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RESUMEN

La produccién industrial de xilitol se realiza por hidrogena-
ciéon quimica de D-xilosa y es un proceso costoso. Una via
alternativa es la fermentacién de residuos lignocelulésicos
por levaduras como Debaryomyces hansenii (Zopf) Lodder
y Kreger-van Rij. Por ello, en el presente estudio se evalué
la obtencién de xilitol a partir de bagazo de sorgo, en me-
dios detoxificados y sin detoxificar. En el estudio se hidrolizé
bagazo de sorgo blanco [Sorghum bicolor (L.) Moench.], va-
riedad RB-Paloma con H,SO, al 2, 4 y 6 %; relacién sélido
liquido 1:6, 1:8 y 1:10 ; todos los tratamientos a 120 °C por
80 min. Los hidrolizados se neutralizaron y se utilizaron para
evaluar la produccién de xilitol; los medios de cultivo conte-
nian 30, 40 o 50 g L™ xilosa, se inocularon con D. hanseniiy
se incubaron a 30y 35 °C, 150 y 200 RPM por 96 h. Ademis,
los datos se analizaron con ANDEVA y prueba de medias
(p=0.05). La concentracién mdxima de xilitol en los medios
detoxificados fue 28.8 g L™* (40 g xilosa, 35 °C, 200 rpm) y
en los no detoxificados se encontré un maximo de 29.23 g
L' (30 gxilosa, 35 °C, 150 rpm). El bagazo evaluado podria
aprovecharse para obtener xilosa con uso potencial en me-
dios para fermentacién, ademds los resultados sugieren que
D. hansenii puede mtabolizar xilosa en presencia de 4cido

acético y furfural.
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ABSTRACT

The industrial production of xylitol is carried out with
the chemical hydrogenation of D-xylose and it is a costly
process. An alternative procedure is the fermentation of
lignocellulosic residues with yeasts such as Debaryomyces
hansenii (Zopf) Lodder and Kreger-van Rij. Therefore, the
objective of this study was to evaluate the extraction of xylitol
from sorghum straw, in detoxified and non-detoxified media.
White sorghum straw [Sorghum bicolor (L.) Moench.],
variety RB-Paloma, was hydrolyzed with H,SO, at 2, 4 and
6 %; solid liquid ratio 1:6, 1:8 and 1:10; all treatments at
120 °C for 80 min. Those hydrolyzed were neutralized and
used to evaluate the production of xylitol; culture media
contained 30, 40 or 50 g L™ xylose were inoculated with D.
hansenii and incubated at 30 and 35 °C, 150 and 200 RPM
for 96 h. In addition, the data were analyzed with ANDEVA
and means tests (p £ 0.05). The maximum concentration of
xylitol in the detoxified media was 28.8 gL' (40 g xylose, 35
°C, 200 rpm), and in non-detoxified, the maximum found
was 29.23 g L' (30 g xylose, 35 °C, 150 rpm). The straw
evaluated could be used to obtain xylose with a potential use
in media for fermentation, and results also suggest that D.
hansenii can metabolize xylose in the presence of acetic acid

and furfural.
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INTRODUCCION

El xilitol (C;H,0,) es un azicar-alcohol pen-
tahidroxilado presente en cantidades menores
a 405 mg en algunas frutas y vegetales (Mi-
kinen y Séderling, 1980), se usa como edulcorante
en alimentos procesados y es un sustituto de sacarosa
para diabéticos ya que su metabolismo es indepen-
diente de insulina. En la industria farmacéutica se
usa como agente anticariogénico y para reducir el
riesgo de otitis media (de Albuquerque ez al., 2014;
Vernacchio ez al., 2014). La via quimica para obtener
xilitol incluye reduccién de xilosa en un proceso de
hidrogenacién entre 80 y 140 °C y presién superior
a 50 atm. Este proceso es costoso y produce com-
puestos secundarios, por lo que la sintesis con micro-
organismos que produzcan xilosa reductasa y xilitol
deshidrogenasa son una alternativa para la obtencién
de xilitol (Prakasham ez a/., 2009; de Albuquerque
et al., 2014; Pappu y Gummadi, 2017; Sena ez al.,
2017). Las fuentes renovables de carbono se pueden
usar como materia prima para la obtencién de xilosa,
por ejemplo, los residuos madereros y agricolas con
alto contenido de lignocelulosa, el componente es-
tructural mds importante de las plantas, estd formada
de hemicelulosa, lignina y celulosa (Koutinas ez /.,
2014; Pal ez al., 2013) y al ser hidrolizadas la xilosa
destaca como el principal monosacdrido. La biomasa
lignocelulésica tiene gran potencial en la biotecno-
logia para obtener metabolitos de interés industrial;
por ello la conversion de xilosa a xilitol es importante
porque anade valor agregado a la cadena de produc-
cién (de Arruda et al., 2011; Prakash ez al., 2011).
Las levaduras son los microorganismos candida-
tos para la fermentacién de xilosa y destacan los géne-
ros Pichia sp., Candida sp. y Debaryomyces sp. (Pérez-
Bibbins ez al., 2014; Pappu y Gummadi, 2017). El
rendimiento de xilitol depende de la concentracién
de xilosa, la temperatura, pH, aireacién, los cuales
son importantes para el correcto transporte de xilosa
al interior celular y el funcionamiento de las enzimas
involucradas en la conversién; ademds, la mayoria
de las levaduras productoras de xilitol presentan una
baja tolerancia a compuestos téxicos como furanos
y dcido acético (Pappu y Gummadi, 2016; Lépez-
Linares et al, 2018). Por tal motivo, si la fuente de
carbono se obtiene de biomasa lignoceluldsica es
importante evaluar la presencia de estos compuestos
inhibidores, los cuales se producen al hidrolizar la
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INTRODUCTION

X}:‘itol (C,H,0,) is a pentahydroxilated
sugar-alcohol present in amounts below 405
g in some fruits and vegetables (Mikinen
and Soderling, 1980), it is used as a sweetener in
processed foods and is a substitute for sacarose for
diabetics, since its metabolism is independent of
insulin. The pharmaceutical industry uses it as an
anticariogenic agent and to reduce the risk of otitis
media (from Albuquerque ez al., 2014; Vernacchio
et al., 2014). The chemical way to extract xylitol
includes the reduction of xylose in a hydrogenation
process between 80 and 140 °C and a pressure higher
than 50 atm. This process is costly and it produces
secondary compounds; therefore, the synthesis
with microorganisms that produce xylose reductase
and xylitol dehydrogenase are an alternative for the
production of xylitol (Prakasham ez 4/, 2009; de
Albuquerque ez al., 2014; Pappu and Gummadi,
2017; Sena et al., 2017).
carbon can be used as a raw material for the extraction
of xylose, for example, wood and agricultural
residues with high amounts of lignocellulose, the
most important structural component of plants,
composed of hemicellulose, lignin and cellulose
(Koutinas et al., 2014; Pal et al., 2013), and, when
they are hydrolyzed, xylose stands out as the main
monosaccharide. Lignocellulosic biomass has great
potential in biotechnology to help obtain metabolites
of industrial interest; here lies the importance of
converting xylose to xylitol, since it adds value to the
production chain (from Arruda ez al., 2011; Prakash
etal,2011).

Yeasts are candidate microorganisms for the
fermentation of xylose, and the main genuses are
Pichia sp., Candida sp. and Debaryomyces sp. (Pérez-
Bibbins ez al., 2014; Pappu and Gummadi, 2017).
The yield of xylitol depends on the concentration of
xylose, temperature, pH, and ventilation, which are
important for the correct transportation of xylose
inside the cells and the functioning of the enzymes
involved in the conversion; in addition, most xylitol-
producing yeasts have a low tolerance to toxic
compounds such as furans and acetic acid (Pappu
and Gummadi, 2016; Lépez-Linares ez al., 2018).
Due to this, if the source of carbon is obtained from
the lignocellulosic biomass, it is important to evaluate
the presence of these inhibiting compounds, which

Renewable sources of
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lignocelulosa con dcidos o bases o con temperaturas
de reaccién altas. Estos compuestos causan la forma-
cién de radicales libres, lo cual dafa el ADN, protei-
nas y membrana celular de levaduras y, ademds, dis-
minuyen la resistencia a sales y aztcares. Pero ciertas
levaduras son resistentes a estos compuestos y pueden
metabolizar las fuentes de carbono bajo condiciones
de estrés (Allen et al., 2010; Field et al., 2015). Estos
compuestos pueden eliminarse con métodos de resi-
nas de intercambio, tratamientos con bases, carbén
activado, ademds de filtracién o centrifugacién pos-
terior después de alguno de estos procesos (Chandel
et al., 2013).

El objetivo principal de este estudio fue obtener
xilosa de bagazo de sorgo y evaluar la produccién de
xilitol por Debaryomyces hansenii utilizando los hi-
drolizados obtenidos, con sin y tratamiento de de-
toxificacién, para evaluar la resistencia de la levadura
a compuestos inhibidores. La hipétesis fue que la
xilosa presente en los hidrolizados es una fuente de
carbono adecuada para la produccién de xilitol y la
levadura incrementa el rendimiento en presencia de
compuestos inhibidores.

MATERIALES Y METODOS

Materia prima

El bagazo de sorgo [Sorghum bicolor (L.) Moench.], variedad
RB-Paloma fue donado por el Instituto Nacional de Investiga-
ciones Agricolas y Pecuarias, Campo Experimental Rio Bravo,
Tamaulipas, México. El bagazo se corté en trozos de 5 cm de
largo, se secé en estufa con aireacién a 60 °C por 24 h, se molié
y tamizd para obtener particulas con didmetro aproximado de
500 mm.

Estudios preliminares

Dado que el pretratamiento mds utilizado para las hidréli-
sis dcida es la molienda para obtener una mayor superficie de
contacto, se determind la factibilidad de usar una harina fina
(tamafio de particula <0.05 ym) y una mds gruesa (=500 mm,
producto del tamizado), o usar una mezcla de ambas harinas en
proporcidn 1:1 para aprovechar todo el residuo. Una hidrdlisis se
realizé en las siguientes condiciones: dcido sulftrico al 4 % por
80 min a 120 °C, con una relacién sélido-liquido de 1:6 con los
tres tratamientos; estas condiciones se seleccionaron de acuerdo
con los estudios de Aguilar e al. (2002), Téllez-Luis ez al. (2002)
y Septlveda-Huerta ez al. (20006).

are produced by hydrolyzing lignocellulose with
acids or bases or high reaction temperatures. These
compounds lead to the formation of free radicals,
which damages DNA, proteins and cell membranes
of yeasts, and also reduce the resistance to salts and
sugars. However, certain yeasts are resistant to these
compounds and can metabolize the carbon sources
under conditions of stress (Allen ez /., 2010; Field
et al., 2015). These compounds can be eliminated
using resin exchange methods, treatments with bases,
active carbon, as well as filtering or centrifuging after
any of these processes (Chandel ez al., 2013).

The main goal of this study was to obtain xylose
from sorghum straw and to evaluate the production
of xylitol by Debaryomyces hansenii using the
hydrolysates obtained, with or without detoxification
treatments, in order to evaluate the resistance of yeast
to inhibiting compounds. Our hypothesis was that
xylose present in the hydrolysates is an adequate
source of carbon for the production of xylitol and
yeast increases the yield in the presence of inhibiting
compounds.

MATERIALS AND METHODS

Raw material

Straw obtained from sorghum [Sorghum bicolor (L.) Moench.]
of the RB-Paloma variety was donated by the National Farming
Research Institute, Campo Experimental Rio Bravo, Tamaulipas,
Mexico. The straw was cut into pieces, 5 cm in length, dried in
a stone with ventilation at 60 °C for 24 h, grounded and sieved

to obtain particles with an approximate diameter of 500 mm.

Preliminary studies

Given that the most widely used pretreatment for acid
hydrolysis is grinding, in order to obtain a larger surface area,
we determined the feasibility of using fine flour (particle size
<0.05 um) and another, thicker one (2500 mm, product
of sieving), or using a mixture of both types of flour in a 1:1
proportion to use all the residue. Hydrolysis was carried out
under the following conditions: sulfuric acid at 4 % for 80 min at
120 °C, with a solid-liquid ratio of 1:6 with all three treatments;
these conditions were selected according to studies by Aguilar ez
al. (2002), Téllez-Luis et al. (2002) and Sepulveda-Huerta ez al.
(20006).

LEDEZMA-OROZCO et 4l. 1097
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Hidrélisis y detoxificacién

La hidrélisis se realizé con 4cido sulftrico, en las siguientes
condiciones: dcido 2, 4 y 6 %; relacién s6lido/liquido de 1:6, 1:8
y 1:10. El tiempo de reaccién y temperatura fueron constantes,
80 min y 120 °C, respectivamente; y nueve tratamientos de hi-
drlisis de harina de bagazo de sorgo (Cuadro 1).

Después, se seleccionaron las mejores condiciones de hidré-
lisis, los jarabes obtenidos fueron divididos en dos partes iguales,
y una fue tratada con carbén activado para eliminar compuestos
inhibidores, furfural y dcido acético. Las condiciones de detoxi-
ficacién fueron las siguientes: pH 5, con un tiempo de 45 min
y carga de carbén activado al 1.5. La otra parte de los jarabes
no fue detoxificada, con la finalidad de evaluar el crecimiento
de la levadura en presencia de furfural y 4cido acético. Luego se
ajust6 el pH de los hidrolizados con carbén activo y de los no
tratados; se adicioné carbonato de calcio (CaCO,) seguido por
una filtracién al vacio y se midié con un potenciémetro (Ultra
Basic UB-10 Denver Instrument). Una muestra de 50 g de la
mezcla jarabe-carbén activado se puso en matraces de 250 mL,
se agitaron a 150 rpm y 45 °C en una incubadora. Después las
muestras se centrifugaron a 10 000 rpm por 10 min, y se ana-
liz6 la concentraciéon de xilosa, dcido acético, furfural, antes y
después de la adicién de carbdén activado. La concentracién de
xilosa y dcido acético se determinaron mediante Cromatografia
Liquida de Alta Eficacia (HPLC HP-1100) utilizando una co-
lumna Transgenomic ION-300, con una temperatura de horno
de 45 °C, y elucién isocrdtica de 0.4 mL min-' de flujo de fase
mévil (H,SO, 0,0025 M). La concentracién de furural se midié
mediante espectrofotometria de UV-vis (UV-1800 Shimadzu) a

una longitud de onda de 270 nm.
Microorganismo y medio de cultivo

La cepa liofilizada de D. hansenii NRRL Y-7426 se reactivé
en matraces Erlenmeyer con 100 mL de medio con xilosa (30 g
L"), peptona (5 g L") y extracto de levadura (3 g L"), se ajusté
el pH a 5.5, se incubd a 28 °C, con agitacién a 150 rpm por 48 h.
Después se evalué la produccién de xilitol en los medios a base de

xilosa producto del hidrolizado 4dcido de bagazo de sorgo.
Produccién de xilitol
La produccién de xilitol por D. hansenii se evalu6 en medios
con hidrolizados detoxificados y sin detoxificar con 30, 40 y 50

g L' de xilosa, a 30 y 35 °C y una velocidad de agitacién de

120 y 200 rpm, la concentraciéon de xilitol se midié desde el
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Cuadro 1. Condiciones de hidrélisis dcida de harina de baga-
zo de sorgo RB Paloma.
Table 1. Conditions of acid hydrolysis with RB Paloma

sorghum straw flour.

Clave de Acido Relacién
tratamiento sulfirico (%) sélido:liquido
TH1 2 1:6
TH2 4 1:6
TH3 6 1:6
TH4 2 1:8
THS5 4 1:8
TH6 6 1:8
TH7 2 1:10
THS 4 1:10
TH9 6 1:10

Hydrolysis and detoxification

Hydrolysis was carried out with sulfuric acid under the
following conditions: acid 2, 4 and 6 %; solid-liquid ratio
of 1:6, 1:8 and 1:10. Reaction time and temperature were
constant (80 min and 120 °C, respectively) and nine hydrolysis
treatments with sorghum straw flour (Table 1).

Afterwards, the best conditions for hydrolysis were chosen,
the syrups obtained were divided into two equal parts, and
one was treated with active carbon to eliminate inhibiting
compounds, furfural and acetic acid. The detoxification
conditions were as follows: pH 5 with a time of 45 min and
a charge of active carbon at 1.5. The other part of the syrups
was not detoxified, in order to evaluate the growth of yeast in
the presence of furfural and acetic acid. Next, the pH of the
hydrolysates and of the untreated ones was adjusted with active
carbon; calcium carbonate (CaCOS) was added, followed by a
vacuum filtering and measured using a potentiometer (Ultra
Basic UB-10 Denver Instrument). A 50 g sample of the syrup-
active carbon was placed in 250 mL beakers, stirred at 150 rpm
and 45 °C in an incubator. The samples were then centrifuged
at 10 000 rpm for 10 min, and the concentrations of xylose,
acetic acid, and furfural were analyzed before and after adding
active carbon. The concentration of xylose and acetic acid were
determined using High Performance Liquid Chromatography
(HPLC HP-1100) and a Transgenomic ION-300 column,
with a stone temperature of 45 °C, and an isocratic elution of
0.4 mL min-" of flow of mobile phase (H,SO, 0,0025 M). The
concentration of furural was measured using UV-vis (UV-1800

Shimadzu) spectrophotometry at a wavelength of 270 nm.
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tiempo cero hasta 96 h de fermentacidn, cada 12 h. Las varia-
bles determinadas fueron el rendimiento o factor de conversién

(Y,

s g xilitol producido por g xilosa consumida) y productividad

volumétrica (Qp, g xilitol producido por L de medio en 1 h).
La concentracién de xilitol fue medida por HPLC utilizando las
mismas condiciones que las mencionadas para xilosa.

Con los datos se realiz6 ANDEVA multifactorial para deter-
minar el efecto de las variables independientes sobre la composi-
cién del hidrolizado y produccién de xilitol. Las diferencias entre

los tratamientos se evaluaron con un andlisis de comparacién de
medias de Fisher (p=<0.05).

RESULTADOS Y DISCUSION

Los andlisis practicados a las harinas fina y gruesa
obtenidas del residuo de cosecha de sorgo en su to-
talidad, no mostraron diferencia significativa sobre la
concentracion de xilosa obtenida, comparado con la
hidrélisis de la harina con particulas de menor tama-

fo (Cuadro 2).

Hidrélisis 4cida de bagazo de sorgo
RB-Paloma y detoxificacién

El tratamiento TH3 (H,SO, al 6 %, 120 °C por
80 min y relacién sélido/liquido 1:6) produjo la ma-
yor concentracién de xilosa (63.82 = 0.78 g L),
mientras que la concentracién mds baja se obtuvo en
el TH7 con 23.09 £ 456 gL', con 2 % de H.SO,
a 120 °C por 80 min en relacién 1:10 (Cuadro 3).

Cuadro 2. Concentracién de xilosa obtenida de la hidrdlisis de
los diferentes tipos de harina de bagazo de sorgo.

Table 2. Concentration of xylose obtained from the

hydrolysis of the different types of sorghum straw

flour.

Tipo de harina Xilosa (g L")
Harina fina (HF) 457 *2.42a
Harina gruesa (HG) 50.91 *+ 1.96a
Proporcién 1:1 (HF:HG) 45.38 + 2.93a

"No hubo diferencia significativa entre tratamientos (Fisher;
p>0.05) < There were no significant differences between treat-
ments (Fisher; p>0.05).

Microorganism and culture medium

The liophilized strain of D. hansenii NRRL Y-7426 was
reactivated in Erlenmeyer beakers with100 mL of medium
with xylose (30 g L-!), peptone (5 g L-') and yeast extract (3 g
L-"), the pH was adjusted to 5.5, incubated at 28 °C, stirring at
150 rpm for 48 h. Afterwards, the production of xylitol in the
media based on xylose, product of the hydrolyzed acid from the

sorghum straw.
Production of xylitol
The production of xylitol by D. hansenii was evaluated in

media with detoxified and non-detoxified hydrolysates with 30,
40 and 50 g L-! of xylose, at 30 and 35 °C and a stirring speed

Cuadro 3. Concentracién de xilosa, dcido acético y furfural en los jarabes dcidos de sorgo,

variedad RB Paloma.
Table 3. Concentration of xylose, acetic acid and furfural in the acid syrups of RB Paloma
sorghum.

Tratamiento Xilosa g L Acido acético gL~ Furfural gL'
TX1 44.60c = 0.48 9.47b * 0.53 5.81c = 0.20
™2 51.22¢ = 0.31 11.07a,b £ 0.53 8.06b = 0.24
TX3 63.82a = 0.78 11.62a = 0.51 9.77a = 0.39
TX4 25.43d + 0.46 4.22d = 0.54 4.25d = 0.30
TX5 44.40c £ 0.78 7.99¢ = 0.66 6.39c = 0.38
TX6 51.36¢ * 7.42 9.04b,c = 0.55 7.98b * 0.49
TX7 23.09d = 4.56 4.30d £ 0.56 4.15d + 0.27
TX8 39.56¢ * 4.64 10.03b = 0.49 6.03¢c * 0.02
TX9 61.46b % 0.82 10.24b = 0.27 7.97a,b,c = 1.48

a,b,c,d: Letras distintas en una columna indican diferencias significativas entre tratamientos (Fis-

her; p<0.05) % Different letters in a column indicate significant differences between treatments

(Fisher; p=<0.05).

*Desviacién estandar (95 %) < Standard deviation (95 %).

LEDEZMA-OROZCO et al. 1099
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Esta cantidad de xilosa es similar a la reportada por
Téllez-Luis et al. (2001) con una concentracién de
16 g L' de xilosa con la hidrélisis dcida de paja de
sorgo rojo con H.SO, al 6 %, por 60 min y 120 °C.
Herazo et al. (2009) hidrolizaron cascarilla de arroz
con H,SO, al 2 % por 30 min y obtuvieron 32.5 g
L-" de azdcares reductores y 9.9 g L' de xilosa.

Para el crecimiento de D. hansennii'y produccion
de xilitol se usaron las condiciones de hidrélisis del
tratamiento TH9 porque produjo menor cantidad de
furfural y 4cido acético. Estos compuestos resultan de
la degradacién de lignina y actdan como inhibidores
del crecimiento microbiano al reducir el metabolis-
mo (Mussatto y Roberto, 2004; Oliva et al., 2006;
Pereira e al., 2011); en consecuencia es importante
tener valores bajos de estos compuestos toxicos. Las
fermentaciones se realizaron en medios detoxificados
y sin detoxificar, con el propésito de evaluar el cre-
cimiento de la levadura en presencia de compuestos
inhibidores, y asi disminuir costos y tiempo de pro-
duccién.

Detoxificacién

Con el proceso de detoxificacién con carbén acti-
vado, el dcido acético y furfural disminuyeron en 72
y 65.5 %, respectivamente (Cuadro 4). Kamal ez /.
(2011) realizaron hidrélisis dcida de tronco de palma,
después los jarabes obtenidos se detoxificaron con 1
y 2.5 % de carbén activado, y se encontré una re-
duccién méxima de 58 % de furfural con 2.5% de
carbdn activado. Villarreal et 2/ (2006) efectuaron
realizaron hidrélisis dcida de residuos de eucalipto y
reportaron una reduccién de 100 y 10.6 % de furfu-
ral y dcido acético, respectivamente, utilizando 5 %
de carbén activado a un pH de 5.5.

of 120 and 200 rpm; the concentration of xylitol was measured
every 12 h up to 96 h of fermentation. The variables determined
were yield or conversion factor (Y,
g xylose consumed) and volumetric productivity (Qp, g xylitol

g xylitol produced times

produced per L of medium in 1 h). The concentration of xylitol
was measured by HPLC using the same conditions as those
mentioned for xylose.

With the data, a multi-factorial ANDEVA was carried out
to determine the effect of the independent variables on the
composition of the hydrolysate and production of xylitol. The
differences between treatments were evaluated using a Fisher

analysis for means comparison (p=0.05).
RESULTS AND DISCUSSION

The analyses performed on fine and coarse flour
obtained from the total sorghum residues showed
no significant differences with the concentration of
xylose obtained, as compared to the hydrolysis of
flour with smaller particles (Table 2).

Acid hydrolysis of RB-Paloma sorghum straw
and detoxification

Treatment TH3 (H2804 at 6 %, 120 °C for 80
min and solid-liquid ratio 1:6) produced the greatest
concentration of xylose (63.82 *0.78 g L-!), while
the lowest concentration was obtained in treatment
TH7 with 23.09 +4.56 g L-!, with 2 % of H,SO,
at 120 °C for 80 min in a proportion of 1:10 (Table
3). This amount of xylose is similar to that reported
by Téllez-Luis ez al. (2001) with a concentration of
16 g L' of xylose with the acid hydrolysis of red
sorghum hay with H,SO, at 6 %, for 60 min and
120 °C. Herazo et al. (2009) hydrolyzed rice straw
with H SO, at 2 % for 30 min and obtained 32.5 g
L-! of reducing sugars and 9.9 g L~ of xylose.

Cuadro 4. Concentracién de compuestos inhibidores en el hidroli-
zado antes y después de la detoxificacion.
Table 4. Concentration of inhibiting compounds in hydrolysis
before and after detoxification.

Condicién Furfural g L-! Acido acético gL'
Antes de detoxificar 7.97% 1.48a 10.24 = 0.27a
Después de detoxificar 2.27%0.27b 3.53 %= 1.64b

a,b: Letras distintas en una columna indican diferencias estadistica-
mente significativas entre tratamientos (Fisher; p=<0.05) % Different
letters in a column indicate statistically significant differences between

treatments (Fisher; p<0.05).

*Desviacién estdndar (95 %) < Standard deviation (95 %).
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Con el objetivo de evaluar cual de los dos facto-
res (concentracion de dcido, relacién sélido/liquido
o ambos) tenfan mayor efecto sobre la concentracién
de xilosa obtenida, se realiz6 un ANDEVA de dos
vias con 95 % de confianza. El resultado mostré que
el porcentaje de dcido fue el factor principal en las
hidrélisis realizadas (p=<0.05), y en el presente estu-
dio la relacién sélido/liquido no muestra diferencia
significativa (p>0.05) entre tratamientos (Cuadro 5).

Produccién de xilitol en medios detoxificados y
sin detoxificar

La mayor concentracién de xilitol en los medios
detoxificados con carbén activado se obtuvo en el
THS (40 g xilosa, 35 °C, 200 rpm) con 28.8 g L-"a
las 48 h de fermentacién; mientras que en los medios
no detoxificados, el TH11 (30 g xilosa, 35 °C, 150
rpm) produjo una concentracién médxima de 29.23 g
L-"alas 48 h. La concentracién de xilitol fue similar
en los medios con hidrolizados no detoxificados y de-
toxificados. Aunque Carvalheiro ez 2/. (2005) men-
cionan que la produccién de xilitol es favorecida por
altas concentraciones de xilosa, en nuestro estudio la
menor concentracién de xilitol fue en el medio con
50 g L' de la fuente de carbono. Carvalheiro ez al.
(2005) realizaron tratamientos de detoxificacién en
hidrolizados dcidos de cascarilla de arroz, y encon-
traron que el uso de resina de intercambio i6nico eli-
minaba la mayor concentracién de furfural, pero los
medios disefiados con estos hidrolizados detoxifica-
dos tuvieron bajo rendimiento de xilitol (0.51 g g").
Esto puede deberse a que estos procesos eliminan
compuestos inhibidores, pero también otros com-
puestos, como minerales, que pueden servir como
factores de crecimiento para la levadura.

For the growth of D. hansennii and production of
xylitol, we used the hydrolysis conditions of treatment
THY because it produced less furfural and acetic
acid. These compounds derive from the degradation
of lignin and act as inhibitors of microbial growth
by reducing the metabolism (Mussatto and Roberto,
2004; Oliva et al., 2006; Pereira et al, 2011);
consequently, it is important to have low values of
these toxic compounds. Fermentations were carried
out in detoxified and non-detoxified media in order
to evaluate the growth of yeast in the presence
of inhibiting compounds, and therefore reduce
production costs and time.

Detoxification

With the process of detoxification with active
carbon, acetic acid and furfural decreased by 72 and
65.5 %, respectively (Table 4). Kamal ez /. (2011)
performed acid hydrolysis on palm trunk, then
detoxified the syrups obtained with 1 and 2.5 % of
active carbon, and the maximum reduction found
was 58 % for furfural with 2.5% of active carbon.
Villarreal er al. (2006) performed an acid hydrolysis
on eucalyptus residues, and reported a reduction
of 100 and 10.6 % of furfural and acetic acid,
respectively, using 5 % active carbon at a pH of 5.5.

In order to evaluate which of the two factors
(concentration of acid, solid-liquid ratio, or both)
has a greater effect on the concentration of xylose
obtained, a two-way ANOVA was carried out with
a confidence level of 95 %. The result showed that
the percentage of acid was the main factor in the
hydrolyses performed (p=<0.05), and in this study,
the solid-liquid ratio shows no significant difference
(p>0.05) between treatments (Table 5).

Cuadro 5. Anilisis de varianza de los factores involucrados en la obtencién de xilosa.
Table 5. Analysis of variance of the factors involved in the extraction of xylose.

Fuentes Suma Cuadrados
de variacién de Cuadrados GL Medios F p=
Acido sulfarico, % 1162.62 2 581.309 17.98 0.0100
Relacién s/I* 305.479 2 152.739 4.72 0.0885
Residuos 129.311 4 32.3277
Total 1597.41 8

"Relacién solido/liquido < Solid-liquid ratio.
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La concentracién méxima de xilitol fue 29.23 g
L-! (Cuadro 6) y se obtuvo con hidrolizado sin de-
toxificar, aunque el proceso de detoxificacién mejora
la capacidad de fermentacién de los microorganismos
en medios a base de hidrolizados lignocelulésicos
(Alriksson ez al., 2011; Cavka y Jonsson, 2013). Los
tratamientos 1 al 8 corresponden a fermentaciones
en medios con hidrolizados detoxificados, mientras
que del 9 a 19 corresponden a los no detoxificados.
Una vez alcanzada la méxima produccién de xilitol la
concentracion de xilosa disminuye debido a la con-
versién de este a xilitol, ya que este tltimo es un me-
tabolito primario, lo cual significa que estd relacio-
nado con el crecimiento de la levadura; es decir, D.
hansenii utiliza xilosa como fuente de carbono para
poder crecer y por ello la relacién xilosa-crecimiento
es inversamente proporcional. Por tanto, es impor-
tante establecer el tiempo de fermentacién éptimo,
porque cuando el microorganismo entra a fase esta-
cionaria desciende la concentracién del metabolito.

Production of xylitol in detoxified and non-
detoxified media

The highest concentration of xylitol in the media
detoxified with active carbon was obtained in TH8
(40 g xylose, 35 °C, 200 rpm) with 28.8 g L™" after 48
h of fermentation; whereas in non-detoxified media,
THI1 (30 g xylose, 35 °C, 150 rpm) produced a
maximum concentration of 29.23 g L™" after 48 h.
The concentration of xylitol was similar in the media
with detoxified and non-detoxified hydrolysate.
Although Carvalheiro ef a/. (2005) mentioned that
xylitol production is favored by high concentrations
of xylose, in our study, the lowest concentration
of xylitol was in the medium with 50 g L™ of the
carbon source. Carvalheiro et 2/. (2005) carried out
detoxification treatments in hydrolyzed acids from
rice straw, and found that the use of ionic exchange
resin eliminated the highest concentration of furfural,
although the media designed with these detoxified

Cuadro 6. Condiciones de fermentacién empleadas para la produccién de xilitol y pardmetros fermentativos.
Table 6. Conditions of fermentation used for the production of xylitol and fermentative parameters.

. Xilosa Temp Xilitol Y, Qp
Tratamiento oL o) RPM Detox T (h) (g1 @ é’fl) (eL-'h)
TX1 30 30 150 HD 36 23.58 £°5.50a,b 0.84 * 0.16a 0.49 *0.11d
X2 30 30 200 HD 36 28.41 = 2.903b 1.18 * 0.40a 0.79 £ 0.01c
TX3 30 35 150 HD 48 23.8 = 2.37b 0.89 * 0.06a 0.5 = 0.05d
TX4 30 35 200 HD 36 25.56 * 5.47a,b 0.97 £0.01a 0.71 £ 0.02¢
TX5 40 30 150 HD 48 27.97 £ 5.55a,b 0.78 = 0.37a 0.58 = 0.28b,c
TX6 40 30 200 HD 36 23.42 = 4.64a,b 0.85 £ 0.20a 0.65 = 0.16¢
X7 40 35 150 HD 36 26.79 % 3.03a,b 0.73 £ 0.13a 0.74 + 0.08¢c
TX8 40 35 200 HD 48 28.86 * 8.98a,b 0.82 £ 0.25a 0.6 £ 0.19¢
TX9 30 30 150 HND 24 2599 + 4.49a,b 1.03 * 0.14a 1.08 = 0.09a
TX10 30 30 200 HND 48 22.73 = 5.20a,b 0.82 £ 0.21a 0.47 = 0.16d
TX11 30 35 150 HND 48 29.23 * 2.64a,b 1.16 = 0.06a 0.61 = 0.02d
TX12 30 35 200 HND 24 26.4 * 4.48a,b 1.01 = 0.13a 1.1 £ 0.09a
TX13 40 30 150 HND 36 23.4 *+ 4.46a,b 0.68 = 0.15a 0.97 = 0.06a
TX14 40 30 200 HND 48 22.74 = 4.42a,b 0.66 * 0.13a 0.47 * 0.09d
TX15 40 35 150 HND 24 27.07 % 9.65a,b 0.78 = 0.35a 1.13 £ 0.25a
TX16 40 35 200 HND 36 19.22 = 1.09¢ 0.51 = 0.01b 0.53 +0.01d
TX17 50 30 150 HND 24 15.93 * 2.43¢ 0.35 *+ 0.07d 0.66 % 0.05¢
TX18 50 30 200 HND 24 20.44 = 4.60b 0.43 = 0.01c,d 0.85 * 0.01b
TX19 50 35 200 HND 24 21.78 = 0.38a,b 0.45 = 0.01c 0.91 £ 0.01a

a,b,c,d Letras distintas en una columna indican diferencias significativas entre los tratamientos (Fisher; p=<0.05); “Desviacion estdndar
(95 %); RPM: revoluciones por minuto; HD: hidrolizado detoxificado; HND: hidrolizado no detoxificado; Y, .: Factor de rendimiento

P/S*

y Qp: productividad volumétrica « Different letters in a column indicate significant differences between treatments (Fisher; p=<0.05);
°Standard deviation (95 %); RPM: revolutions per minute; HD: detoxified hydrolysates; HND: non-detoxified hydrolysates; Y, : Yield

factor and Qp: volumetric productivity.

! Se muestra el tiempo al cual se obtuvo la mdxima concentracién de xilitol en cada tratamiento < Indicates the time at which the highest

concentration of xylitol was reached in each treatment.
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Dentro de los métodos mds comunes de detoxifi-
cacién estd el ajuste de pH con carbonato de calcio,
seguido de adsorcién con carbén activado (Carval-
heiro et al., 2005). Greetham ez 4/. (2016) mencio-
nan que una concentracién baja de 4cido acético
ejerce un efecto antagénico contra furfural, lo cual
permite que la levadura crezca bajo estas condiciones
de estrés.

Villarreal et al. (2006) realizaron una hidrdélisis
con residuo hemicelulésico de eucalipto (Eucalyptus
grandis) y usaron una cepa de Candida guilliermondii
encargada de la conversién de xilosa; la mdxima con-
centracién de xilitol alcanzada fue 32.7 g L-" a las 48
h de fermentacién, con un rendimiento de 0.57 g g™
y Qp de 0.68 g L-" h~'. Mussatto y Roberto (2001)
hidrolizaron paja de arroz con 0.1 M H,SO, a 121
°C por 20 min y una relacién sélido/liquido 1:10,
y para la conversion de xilosa por C. guilliermondii
FTT 20037 usaron 20 g L-' de xilosa en los medios
de cultivo y obtuvieron 0.72 g g=' y productividad
volumétrica de 0.61 g L-" h-".

Carvalheiro ez al. (2006) evaluaron la produccién
de xilitol por D. hansenii en medios a base de hi-
drolizados 4cidos de granos de cerveceria, procesaron
hidrolizados detoxificados con carbén activado y no
detoxificados, y los valores para Y, . obtenidos fueron
051y05gg'yparaQp0.29y0.33gL-"h"'en
medios detoxificados y no detoxificados, respectiva-
mente. Esas cantidades son menores a las de nuestro
estudio: mdximos de 1.16 gg~'y 1.13 g L-' h~! para
Y,y Qp respectivamente, a las 24 h de fermentacién
en medio sin detoxificar; en hidrolizado detoxificado
los valores de Y, . y Qp mdximos fueron 1.18 g g~'y
0.79 g L' h-". La tendencia en ambos estudios fue
similar en cuanto a mayor productividad volumétri-
ca de xilitol desde medios no detoxificados. Huang
et al. (2011) aislaron la cepa de C. #ropicalis JH030
desde lodos residuales de una planta productora de
bioetanol, evaluaron su crecimiento y produccién de
xilitol en medios no detoxificados de paja de arroz y
reportaron un Y, .= 0.71 g g='. En nuestro estudio
los medios a base de bagazo de sorgo blanco variedad
RB-Paloma, atin sin detoxifcar, son fuente considera-
ble de carbono para el proceso de crecimiento de D.
hansenii y su conversién de xilosa a xilitol debido a
un buen rendimiento y productividad volumétrica,
que es superior a lo reportado en otros estudios con
materiales lignocelulésicos.

Wang et al. (2011) emplearon hidrolizados de

mazorca de maiz y realizaron fermentaciones a 150

hydrolysates had a low xylitol yield (0.51 g g™'). This
may be due to the fact that these processes eliminate
inhibiting compounds as well as other compounds,
such as minerals that can serve as growth factors for
yeast.

The highest concentration of xylitol was 2923 g
L~' (Table 6) and was obtained using a non-
detoxified hydrolysate, although the detoxification
process promotes the ability of fermentation of
microorganisms in media based on lignocellulosic
hydrolysates (Alriksson e al, 2011; Cavka and
Jonsson, 2013). Treatments 1 to 8 are fermentations
with detoxified hydrolysates, while treatments 9 to
19 are non-detoxified. After reaching the maximum
production of xylitol, the concentration of xylose
decreases, due to its conversion into xylitol, since the
latter is a primary metabolite, meaning it is related to
the growth of yeast; that is, D. hansenii uses xylose as
a source of carbon to grow and therefore the relation
xylose-growth is inversely proportional. Therefore,
it is important to establish the optimum time of
fermentation, because when the microorganism
enters a stationary phase, the concentration of the
metabolite decreases.

Some of the most common detoxification
methods include adjusting the pH with calcium
carbonate, followed by adsorption with active carbon
(Carvalheiro ez al., 2005). Greetham ez al. (2016)
mention that a low concentration of acetic acid exerts
an antagonistic effect on furfural, which helps yeast
grow under these stress conditions.

Villarreal ez al. (2006) performed a hydrolysis
with hemicellulosic eucaliptus (Eucalyptus grandis)
and they used a strain of Candida guilliermondii
responsible for the conversion of xylose; the highest
concentration of xylitol reached was 32.7 g L™" after
48 h of fermentation, with a yield of 0.57 g g™ ' and a
Qp of 0.68 g L' h™". Mussatto and Roberto (2001)
hydrolyzed rice hay with 0.1 M H,SO, at 121 °C
for 20 min and a solid-liquid ratio of 1:10, and for
the conversion of xylose by C. guilliermondii FT1
20037, they used 20 g L™! of xylose in the culture
media and they obtained 0.72 g g™' and a volumetric
productivity of 0.61 g L™" h™".

Carvalheiro et al. (2006) evaluated the
production of xylitol by D. hansenii in media based
on acid hydrolysates from beer grains, they processed
detoxified and non-detoxified hydrolysates with active

carbon, and the values obtained for Y, were 0.51

and 0.5 gg™", and for Qp, 0.29 and 0.33 g L' h™!
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y 200 rpm con 140 g L-' de xilosa y temperatura de
30 °C; la mayor cantidad de xilitol se obtuvo con 200
rpm, y una Qp de 2.12 g L' h~" a las 24 h de fer-
mentacién. Aunque la productividad volumétrica es
el doble de la obtenida en nuestro estudio, la concen-
tracién de xilosa empleada es casi cinco veces mayor,
lo cual aumenta los costos de produccién.

Por tltimo, con las concentraciones mdximas de
cada tratamiento de fermentacién se realizé un AN-
DEVA multifactorial con 95 % de confianza y no
se encontraron diferencias significativas (Cuadro 7).
Asi, con estos resultados se estima que no existe di-
ferencia entre utilizar hidrolizados detoxificados o no
detoxificados, lo cual significa un aumento potencial
en la produccién de xilitol con reduccién de tiempo,
costo y materiales al eliminar el proceso de detoxifi-
cacién en los hidrolizados.

CONCLUSIONES

El bagazo de sorgo blanco variedad RB-Paloma
puede aprovecharse para obtener xilosa para medios
de fermentacién. En este estudio se demuestra que
no hay diferencia entre la obtencién de xilosa en ha-
rina gruesa, fina o una mezcla de ellas. La concentra-
cién de dcido sulftrico es el factor de mayor impacto
en las hidrélisis, porque al aumentarla se obtiene una
mayor concentracién de xilosa. En el hidrolizado de
bagazo de sorgo RB-Paloma la xilosa presente es una
buena fuente de carbono para para la produccién de
xilitol por D. hansenii.

La detoxificacién permite reducir el contenido de
furfural y dcido acético que en altas concentraciones
inhiben el crecimiento de microorganismos para
la fermentacién; sin embargo, D. hansenii pudo

Cuadro 7. Andlisis de varianza para xilitol.
Table 7. Analysis of variance for xylitol.

in detoxified and non-detoxified media, respectively.
These amounts are lower than those obtained in our
study: top values of 1.16 gg™'and 1.13 g L™" h™" for
Y, and Qp respectively, after 24 h of fermentation in
a non-detoxified medium; in a detoxified hydrolysate,
values for Y, . and maximum Qp were 1.18 g g and
0.79 g L7" h™". The tendency in both studies was
similar regarding higher volumetric productivity
of xylitol from non-detoxified media. Huang ez al.
(2011) isolated the strain of C. tropicalis JHO30 from
residual sludge from a bioethanol-producing plant,
they evaluated its growth and production of xylitol
in non-detoxified rice hay media and reported a Y,
=071g g~'. In our study, the media based on RB-
Paloma white sorghum straw, still not detoxified,
are a considerable amount of carbon for the D.
hansenii growth process and its conversion from
xylose to xylitol due to a good yield and volumetric
productivity, which is higher to reports from other
studies with lignocellulosic materials.

Wang et al. (2011) used hydrolysates from maize
ears and carried out fermentations at 150 and 200
rpm with 140 g L™ of xylose and a temperature of 30
°C; the highest amount of xylitol was obtained with
200 rpm, and a Qp of 2.12 g L™" h™" after 24 h of
fermentation. Although the volumetric productivity
is double than the one in our study, the concentration
of xylose used is almost five times higher, which
increases production costs.

Finally, with the highest concentrations of each
fermentation treatment, a multifactorial ANOVA
was carried out, with a 95 % confidence and
no significant differences were found (Table 7).
Therefore, these results help us deduce that there
is no difference between using detoxified or non-

Fuente Suma G.L Cuadrado medio Razon-F -

de variacién de cuadrados T del error p=
Efectos principales
A: xilosa 53.0942 2 26.5471 3.09 0.0797
B: temperatura 10.1644 1 10.1644 1.18 0.2963
C: rpm 1.113 1 1.113 0.13 0.7246
D: detox 8.42451 1 8.42451 0.98 0.3399
Residuos 111.579 13 8.58298
Total (corregido) 222.413 18
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metabolizar xilosa en presencia de estos compuestos
inhibidores. Lo anterior muestra el potencial de este
residuo agricola para elaborar medios de fermenta-
cién, como una alternativa en la produccién de xi-
litol.
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