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Produccion de bioetanol empleando fermentacion
tradicional y extractiva a partir de jugo de fique

Bioethanol production employing traditional
and extractive fermentation from fique juice

Oscar Vasco-Echeverri*t, Margarita Ramirez-Carmona*, Yesid Vélez-Salazar*, Maria Giraldo-Ramirez*

RESUMEN

El fique (Furcraea sp.) es una planta nativa de Colombia, de la cual se extrae sélo un 4% de fibra natural y el otro 96% lo
componen el jugo y los bagazos. El jugo de fique contiene aproximadamente 9,71, 28,74 y 13,51 g/L de sacarosa, fructosa
y glucosa respectivamente, azucares que son aprovechados por algunos microorganismos para la produccién de bioetanol.
En este trabajo se realiz6 la fermentacion alcohdlica empleando dos microorganismos seleccionados, Clavispora lusitaniae,
aislada del jugo de fique, y Saccharomyces cerevisiae, durante 48 h, a 25°C y a un pH de 4,4, obteniéndose 10,68 g/Ly 5,26 g/L
de bioetanol respectivamente. La temperatura mas adecuada para realizar el proceso fermentativo de jugo de fique fue de
30°C, obteniéndose 12,3 g/L de bioetanol con Clavispora lusitaniae a las 48 h de fermentacion, produciéndose un 103% mis
bioetanol que la obtenida con Saccharomyces cerevisiae. En la fermentacion extractiva empleando Clavispora lusitaniae durante
48 h a 30°C y a un pH de 4,4, se obtuvieron 7,87 g/L de bioetanol, 6,75 g/L en la fase acuosa y 1,12 ¢/L en la fase oleosa,

un 35% menor que al utilizar fermentacion tradicional.
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ABSTRACT

Fique (Furcraea sp.) is a native plant from Colombia.
Only 4% of natural fiber is extracted from it, while
the other 96% is constituted by juice and bagasse. Fi-
que juice contains about 9.71, 28.74 and 13.51 g/L
of sucrose, fructose and glucose respectively, all of
which are used by some microorganisms in bioethanol
production. Alcoholic fermentation was carried out
during 48 h, at 25°C and pH 4.4, by means of two
selected microorganisms: Clavispora lusitaniae, isolated
from fique juice, and commercial Saccharomyces cerevisiae;
10.68 g/ and 5.26 g/L of bioethanol were achieved
respectively. The most suitable temperature to perform
the fique juice fermentation process was 30°C, resul-
ting in 12.3 g/L of bioetanol with Clavispora lusitaniae

after 48 h of fermentation, which pruduced 103%
mote bioethanol than the produced with Saccharonzyces
cerevisiae. During the extractive fermentation using Cla-
vispora lusitaniae at 48 h at 30°C and pH 4.4, 7.87 g/L.
of bioethanol were obtained, 6.75 g/L in water phase
and 1.12 g/L in oil phase, which represents 35% less in
compatrison to traditional fermentation.

Key Words
Bioethanol, fique juice, alcoholic fermentation, ex-
tractive fermentation.

INTRODUCCION

El bioetanol es uno de los combustibles renovables
mas importantes que contribuye con la disminucién
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de los gases de efecto invernadero generados en el
mundo por la utilizacién de combustibles fésiles. Sin
embargo, la producciéon de bioetanol por medio de la
fermentacion tradicional se ha visto cuestionada por
el requerimiento energético en la separacién agua-eta-
nol, dando paso a que algunos gobiernos revisen los
subsidios de esta industria para hacerlo mas competi-
tivo con la gasolina.' El bioetanol es el producto de
la fermentacién anaerobia de azucares provenientes
de campos de cosecha, entre los que se destacan el
maiz, la cafia de azicar, la papa, la yuca, la cebada,
entre otros,”> productos empleados principalmente
para el consumo humano, generando el incremento
de los precios y la escasez de reservas alimenticias.?

El fique es una planta no alimentaria la cual cre-
ce de los 1.300 m a los 2.800 m sobre el nivel del
mar, es desértica y no necesita de riegos especiales.
Esta planta tiene una importancia socio-econdémica
en Colombia debido a la fibra natural extraida de
esta, que se utiliza para la elaboracién de ropa, cuet-
das, costales, hamacas y muchas otras aplicaciones.
En la obtencién de la fibra se realiza el proceso de
desfibrado, en el cual se generan residuos como el
bagazo de fique y el jugo de fique que corresponde
cerca del 96%.* El jugo de fique es una suspension
con caracteristicas variables, dependiendo de la edad
de la planta, la estacion del afio y la fertilidad del
suelo, es de color verde ocre y corrosivo, esta for-
mado por agua (85%), celulosa (6%), materia orga-
nica (8%) compuesta por clorofila, azucares, caro-
tenoides, saponinas, sapogeninas, esteroides, acidos
organicos, alquitranes, flavonoides, lignina, lipoides,
urea, nitrégeno y minerales como el calcio, fésforo y
potasio que lo convierte en un insumo industrial que
se puede utilizar para la produccién de bioetanol?
En Colombia cerca de 85 millones de litros de jugo de
fique son desechados en el campo, contaminando re-
ceptores de agua, debido al incremento de la demanda
quimica de oxigeno.* De esta forma, el jugo de fique
representa un desecho industrial contaminante que
debe recibir un tratamiento fisico y quimico para su
vertimiento, o puede ser utilizado como materia pri-
ma para la fabricacién de bioetanol, jabones o este-
roides generando un valor agregado al residuo.

La fermentacidn extractiva es una técnica alter-
nativa para la reduccién en los costos, comparada a
la fermentacién tradicional que emplea un solven-
te extractor apolar afin a uno de los componentes

92

de la solucién acuosa. Para la produccién de bioe-
tanol empleando la fermentacién extractiva y glu-
cosa, Boudreau y Hill, utilizaron acido oleico como
solvente extractor, generando un bajo gasto ener-
gético sin presentar toxicidad para la levadura.® El
coeficiente de particiéon indica la capacidad de un
solvente para atrapar un soluto determinado, y la
longitud de la cadena carbonada del acido carboxi-
lico utilizado tiene una relacién inversamente pro-
porcional al coeficiente de particiéon y a la toxicidad
de éste sobre la levadura. Se encontré que el 4dcido
valérico presenta un coeficiente de distribucion de
1,10, mientras que el acido oleico presenta un coe-
ficiente de distribuciéon de 0,069, lo que indica que
su capacidad de extraccién de bioetanol se reduce a
medida que se incrementa el nimero de carbonos
de la cadena del 4acido carboxilico aunque es menos
toxico para la levadura.®

Con la realizacién de este trabajo se propone
como alternativa la producciéon de bioetanol a pat-
tir de jugo de fique. Con esta propuesta se plantea
ayudar a solventar las necesidades actuales en la in-
dustria de biocombustibles a partir de un residuo
contaminante, que no es explotado en este campo
y que no compite con la industria de alimentos ni la
agricultura, debido a que no necesita de siembras en
suelos para tal fin. Ademas se genera un valor agre-
gado a un residuo industrial y el costo del producto
serfa mucho mas econémico.

MATERIALES Y METODOS

Sustrato

El jugo de fique se obtuvo de la Vereda El Pantanillo
del Municipio de Barbosa, Antioquia. Se transportd
en recipientes plasticos expandibles refrigerados y se
conservé en el mismo recipiente a -18°C durante un
tiempo maximo de 8 dias.

Caracterizacion del jugo de fique

Al jugo de fique fresco se le determiné el pH, los soli-
dos totales, las cenizas, la humedad y la DQO siguien-
do métodos normalizados.”® Ademas se determiné
el DBO, utilizando un equipo de biodegradabilidad
Sistema OxiTop 115 WTIW con 100 mL de medio
de cultivo y 1,5 mL de inéculo y se midié la caida
de presion durante 5 dias. La glucosa, fructosa, saca-
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rosa y bioetanol fueron cuantificados empleando un
HPLC (Shimadzu, prominence) con una columna IC
Pack Ton-exclusién 3,8 mm x 300 mm, fase movil
acido sulfarico 0,005N, detector RID en modo iso-
critico a 25°C, un flujo de 0,6 mL/min y un volumen
de inyeccién de 10 pL. Los metales pesados se cuanti-
ficaron por espectrofotometria de absorcién atémica.

Medio de cultivo

El medio de cultivo se prepard con jugo de fique fres-
co adicionando algunas sales y nutrientes: 5 g de ex-
tracto de levadura, 5 g de fosfato de potasio dibasico,
0,7 g de sulfato de magnesio heptahidratado, 1,5 g de
cloruro de amonio, 1,2 g de cloruro de potasioen 1 L
de jugo de fique.” Luego se esteriliz6 en autoclave a 15
bares y 121°C por 15 minutos.

Microorganismos

Los microorganismos empleados en este trabajo
tueron, la Clavispora lusitaniae, aislada del jugo de fi-
que sobre agar sabouraud y la levadura Saccharonzyces
cerevisiae del cepario del grupo CIBIOT de la Univer-
sidad Pontificia Bolivariana (UPB). Los microorga-
nismos fueron liofilizados y conservados durante un
periodo inferior a 3 meses. Posteriormente se reacti-
varon en cajas de Petri utilizando agar jugo de fique
(agar sabouraud modificando la fuente de carbono
por jugo de fique) en incubadora a 25°C. El in6cu-
lo se preparé adicionando 10 mL de una solucién de
tween 80 a las cajas de Petri, garantizando una con-
centracion de 3x107 células mI "

Fermentacion alcohdélica tradicional

La fermentacién alcohélica se realizé6 empleando
Clavispora lusitanae y Saccharomyces cerevisiae en un Bio-
rreactor de 3 L (New Brunswick Scientific, BioFlo
110), controlando la temperatura de 25°C, un valor
de pH de 5,5 y una agitacién de 200 rpm utilizando
un impeller tipo rushton y un 10% de indculo del
volumen de medio de cultivo, durante 48 h.

Fermentacion alcohélica extractiva

La fermentacién se realizé empleando Clavispora ln-
sitanae previo estudio de la temperatura operacional
(25°C, 30°C y 34°C), empleando el mismo sistema
y las condiciones operacionales de la fermentacion
tradicional con adicion de acido oleico al 33%, du-
rante 48 h. Las muestras de las fermentaciones fue-
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ron tomadas cada 24 h y centrifugadas a 6.000 rpm
durante 15 minutos, el sobrenadante se filtré6 me-
diante una membrana de 0,45 um y se llevé HPLC
para la medicién de azicares y etanol.

RESULTADOS

En la caracterizacién del jugo de fique se obtuvieron
los resultados mostrados en la Tabla 1.

Luego de caracterizar el jugo de fique se reali-
zaron ensayos para la produccion de bioetanol con
los dos microorganismos preseleccionados, Clavispo-
ra lusitaniae aislada del jugo de fique y la levadura
Saccharomyces cerevisiae obtenida del cepario de la UPB,
a una temperatura de 25°C+/-2°C como se muestra
en la Figura 1.

Luego de seleccionar la Clavispora lusitaniae como
microorganismo para la produccién de bioetanol
empleando jugo de fique como fuente de carbo-
no, se evaluaron diferentes temperaturas como se
muestra en la Figura 2,

Los resultados de la fermentacién extractiva
empleando Clavispora lusitaniae durante 48 h a 30°C
y aun pH de 4,4 se pueden observar en la Figura 3.

Tabla 1. Caracterizacion fisico-quimica del jugo de fique.

pH 4,25
Sélidos totales (g/L) 68,8
Cenizas (%) 1,34
Humedad (%) 91,05
Fructosa (g/L) 28,74
Glucosa (g/L) 13,51
Sacarosa (g/L) 9,71
DBO, (mg/Lde O,) 11.780
DQO (mg/L de O,) 86.600
Ca (mg/L) 1.226
Mg (mg/L) 141
Zn (mg/L) 1
Fe (mg/L) 10
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Figura 1. Evaluacién de la produccion de bioetanol utilizando
S. cerevisiae y C. lusitaniae a 25°C y 48 h de fermentacién.
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Figura 2. Influencia de la temperatura en la obtencién
de bioetanol empleando Clavispora lusitaniae.
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Figura 3. Produccion de bioetanol por fermentacién
extractiva con jugo de fique a 30°Cy a un pH de 4,4.
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DISCUSION

Se empled el jugo de fique como fuente de carbono
para la produccién de bioetanol debido al contenido
de azicares reductores y no reductores, ademas de
otras fuentes de carbono, que actda como fuente de
energfa, y con la adicién de algunas sales, se dieron las
condiciones necesarias para el crecimiento y desarro-
llo metabdlico del microorganismo. El pH del jugo
de fique es de 4,25, valor que coincide con el rango
de pH 6ptimo para el desarrollo de levaduras, espe-
cialmente los géneros Candida (Clavispora), Zigosaccha-
romyces, Hanseniaspora, Saccharomyces y Pichia, evitando
la necesidad de ajustar el valor de pH. De hecho, la
alcalinizacién extracelular interfiere con el correcto
transporte de nutrientes y cationes necesatios para su
supervivencia y por ello la exposicién a pH alcalino le
supone una situacién de estrés.’

El contenido de sélidos totales en el jugo de fi-
que, mostrados en la Tabla 1, corresponde a un valor
de 68,8 g/L que interfieren con la cuantificacién de
la biomasa microbiana cuando se desarrolla la fer-
mentacién, impidiendo la medicién de ésta. Para
estimar el crecimiento del microorganismo en el
medio de cultivo y realizar las diferentes cinéticas,
se podria realizar un blanco de sélidos al inicio de la
fermentacién cuando no se ha inoculado el medio y
realizar las mediciones posteriores substrayendo el
blanco inicial, aunque se tendria que considerar que
los sélidos del jugo de fique permanecen constantes
en el tiempo de la fermentacién. Las cantidades de
materia organica presentes en el jugo de fique es-
timadas a partir de la DBO, y DQO son de 11,8 y
86,6 g/L respectivamente.

Las trazas de metales presentes en el jugo de
fique no son suficientes para proveer las condicio-
nes necesarias para su crecimiento. Por eso fue ne-
cesario suplementar el jugo de fique con I HPO,,
MgSO,.7H,0, NH,Cl, KCI y extracto de levadura,
debido a que estos compuestos proveen los requeri-
mientos nutricionales y energéticos necesarios para el
desarrollo del microorganismo, facilitando su proce-
so de adaptacion. Hstas condiciones para el medio de
cultivo coinciden con el estudio realizado por Rivera
y colaboradores, quienes optimizaron la produccion
de bioetanol en un medio con 50 g/I. de glucosa y
evaluaron los parimetros cinéticos.’
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En la seleccién del jugo de fique se aislaron
mas de 6 microorganismos, entre cllos Arthrobac-
ter sp., Ochrobactrum sp., Mucor sp., Trichoderma sp.,
Cunnighamella sp., Aspergillus niger y la levadura Clavis-
pora lusitaniae, encontrandose que este ultimo fermen-
ta algunas hexosas como la glucosa, pero ademas es
capaz de metabolizar xilosa, sacarosa, ribosa, entre
otras.”’ Adicionalmente, este microorganismo, al ser
aislado del jugo de fique, hace que disminuya el tiem-
po de adaptacién en el mismo sustrato empleado. El
otro microorganismo seleccionado para la produccion
de bioetanol fue la levadura Saccharomyces cerevisiae, la
cual convierte las hexosas en bioetanol en condiciones
anaerdbicas, generando dos moles del compuesto pot
cada mol de hexosa consumida.”

Las levaduras en general son de rapido crecimien-
to, rapida dispersion de células y facilidad para replicar
cultivos,” lo que hace que el tiempo de fermentacion
sea corto para ambos microorganismos. Se evalud
cual de los dos microorganismos tenfa un mejor ren-
dimiento en la producciéon de bioetanol empleando
jugo de fique (Figura 1) y asi seleccionar el microorga-
nismo mas apto para la obtencién de bioetanol.

Por otro lado, el jugo de fique esta compuesto por
carotenoides, saponinas, sapogeninas, esteroides, en-
tre otros. Las saponinas son un grupo de glucésidos
oleosos naturales que forman una espuma abundan-
te y relativamente estable cuando se agitan con agua,
debido a la disminucién de la tension superficial de
éstas.” Las saponinas al igual que los taninos han
sido reportadas con actividad herbicida, fungicida y
bactericida. Tal como lo reportan Sliwinski y cola-
boradores, quienes utilizaron extractos de saponinas
en el control de los microorganismos presentes en
el rumen Es por esto que este medio de cultivo
es agresivo para la mayoria de los microorganismos
y que la produccién de bioetanol sea mayor con la
levadura aislada del jugo de fique, Clavispora lusitaniae
en compatacion a Saccharomyces cerevisiae, obteniéndo-
se 10,68 g/Ly 5,26 g/L de bioetanol respectivamente.

En la Figura 2 se observa que la temperatura a
la cual el microorganismo produjo una mayor can-
tidad de bioetanol fue de 30°C, dado que en estas
condiciones el microorganismo metaboliza la mayor
cantidad de aztcares presentes para producirlo, ob-
teniéndose una concentracién de 12,3 g/L. Rivera y
colaboradores (2000), realizaron un estudio donde
informan que pequefios cambios en la temperatura,
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afectan la cinética y por tanto la productividad y la
conversion a bioetanol. Esto debido a que el proceso
de fermentacién alcohdlica es exotérmico, y por tan-
to, pequefias vatriaciones en la temperatura pueden
desviar el proceso de las condiciones operacionales.”
La temperatura de 30°C, coincide con la temperatura
optima de crecimiento de diferentes levaduras, como
Saccharomyces cerevisiae, Candida wntilitis vy la Candida
shehatae utilizadas para la produccion de bioetanol.
Siqueira y colaboradores (2008), estudiaron la pro-
duccién de bioetanol a escala de laboratorio, piloto
e industrial a partir de melaza utilizando Saccharomyces
cerevisiae.! Las condiciones de trabajo fueron 30°C y
150 rpm en todos los experimentos, obteniéndose 39
g/L de bioetanol a escala de laboratorio y 10 m?/dia
de bioetanol escala industrial para un total de 8 tan-
ques de fermentacion, cada uno de los cuales con un
volumen de 20 m? de sustrato." Investigadores como
Jetfries y Alexander (2012), estudiaron la produc-
ci6én de bioetanol a partir de xilosa utilizando Candida
shehatae obteniendo 25 g/L de bioetanol en condicio-
nes operacionales de 30°C y un pH de 4,5.

En la fermentacion extractiva se utilizé solo la
levadura Clavispora lusitaniae como in6culo para desa-
rrollar la fermentacién alcohdlica de jugo de fique
debido a su compatibilidad con el acido oleico y su
reconocida capacidad para metabolizar los azicares
generando altos rendimientos en la produccion de
bioetanol.”® Freer y Greene (1990), evaluaron el me-
canismo general a través del cual la C. Jusitaniae me-
taboliza la Celobiosa (disacarido formado por dos
moléculas de glucosa), encontrando que la C. /usi-
taniae no presenta fase log durante la fermentacion
alcoholica lo que indica que este microorganismo
tiene la capacidad de transportar estos azucares al
interior de la célula.’ En este caso no se empled la
levadura S. cerevisiae ya que no favorece su metabo-
lismo lo cual confirma la decisién de trabajar con
la C. lusitaniae.

En la Figura 3 se observa que luego de 24 h de
fermentacién se alcanza una concentraciéon de bioe-
tanol de 7,03 g/L, de los cuales se transfieren a la
fase organica 1,17 g/L que corresponde a un 14,2%
y 48 h después se detectaron 6,8 g/I. de bioetanol,
del cual se transfirié a la fase organica un 14,1%
equivalente a 1,11 g/L.

Bajo las condiciones de operacién descritas an-
teriormente para la fermentacidon extractiva, se ob-
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tuvo un valor de coeficiente de distribucion, de la
fase acuosa al acido oleico, de 0,16, valor que es 10
veces superior al reportado por Boudreau y Hill.s
Esto probablemente se deba a las propiedades fisi-
co-quimicas del jugo de fique, como la viscosidad,
la temperatura de trabajo, superior en 8°C y a la baja
concentraciéon de bioetanol producido, lo que puede
favorecer la transferencia de masa entre la fase acuosa
a la fase orginica.'”"®

La produccién de bioetanol a partir de diversos
sustratos no tradicionales, Tabla 2, que pueden o no
requerir procesos hidroliticos, muestran rendimientos
que oscilan entre 0,20 y 0,50. El rendimiento de la fer-
mentacién tradicional es un 32% mayor comparado

con la melaza de soya.

Tabla 2. Rendimientos de produccién de bioetanol
con sustratos no convencionales.

YPS (g bioetanol /g

Sustrato Referencia
sustrato)

Jugo de fique .
(Ferm. Extractiva) 128 it e el
Jugo de fique .
(Ferm. Tradicional) U Esieiesiidio
Almidén 0,40 19
Paja de cebada 0,40 20
Melaza de soya 0,44 1

CONCLUSIONES

Se obtuvo bioetanol a partir de jugo de fique emplean-
do Clavispora lusitaniae y Saccharomyces cerevisiae en una
cantidad de 10,68 g/L y 5,26 g/L respectivamente, a
25+/-2°C, 150 rpm y 48 h de fermentacién en un bio-
rreactor de 3 L. Empleando fermentacién tradicional
y extractiva se obtuvieron 12,1 y 8,03 g/L respectiva-
mente a 30+/-2°C, 150 rpm y 48 h de fermentacién
en un biorreactor de 3 L. La levadura C. lusitaniae pro-
duce un 103% mas bioetanol que Saccharomyces cere-
visiae empleando jugo de fique como sustrato. En la
fermentacién tradicional se obtuvo un 50,7% mayor

cantidad de etanol que en la fermentacién extractiva.
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