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RESUMEN

El bagazo de la cafia de azticar es materia prima para la obtencién diversos compuestos como la xilosa, la cual
ha tomado mucha importancia en la industria alimentaria, farmacéutica y odontolégica. Ante la necesidad de
investigar la via biotecnolégica de conversién, se propuso como objetivo evaluar la influencia del medio
fermentativo en el consumo de xilosa por Candida intermedia a partir de hidrolizados de bagacillo de cafia de
azucar. La fase experimental incluy6 el aislamiento, purificacién e identificacién molecular de Candida
Intermedia. Parala obtencidn de azticares fermentables se aplicé hidrolisis acida con H2S04, mientras que, en el
proceso de fermentacidn, se evaluo el efecto del pH y de la temperatura. El seguimiento de produccién de xilitol
y consumo de xilosa se realiz6 mediante la cromatografia liquida de alta eficiencia con detector UV. Los
resultados mostraron que, las mejores condiciones de fermentacién para el consumo de xilosa sucedena pH 6y
atemperatura de 24 °C, logrando reducciones desde 27,88 g/L a 1,64 g/L por Candida intermedia. Se recomienda
profundizar en el estudio de la optimizacién de las condiciones de consumo de xilosa que afectan su
biotransformaci6n en xilitol.
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ABSTRACT

Sugarcane bagasse is raw material for obtaining various compounds such as xylose, which has become very
important in the food, pharmaceutical and dental industries. Given the need to investigate the biotechnological
conversion pathway, the objective was to evaluate the influence of the fermentative medium on the consumption
of xylose by Candida intermedia from hydrolyzed sugarcane bagasse. The experimental phase included the
isolation, purification and molecular identification of Candida Intermedia. To obtain fermentable sugars, acid
hydrolysis with H2SO4 was applied, while in the fermentation process, was evaluated the effect of pH and
temperatures. The monitoring of xylitol production and xylose consumption was carried out by means of liquid
chromatography of higher efficiency with UV detector. The results showed that the best fermentation conditions
for the consumption of xylose occur at pH 6 and at a temperature of 24 °C, achieving reductions from 27.88 g/L
to 1.64 g/L by Candida intermedia. It is recommended to deepen the study of the optimization of xylose
consumption conditions that affect its biotransformation into xylitol.

Keywords: Sugar cane; pH; temperature; fungus; biotechnology; production.

Recibido: 05-06-2021.
Aceptado: 04-09-2021.

Esta obra esta publicada bajo la licencia CC BY-NC 4.0

DOI: http://dx.doi.org/10.17268/manglar.2021.036


http://dx.doi.org/10.17268/manglar.2021.036
mailto:arivero@unitru.edu.pe
https://orcid.org/0000-0002-7945-3664
https://orcid.org/0000-0002-6164-3144
https://orcid.org/0000-0002-4521-5588
https://orcid.org/0000-0001-9430-0028
https://orcid.org/0000-0001-9146-7615
https://creativecommons.org/licenses/by-nc/4.0/deed.es

U. Campos-Felix et al. 2021. Manglar 18(3): 275-281 276

INTRODUCCION

Los comunes destinos de los residuos lignocelu-
l6sicos procedentes de la cosecha y poda, es ser
reincorporados directamente al suelo, o ser
mezclados con forrajes para alimentaciéon animal,
mientras que en algunos casos se recurre a quema
y/o abandono de los mismos (Depuis, 2012; Diaz,
2020; Morales et al,, 2021). El bagazo es uno de los
residuos mas abundantes de los paises productores
de cafia de azucar, el cual resulta de exprimir el
tallo de planta, dejandose a la intemperie, donde es
susceptible a procesos fermentativos por accién de
bacterias y hongos (Basandra et al,, 2007; Roca,
2016). Estos desechos lignoceluldsicos son fuente
de energia renovable y materia prima para la
produccion de xilosa, la cual por procesos de
hidrolisis puede dar origen al xilitol (Amaguaya &
Bastidas, 2020; Campo, 2018; Geijer et al,, 2020;
Ramirez et al,, 2012).

La xilosa, también conocida como el azicar de la
madera, se obtiene a partir de productos
hemicelulésicos como frutas, bayas, vegetales. A
nivel industrial ha tomado importancia para la
produccién de alimentos, ademas de ser utilizada
en la industria farmacéutica y odontoldgica
(Morales & Yumbillo, 2020; Rodriguez, 2007;
Olazabal et al., 2015). La xilosa es un monosacarido
de 5 4tomos de carbonos, se caracteriza por ser
soluble al agua y con poder edulcorante similar a la

sacarosa, motivo por el cual constituye una buena
opcién para personas con obesidad y diabetes,
debido a su bajo contenido calérico (Carvalho etal,,
2003; Cerioni et al., 2019; Vallejos & Area, 2017).
Para la liberacién de xilosa y hemicelulosa, se
emplean acidos fuertes o débiles, los cuales, al
combinarse con factores como el tiempo y la
temperatura, condicionan la eficiencia del
producto final (Guerra et al,, 2019; Manzoor et al,,
2012; Sun et al,, 2016). La xilosa por procesos de
hidrogenacién catalitica da origen al xilitol, para
ello se requiere de una biomasa lignocelulésica y de
levaduras capaces de crecer en medios ricos en
xilosa y generar xilitol (Castro, 2020; Ramirez etal,,
2012). Destacando las levaduras de los géneros
Candida y Trichosporon, las cuales con capaces de
fermentar biomasa lignocelulésica (Beltran et al,,
2020; Demichelis, 2018; Garcia & Quinteros, 2020).
El xilitol se caracteriza por ser un edulcorante no
calérico de mucho interés comercial y del cual su
demanda es creciente en el mundo (De la Rivaetal,
2015; Morales & Yumbillo, 2020).

Ante la necesidad de un mayor conocimiento en
esta area, se propuso como objetivo determinar la
influencia del medio fermentativo en el consumo
de xilosa por Candida intermedia a partir de
hidrolizados de bagacillo de cafia de azucar.

MATERIAL Y METODOS

Aislamiento e identificacién y selecciéon de
Candida intermedia

Se colectaron flores y residuos de arboles frutales,
de la Ciudad Universitaria de la Universidad
Nacional de Trujillo, siendo acondicionadas para su
trituracién y homogenizacién, y de donde se
transfiri6 2 mL a matraces con medio YMC. El
periodo de incubacidon fue de 1 semana, a una
temperatura de a 30 °C. Luego se tom6 1 mL de
muestra y se realiz6 una dilucién (10-3). Se sembré
por superficie en medio de cultivo agar Sabouraud
y medio YMC, y se mantuvo en observacién por una
semana. Se tom6 1 mL de muestra y se realizaron 3
diluciones sucesivas (10-1,10-2 y 10-3). De la ultima
dilucién se transfiri6 100 uL y con un asa de
Drigalsky se sembroé por superficie en medio agar
Sabouraud y medio YMC, que contenia 40 g
glucosa/L, 10 g peptona/L, 20 g xilosa/L, 0,05 g
cloranfenicol/L y 15 g agar/L. Ambos medios
fueron regulados a pH 5, dejdndose en incubacién a
30 °C durante una semana. A partir de las colonias
que crecieron, se purificaron hasta obtener 3
colonias aisladas, las cuales fueron cultivadas en
medio Chromoagar candida, por otro lado, también
se separé una muestra para su identificacion
molecular. A las 18 horas, las cepas purificadas
fueron sembradas en un medio de cultivo que

estuvo compuesto por 20 g xilosa/L, 2 g glucosa/L,
15 g KH2P04/L, 3 g (NH4)2S04/L, 1 g MgS04.7H20/L
y a pH de 4,5 con una temperatura de 30 °C 'y 200
RPM por 72 horas (Figura 1). Concluido el periodo
de tiempo, se centrifugd y se guard6 el
sobrenadante a -30 °C.

Figura 1. Cepas de levaduras sembradas en medio
Chromoagar candida.

Preparacion de hidrolizado de bagacillo de
caiia de azicar

La hidrolisis acida se realizé6 con H2S04, a 115 °C
por 17 minutos y con 3 tratamientos. Para ello se
empled frascos con tapa rosca, 30 g de bagacillo de
cafla de azucar, agua destilada y H2S04 cc, tal como
se detalla en la tabla 1. Luego de salir de la
autoclave, se filtré y se preservé en refrigeracion 4
°C.
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Tabla 1
Pruebas para la optimizacién del hidrolizado de bagacillo
de cafia de azticar

Tratamiento Bagacillo cafia Agua H2S04cc
de aztcar (g) (mL) (mL)
1 30 720 6
2 30 720 3
30 500 3

Para la detoxificaciéon del filtrado obtenido del
hidrolizado, se regulo el pH con perlas de hidréxido
de sodio y H2SOscc, ajustindose a pH 5.
Obteniéndose un precipitado el cual fue centrifu-
gado a 9000 RPM por 12 minutos. Luego se tom6
una muestra de 3 mL, para la medicién de la
cantidad de azucares obtenidos, empleandose
espectrofotémetro.

Proceso fermentativo y produccion de xilosa
Para la preparacién de los medios de cultivo se
utilizaron 750 mL de hidrolizado detoxificado,
procedente del tratamiento 2 y una solucién de
sales, la cual estuvo compuesta por 750 mL de agua
destilada, 2 g/L glucosa, 15 g/L KH2PO4, 3 g/L
(NH4)2S04, 1 g/L MgS04.7H20, luego fue auto-
clavado por 15 minutos a 121 °C, considerandose
como variable el pH de 5, 6 y 7 y la temperatura de
24,28y 32 °C (Tabla 2).

Tabla 2
Disefio experimental produccion y consumo de xilosa,
por Candida intermedia

Tratamiento pH Temperatura °C
1 5 24
2 6 24
3 7 24
4 5 28
5 6 28
6 7 28
7 5 32
8 6 32
9 7 32

Para el proceso de fermentacién a los medios de
cultivo se transfirié 10 mL de inéculo (10%v/v) con
un 0D600 de 1,0 en 90 mL de medio y se incub6
durante las primeras 24 horas a 240 RPM. Se regulo
el pH empleando NaOH y para favorecer el
crecimiento de Candida intermedia se mantuvo una
agitacion de 200 RPM durante las primeras 24
horas, luego se mantuvo a 100 RPM para facilitar la
produccidn. Para la cuantificacién y consumo de
xilosa, se empled un sistema de cromatografia
liquida HPLC-UV con un equipo UHPLC Thermo
Scientific UltiMate 3000 Rapid Separation y una
columna Shodex SUGAR SP0810, considerandose
una fase moévil 89% agua y 11% acetonitrilo, flujo
es 0.700 ml/min, temperatura de columna 80 °C,
temperatura del detector 50 °C e inyeccién de 10 ul
durante 45 minutos.

Figura 2. Hidrolizado de bagacillo de cafia de azicar
después de salir de la autoclave por 15 minutos a 121 °C.

Analisis estadistico

Se empleo un disefio factorial de 32, evaluandose
la optimizacién del hidrolizado de bagacillo de cafia
de azudcar y la produccién y consumo de xilosa a
partir de un pH de 5, 6 y 7 y 24, 28 y 32 °C, por
Candida intermedia. Los resultados fueron analiza-
dos con el software libre RStudio version 4.0.3.,
estimandose la media, desviacién estdndar y
coeficiente de variacién, ademdas de emplearse la
prueba de ANOVA de Welch, Games-Howell y post
hoc de Duncan.

RESULTADOS Y DISCUSION

Parala extraccion de la xilosa se emple6 bagazo de cafia
de azlcar, a través de wuna hidrolisis acida.
Empleandose 3 tratamientos, con diferente volumen
de agua y concentracion de acido sulfurico (Figura 3 y
Tabla 3). Comprobandose que el tratamiento 1 (720 ml
de agua + 6 ml de 4cido sulftirico), tuvo un efecto
negativo en la cantidad de azucares reductores
generados, debido a la generacién de furfural, acido
acético y hidroximetilfurfural. Estos compuestos son
altamente nocivos ya que inhiben el crecimiento de
Candida intermedia, siendo necesario la realizacion de
procesos de detoxificacién empleando hidréxido de
sodio. Sin embargo, cabe resaltar que investigaciones
de Ledezma etal. (2018), sostienen que el hidréxido de
sodio puede disminuir en un 72% la generacién de
acido acético y furfural (Gonzalez & Barbosa, 2018;
Parejas, 2019; Villarreal et al.,, 2006).

Rendimiento (%)

Tratamientos
W 720 mLagua: 6ml H2S04 = 720 mLagua: 3mL H2504
m 500 mL agua: 3mlL H2504
Figura 3. Rendimiento promedio para la optimizacién del
hidrolizado de bagacillo de cafia de azicar.
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Tabla 3
Estadistica de la optimizacion del hidrolizado de bagacillo de cafia de azticar y la produccion de xilosa, seglin variable y tratamiento
Variable Tratamiento Media (L1;L2)* Des.Est.** CV (%)**

T1 30,042 (29,989;30,095) 0,050 0,166

W muestra T2 30,152 (29,995;30,309) 0,150 0,498

T3 30,032 (30,011;30,052) 0,019 0,063

Volumen recuperado T1 659,000 (638,190;679,81) 19,829 3,01
(mL) T2 668,830 (660,430;677,240) 8,010 1,198

T3 433,33 (424,140;442,520) 8,756 2,021
Azucares Reductores T1 6,322 (5,641;7,002) 0,649 10,266
Totales (g/L) T2 7,390 (7,276;7,504) 0,109 1,475

T3 10,807 (9,787;11,826) 0,972 8,994

T1 13,837 (12,641;15,033) 1,140 8,239

Rendimiento (%) T2 16,389 (16,157;16,620) 0,220 1,342
T3 15,597 (14,018;17,177) 1,505 9,649

T1 20,350 (12,472;28,228) 0,877 4,310
T2 1,635 (0;6,908) 0,587 35,902

T3 4,405 (2,944;5,867) 0,163 3,700

Produccién de xilosa T4 18,260 (16,227;20,293) 0,226 1,238
(S) g/L T5 3,740 (1,834;5,656) 0,212 5,668

T6 6,720 (5,831;7,609) 0,099 1,473

T7 18,980 (4,114;33,846) 1,655 8,720

T8 8,365 (7,160;9,572) 0,134 1,602

T9 9,305 (7,717;10,893) 0,177 1,902

Tabla 4
Analisis de varianza de la optimizacién del hidrolizado de bagacillo de cafa de azticar, segtin variables de estudio, tratamiento y grupos
homogéneos
Promedios (Grupos homogéneos)**
Variable p-valor*
T1 T2 T3
W muestra 0,2281 30,04a 30,15a 30,03a
Volumen recuperado (mL) 0,0001 659,00a 668,83a 433,33b
Azucares Reductores Totales (g/L) 0,0001 6,32c 7,39b 10,81a
Rendimiento (%) 0,0002 13,84b 16,39a 15,60a

1 Se hizo uso del Analisis de Varianza de Welch y la identificacién de grupos homogéneos con Games-Howell.
2 Se hizo uso del Andlisis de Varianza Unifactorial y la identificacién de grupos homogéneos con post hoc de Duncan.

*El p-valor es significativo al 5% (p < 0,05).
** Las medias con letras diferentes son significativamente diferentes.

En la Tabla 4 se visualiza el uso de la prueba de ANOVA
de Welch, para las variables W muestra, Volumen
recuperado (mL), Azucares Reductores Totales (g/L) y
rendimiento (%), para la variable Volumen recuperado
(MD), el p-valor de significancia resulté ser un valor
menor que 0,05 (p = 0,000 < 0,05), siendo los
tratamientos T1 y T2, quienes no presentaron
diferencia significativa asi mismo, para la variable
Azucares Reductores Totales (g/L), el p-valor adjunto
resulté ser menor que 0,05 (p = 0,000 < 0,05), lo que
indica la existencia de diferencia significativa entre sus
medias, donde el tratamiento T3, present6é un valor
medio significativamente mayor. Por otro lado para la

Tabla 5

variable Rendimiento (%), el p-valor de la prueba de
ANOVA unifactorial, alcanzé un valor menor que 0,05
(p =0,000 < 0,05), rechazando la hipétesis de igual de
medias, siendo los tratamientos T2 (720 ml de agua +
3 ml de 4cido sulftrico) y T3 (500 ml de agua + 3 ml de
acido sulftirico), quienes no presentaron diferencia
significativa entre sus medias, ademas de presentar los
mayor rendimientos (%) promedios significativa-
mente mas altos, segin la prueba post hoc de Duncan,
sin embargo, cabe resaltar que el tratamiento 2 obtuvo
el mayor rendimiento promedio (Morales et al., 2018 ;
Sheldon, 2007; Velazquez et al.,, 2020).

Analisis de varianza para el consumo de xilosa por Candida intermedia, segun variables de estudio, tratamiento y grupos homogéneos

Promedios (Grupos homogéneos) ***

Variable p-valor*
T1 T2 T3

T5 T6 T7 T8 T9

Xilosa (S)g/L  0,0001  20,350a  1,635f 4,405e

18,260ab  3,740e 6,720d 18,980ab 8,365¢c 9,305c

1 Se hizo uso del Analisis de Varianza de Welch y la identificacion de grupos homogéneos con Games-Howell.

* El p-valor es significativo al 5% (p < 0,05).
** Las medias con letras diferentes son significativamente diferentes.
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Figura 4. Consumo de xilosaapH 5,6y 7y 24,28y 32 °C a partir de hidrolizado de cafia de bagazo por Candida intermedia.

Por otro lado, la tabla 5 permite visualizar el p-valor de
significancia asociado a la prueba de ANOVA de Welch
de la variable Xilosa (S) g/L, siendo un valor menor que
0,05 (p = 0,000 < 0,05), lo que permite concluir que
existe diferencia significativa entre los tratamientos,
siendo el tratamiento 1 (T1), quien present6 la media
significativamente mayor, sin embargo empleandose
la prueba post hoc de Games-Howell, se identific6 que
el tratamiento 2 (pH 6 y temperatura 24 °C), permitioé
favorecer el consumo de xilosa de 27,88 g/L a 1,64 g/L
por Candida intermedia (Figura 4), lo cual es indicador
que las condiciones 6ptimas favorecen el consumo de
la xilosa y que posiblemente favorezcan la produccién
de xilitol por Candida intermedia (Flores et al., 2017;
Galindo, 2020; Wu et al,, 2018). Ya que parametros
como el pH y temperatura son determinantes en la
inhibiciéon o activacion de un sustrato y en la
generacion de un determinado producto (Reyes et al.,
2016). Cabe resaltar que otras investigaciones
sostienen el uso de otros hogos como Candida
fermentai y Trichosporon pullalans, los cuales cuentan
con la capacidad de fermentar hidrolizados
hemicelulésicos procedentes de la cafia de azlcar
(Demichelis, 2018). Sin embargo, la region La Libertad,

genera una gran diversidad de residuos lignocelul6-
sicos, a consecuencia del procesamiento de esparrago,
maiz, alcachofa, cafia de azlcar y cascara de arroz,
todos con la potencialidad de ser usados como materia
prima (Bardales et al, 2015). Por otro lado,
investigaciones de Rangel et al. (2009) afirman que
temperaturas entre los 125 y 130 °C, optimizan la
produccién de xilosa, liberado durante el proceso de
hidrélisis hasta 42,4 gLl Cabe resaltar que
investigaciones que emplearon (en el hidrolizado)
sustratos conformados por paja de arroz, trigo y
eucalipto, obtuvieron 18,3 gL-1, 24,3 gL-1y 10,6 gL-1 de
xilosa (Chavez & Rojas, 2019; Martinez, 2002). Si bien
Candida intermedia tiene una alta capacidad de
absorciéon y conversiéon de varios azucares ligno-
celulésicos, cabe resaltar que investigaciones de
Moreno et al. (2017), Moreno et al. (2019) y Geijer et
al. (2020), sostienen que para la obtencién de
microorganismos que puedan convertir facilmente las
fracciones celulésica y hemicelulésicos en producto el
mejoramiento genético constituye se la principal
herramienta de solucidn, para lograr una produccién
econémicamente rentable.

CONCLUSIONES

Se concluye que el medio fermentativo con un pH de 6
y temperatura de 24°C, favorece el consumo de xilosa
de 27,88 g/La1,64 g/L, por Candida intermedia a partir
de hidrolizados de bagacillo de cafia de azucar. Se

recomienda profundizar en el estudio de la
optimizacion de las condiciones de consumo de xilosa
que afectan su biotransformacion en xilitol.
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