por mencionar algunos.

A pesar de obtener baja productividad y rendimiento producto-sustrato con C.
guilliermondii, el rendimiento de sustrato en obtencion de biomasa (Y,s) fue alto, contrario
a lo que podria esperarse, e incluso no difiri6 estadisticamente con el alcanzado con C.
magnoliae.

Como se menciond anteriormente, la levadura que alcanzé mayor productividad y
rendimiento fue C. magnoliae, que consumié practicamente toda la glucosa, y un 94.18%
de xilosa. La produccion de xilitol, comenz6 durante la fase estacionaria de crecimiento
celular, coincidiendo en el punto donde la glucosa se agoté. El rendimiento de producto-
sustrato alcanzado en este medio de fermentacion, es similar al 0.57 g de xilitol/g de
xilosa obtenido por Wannawilai et al. (2007), en medios puros de fermentacion, lo que

indica una adecuada adaptacién al medio hidrolizado de semilla de tamarindo.

11.2 IDENTIFICACION DE AZUCARES EN EL MEDIO
HIDROLIZADO DE SEMILLA DE TAMARINDO

Se determind y cuantificd la presencia de los principales azlcares presentes en el
medio hidrolizado de semilla de tamarindo, preparado bajo las condiciones establecidas,
los cuales fueron glucosa y xilosa. Con el fin de identificar cualitativamente la presencia
de otros azucares en el hidrolizado, se llevo a cabo una cromatografia de capa fina, de
acuerdo a la metodologia establecida por Gonzalez-Hernandez et al. (2005).

Se prepar6 una solucion estdndar 0.1 M de cada uno de los siguientes carbohidratos:
arabinosa (A), fructosa (B), galactosa (C), glucosa (D), manosa (E), xilosa (F) y xilitol (G).
De los estandares preparados se tomaron 40 pL y se diluyeron con 10 pL de piridina.
Ademas, se prepararon 3 muestras de hidrolizado de semilla de tamarindo; la primera se

prepard diluyendo 40 uL de hidrolizado con 60 pL de piridina (H;), la segunda diluyendo
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60 uL de hidrolizado en 40 uL de piridina (H,) y la tercera diluyendo 80 pL del medio en 20
ML de piridina (Hz). De estas mezclas se tomd 1 uL y se colocd sobre una placa de Silica
Gel 60 y se revel6 en una camara cerrada con 1-butanol-isopropanol-agua (10:5:4 v/v)
como fase movil. Los puntos fueron revelados fueron revelados por rocio de una solucién
de vainillina 5 mg/mL en &cido sulfarico 10 % y etanol 5 %, y calentado a 80 °C (Figura
35).

(A) (B)

Figura 35. Cromatografia de capa fina. (A) Estandares; (B) Muestras de hidrolizado de semilla de
tamarindo. A=Arabinosa, B=Fructosa, C=Galactosa, D=Glucosa, E=Manosa, F=Xilosa, G=Xilitol,
H=Hidrolizado de semilla de tamarindo

Cada carbohidrato mantiene una particular distancia recorrida por accion de la fase
moévil en la placa, la cual se observa claramente en la Figura 35. A partir de la
cromatografia de capa fina para los estandares (Figura 35A) se calcularon los factores de
retencion de la Tabla 32. Por su parte, a partir de la cromatografia para las muestras de
hidrolizados de semilla de tamarindo (Figura 35B), se identificaron y calcularon diferentes

factores de retencién que se muestran en la Tabla 33.

Tabla 32. Factores de retencidon de cromatografia de capa fina en estandares

Carbohidrato Factor de retencion (Rg)
Arabinosa 0.474
Fructosa 0.482
Galactosa 0.404
Glucosa 0.456
Manosa 0.509
Xilosa 0.614
Xilitol
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Tabla 33. Factores de retencion identificados en las muestras de hidrolizado de semilla de tamarindo

Factor de Retencién H, H, Hs
Rry 0.404 0.410 0.410
Re2 0.439 0.455 0.455
Rrs 0.482 0.474 0.474
R4 0.631 0.614 0.614

De las muestras de hidrolizado de semilla de tamarindo, a diferentes diluciones, se
calcularon cuatro factores de retencion, los cuales son similares entre si, como se
muestra en la Tabla 33. Dichos factores de retencion permiten la identificacion de los
carbohidratos presentes en el medio hidrolizado, mediante su comparacion con los
factores de retencion obtenidos para las muestras de estandares (Tabla 32).

El valor del primero de ellos (Rf;), varia entre la muestra de hidrolizado H; con
respecto a las demas; sin embargo, dichos valores permiten determinar la presencia de
galactosa (Rr=0.404) en el medio hidrolizado de semilla de tamarindo. Comparando los
demés factores de retencion apreciados en las muestras de hidrolizado, se puede
identificar también la presencia de otros monosacaridos, tales como glucosa (Rg=0.456),
arabinosa (Rr=0.474) y xilosa (R=0.614).

El factor de retencion Rg3=0.482 de la muestra de hidrolizado H; coincide con el factor
de retencién de la fructosa. Sin embargo, no se ha reportado la presencia de este
disacarido en la composicion de la semilla de tamarindo, por lo que se puede rechazar su
presencia en las muestras utilizadas. Los azUcares identificados en el medio hidrolizado

de semilla de tamarindo coinciden con los expuestos por Kaur et al. (2006).

11.3 ARTICULOS

ARTICULO PUBLICADO

Gonzalez-Hernandez Juan Carlos, Farias Rosales Lorena, Vera Villa Juan Carlos,
Martinez Corona Ricardo, Alvarez-Navarrete Mariana, Zamudio Jaramillo Miguel Angel,
Chavez Parga Ma.del Carmen, Pefia Antonio. 2012. Chemical Hydrolysis of the
Polysaccharides of the Tamarind Seed. Journal of the Mexican Chemical Society. Vol. 56,
No. 4. 395-401
Descripcion: En este articulo se presenta el efecto de diferentes tratamientos en la

liberacion de azucares reductores (RS) de las semillas. Se probaron tres factores:
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temperatura (86-130 °C), concentracion de acido (0.32-3.68%) y tiempo de exposicion
(13.2-40 min). Se probaron dos &cidos. La temperatura y el tiempo fueron los factores que
tuvieron més efecto significativo en la liberacién de RS. Las mejores condiciones para la
liberacion de los RS fueron 130.2 °C, 2% de &cido v/v, and 30 min, alcanzando un valor
de aproximadamente 110 g/L. Los resultados sugieren que las semillas de tamarindo son

una opcioén viable para la produccion de xilitol.

ARTICULOS POR PUBLICAR

a) Andlisis Comparativo de la Produccién de Xilitol por Fermentacion de Levaduras

No-Convencionales en Medios Hidrolizados de Semilla de Tamarindo.
Descripcion: Se mostrardn los resultados de las fermentaciones en matraz de tres
levaduras productoras de xilitol en medios hidrolizados de semilla de tamarindo: C.
guilliermondii, D. hansenii y C. magnoliae, en agitacion a 180 rpm y 30°C, donde D.
hansenii no mostr6 adaptacion al medio hidrolizado de semilla de tamarindo y tuvo una
nula produccién de xilitol. Por su parte, C. guilliermondii y C. magnoliae alcanzaron un
rendimiento producto-sustrato maximo de 0.20 y 0.59 g de «xilitol/lg de xilosa,
respectivamente.

b) Estudio del efecto de la concentracion inicial de sustrato y agitacion sobre la
produccién de xilitol por fermentacion de medio hidrolizado de semilla de tamarindo con
Candida magnoliae.

Descripcion: Se presentaran los resultados de la evaluacion del efecto de la
concentracion inicial de sustrato y agitacion, a nivel matraz, el cual se realizé a partir del
planteamiento de un disefio experimental factorial 3°. El componente cuadratico de la
concentracion inicial de sustrato y la interaccion entre los factores influyeron
estadisticamente sobre la produccion de xilitol de C. magnoliae, donde la optimizacion del
disefio experimental predijo un rendimiento de 0.57 g de xilitol/g de xilosa, a una
concentracion inicial de sustrato de 50 g/L y una agitacion de 177 rpm.

c) Analisis del efecto de la agitacion y aireacion sobre la produccion de xilitol por
fermentacion en biorreactor con Candida magnoliae utilizando como sustrato hidrolizado
de semilla de tamarindo.

Descripcion: En este trabajo se mostraran los resultados del disefio experimental 27
con un punto central, con el cual se evalu6 el efecto de la agitacion y aireaciéon sobre la
sintesis de xilitol por fermentacion de medios hidrolizados de semilla de tamarindo

utilizando C. magnoliae. De acuerdo a estos resultados, la aireacion y la interaccién entre
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los factores fueron las que tuvieron un efecto significativo sobre la produccion de xilitol. El

mayor rendimiento alcanzado fue de 0.71 g de xilitol/g de xilosa, a una agitacién de 100

rpmy una aireacion de 0.1 vvm.
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a)

b)

c)

d)

f)
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Titulo: Obtencién de xilitol a partir de medios hidrolizados de semilla de tamarindo.
Modalidad: Cartel.

Lugar y fecha: Morelia, Michoacan. Del 18 al 20 de mayo de 2011.

Nombre: ler. Congreso de la Facultad de Quimico Farmacobiologia.

Titulo: Obtencién de xilitol a partir de medios hidrolizados de semilla de tamarindo.
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Lugar y fecha: Morelia, Michoacan. Del 24 al 26 de noviembre de 2011.

Nombre: 2do. Simposium en Biotecnologia Alimentaria y Ambiental.

Titulo: Analisis Comparativo de la Produccion de Xilitol por Fermentacion de
Levaduras No Convencionales en Medios Hidrolizados de Semilla de Tamarindo.
Modalidad: Ponencia Oral.

Lugar y Fecha: Morelia, Michoacan. 17 de marzo de 2012.

Nombre: VII Congreso Internacional XVIII Congreso Nacional de Ingenieria
Bioquimica, X Jornadas Cientificas de Biomedicina y Biotecnologia Molecular.
Titulo: Andlisis comparativo de la produccion de xilitol por fermentacién con
levaduras no convencionales.

Modalidad: Cartel.

Lugar y Fecha: Ixtapa Zihuatanejo, Guerrero. Del 28 al 30 de marzo de 2012.
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Modalidad: Ponencia oral.

Lugar y Fecha: Morelia, Michoacan. Del 29 al 31 de mayo de 2012.
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y Congreso Multidisciplinario en Ingenieria y Tecnologias para la Innovacion.
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Titulo: Efecto de la concentracién de sustrato y agitacion sobre la produccion de

xilitol por fermentacién de Candida magnoliae en hidrolizados de semilla de

tamarindo.

Modalidad: Ponencia oral.

Lugar y Fecha: Morelia, Michoacan. Del 15 al 19 de octubre de 2012.

g) Nombre: 3er. Simposium Nacional y | Congreso Internacional en Biotecnologia

Alimentaria y Ambiental.

Titulo: Efecto de la aireacién y agitacién en la produccion de xilitol por fermentacion

con Candida magnoliae en medios hidrolizados de semilla de tamarindo.
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