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Resumen

Se evaluo la capacidad fermentativa de levaduras nativas de la zona costanera del departamento de Cérdoba,
Colombia, parala obtencién de etanol a partir de la pulpa de excedentes de platano Musa (AAB Simmonds), con el
objetivo de encontrar cepas eficientes. Los microorganismos utilizados correspondieron a las especies: Klvecke-
ra sp, Candida guillliermondii 14AD, Candida albicans y Candida gnillliermondii 13AD (nativas), y una cepa comercial
de referencia, Saccharomyces cerevisiae'T73. 1a fermentacion se realizé a diferentes concentraciones de sustrato,
siendo la concentracion del 40% la mejor; se evalud la produccion de etanol mediante el método colorimétrico
del dicromato de potasio utilizando un equipo espectrofotometro Lambda 11. Se observé que la levadura Can-
dida gnilliermondii 14AD nativa fue la més eficiente con una produccion promedio de 3,45% ¥/, de etanol a las
72 horas de fermentacion; no se encontraron diferencias estadisticamente significativas con la produccion de
etanol a partir de la cepa de referencia, la cual produjo 3,59% */.. Estos resultados sugicren la existencia de leva-
duras nativas con capacidad para ser utilizadas en la obtencién de etanol a partir de material residuo de platano.
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Abstract

Native yeasts’ (Cordoba, Colombia) fermentation ability for producing ethanol from plantain (Musa
AAB Simmonds) surplus pulp was evaluated; the object was to find efficient yeasts. The microorganisms
used here came from the Kleckera sp, Candida guillliermondii (14AD), Candida albicans and Candida guilllier-
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mondii 13AD strains (native) and Saccharomyces cerevisiae 'T73 (a commercial reference yeast). Fermen-

tation was carried out on different substrate concentrations, the 40% one giving the best result; ethanol

production was evaluated by the potassium dichromate colorimetric method using a Lambda 11 spec-

trophotometer. It was observed that the Candida guilliermondii 14AD native yeast was the most effi-

cient, having an average 3.45% v/v ethanol production after 72 hours’ fermentation. There were no

statistically significant differences compated to reference yeast strain ethanol production (3.59% v/v).

These results suggest that native yeasts can be used in obtaining ethanol from residual plantain matter.

Key words: cthanol, fermentation, yeast, potassium dichromate method.
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Introduccién

El departamento de Coérdoba se destaca
por set el primer productor de plitano en la
regién Caribe de Colombia, con una participa-
cion del 6,28% de la produccion total nacio-
nal y una tasa de crecimiento anual del 20,7%;
tiene un area aproximada de 30.000 hectareas
en las zonas productoras de los municipios de
Tierralta, Lorica, Mofiitos, Puerto Escondido,
San Bernardo del Viento y Los Coérdobas, lo
que genera una productividad anual cercana
a las 210.000 toneladas. En las zonas de cul-
tivo existe una alta proporcion de excedentes
sin utilizar, y una pérdida poscosecha que se
aproxima al 15% de su produccién (Ortega et
al., 2003).

Teniendo en cuenta los desperdicios de
platano que se generan, surge el interés de su
aprovechamiento mediante procesos biotecno-
légicos tales como fermentaciones alcoholicas
que permitan darle un valor agregado a estos
residuos, aprovechando el contenido de carbo-
hidratos que posibilita el uso de microorganis-
mos capaces de transformar dichos desechos
en un producto industrial como el etanol.

El alcohol etilico se obtiene por vias muy
distintas dependiendo del uso que se le quiera dar:
por hidratacién de eteno, para empleatlo a nivel
industrial como solvente e intermediario sintéti-
co; por via fermentativa, para preparar bebidas
y usatlo también como oxigenante de combus-
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tibles, debido a su potencial como aditivo de la
gasolina (Vollhardt, 2007; Ecopetrol, 2005).

El objetivo de la presente investigacion
fue evaluar la capacidad fermentativa de leva-
duras nativas sobre sustrato de excedentes de
platano para conocer cepas nativas con capa-
cidad fermentativa de la regién costera cordo-
besa, pueda fin de brindar un valor agregado a
los productos subutilizados de la produccion
de platano.

Materiales y métodos

Levaduras utilizadas

Las levaduras utilizadas fueron cuatro ce-
pas nativas y una cepa de referencia; levadu-
ras nativas (Yarrow, 1998): Kloeckera sp, Candida
gutllliermondii (14AD), Candida albicans y Candida
guillliermondii 13AD (banco de cepas del La-
boratorio Grubiodeq) y la cepa comercial de
referencia, Saccharomyces cerevisiea 'T73 (CECT
1894), adquirida del Departamento de Bioqui-
mica y Biologia Molecular de la Universidad de
Valencia, Espafia, identificada por Querol et al.
(2006) como una cepa de vinos tintos.

FEvaluacion de la produccién
de etanol

La evaluacion de la produccion de etanol
se realiz6 de la siguiente forma:
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Fermentacion. Se utiliz6 como sustrato
pulpa de platano a diferentes concentraciones,
15, 40 o 60% P/, ajustandose a pH = 1,5 con
solucién acuosa de HaSO4 10% ¥/4; 1a hidrolisis
se realiz6 en autoclave a 15 psi y 250° F por
15 min. Terminada la hidrolisis nuevamente
se ajusté a pH = 4,5 con NaOH 10% ?/,; el
sustrato hidrolizado se repartié en frascos de
capacidad 200 ml a los cuales se le adiciona-
ron in6culos de levadura en concentracion de
5,2x10° ufc/mL; se completd a volumen de
100 mL con agua destilada y finalmente se adi-
cionaron 10 mL de aceite mineral estéril para
garantizar las condiciones fermentativas.

Cuantificacion de la produccién de
etanol. Se tomaron 10 ml de la muestra an-
teriormente fermentada y se centrifugaron a
3500 rpm durante 20 min. Se trabajé con el so-
brenadante (solucion a).

La cuantificacién del etanol producido en
la fermentacion se llevo a cabo por el método
colorimétrico del dicromato de potasio descri-
to por Tello-Hinojosa et al. (2005) que consis-
tié en depositar 4 ml de una solucién oxidante
(mezcla formada por 4.165 g de dicromato de
potasio y 250 ml de 4cido sulftrico, aforando
con agua destilada a 1000 ml) en tubos de en-
sayo; luego se adicionaron, gota a gota, 2 ml
de solucién saturada de carbonato de potasio
hasta finalizado el burbujeo (solucién b).

Se mezclaron 2 ml de la solucién (a) con 2
ml de solucion (b) homogeneizandose en vor-
tex a 1500 rpm durante 10 seg; seguidamente
se realiz6 un calentamiento en bafio termosta-
tado a temperatura de 80-85 °C por espacio de
30 min. Se enfri6 a temperatura ambiente y se
ley6 la absorbancia a 440 nm en el equipo es-
pectofotometro Perkin-Elmer Lambda 11 UV-
Vis. El monitoreo de la fermentacion se realizo
cada 24 horas durante tres dias. Ensayos por
triplicados

Para la estandarizaciéon del método se
hizo el blanco y la curva patrén trazada a partic
de estandares de etanol; se estimaron las ecua-
ciones de las respectivas rectas de regresion, los

coeficientes de determinacion (%), normalidad
de residuales y test de proporcionalidad me-
diante el software Analyse-it for Microsoft Excel®
(Miller y Miller, 1993; Aguirre et al, 2001). La
determinacion del etanol se realizé utilizando
la ecuacion 1, obtenida de la estandarizacion de
las curvas de calibrado.

%EJOH(,/”):( 0.01 )X(_J—o.oezj (1)
3.947 610~

Resultados y discusién

Las levaduras utilizadas en la presente
investigacion (nativas y de referencia) corres-
pondieron a cepas que en ensayos preliminares
mostraron tolerancia maxima al etanol del 10%
(Oviedo, et 4l., 2007 a, b, c).

En la tabla 1 se resumen los datos obte-
nidos en la produccién de etanol a diferentes
concentraciones de sustrato: 15, 40 y 60%, y a
diferentes tiempos de fermentacion, utilizando
las levaduras nativas y la cepa comercial de re-
ferencia.

En la obtencién del etanol se evaluaron
tres concentraciones de sustrato, 15, 40 y 60%,
encontrandose que al 40% se obtuvieron los
valores mas altos en la produccion del alcohol.

Se nota claramente que con la utilizacién
del 15% de sustrato la produccién de alcohol
fue muy escasa observandose que la cepa de re-
terencia §. cerevisiae TT3(CECT 1894), y la cepa
nativa C. guilitermondii 14AD fueron las unicas
productoras de etanol. Lo anterior sugiere que
a este nivel de concentracion de sustrato uti-
lizado no existe una fuente de carbono o de
nutrientes suficientes para las demas levaduras
evaluadas.

Al 60% se observé produccién del etanol
por la cepa de referencia y las levaduras nativas
Candida guilliermondii (14AD) vy Candida guillier-
mondii (13AD), mientras que las cepas Candida
albicans y Kloeckera sp. no lo produjeron. Aunque
a esta concentracioén de sustrato existe mayor
contenido de carbohidratos que implicarfa un
mayor crecimiento microbiano y por ende ma-
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Tabla 1. Evolucién de la produccién de etanol por levaduras nativas del departamento de Cérdoba,
Colombia, en la fermentaciéon de la pulpa de platano verde hidrolizada

Concentracion de sustrato
. 15% */, 40% °/. 60% °/.
. . Tiempo
Microorganismo . .
(h) L Promedio Promedio
Promedio senal | [EtOH] il d [EtOH] fal d [EtOH]
X senal corregida senal corregida
corregida (ABS %"/\)* %"/ %"/«
gida (ABS) | (%'/v) (ABS) (%*/v) (ABS) (%)
Saccharomyces 24 -0,0140 NA -0,0477 2,10 -0,0257 1,17
cerevisiae 8 0,0363 16 0,0673 93 0,0390 1,73
T73(CECT 1894) 4 0, 62 0,067 2 0, 7
(referente) 72 0,0217 1,00 10,0823 3,59 0,0467 2,06
24 -3,33x10* NA
Kloeckera sp 48 -3,67x10° NA - - - -
72 -1,33x10° NA
24 -8,00x10° NA -0,0437 1,93 -0,0183 0,86
Candida
guilliermondii 48 -5,33x10° NA -0,0610 2,66 -0,0373 1,66
(14AD)
72 -0,0237 1,08 -0,0786 3,45 -0,0337 1,51
24 -2,33x10° NA -0,0433 1,91
Candida albicans 48 -3,67x10° NA -0,0580 2,53 - -
72 -5,00x10° NA -0,0740 3,21
24 -4,00x10° NA -0,0320 1,44 0,92 0,92
Candida
guilliermondii 48 -5,67x10° NA -0,0517 2,27 1,57 1,57
(13D)
72 -0,0107 NA -0,0767 3,32 1,38 1,38

*NA = No Aplica, debido a que el valor promedio de la sefal de absorbancia corregida no figura en el intervalo de senales de la

curva de calibrado.

yor produccién de etanol, este resultado no se
dio; es sabido que a elevadas concentraciones
de soluto, algunas levaduras experimentan una
plasmolisis celular, reduccién del poro y otras
alteraciones que disminuyen el crecimiento mi-
crobiano (Deak y Beuchat, 1996; Casas, 1999;
Alfenore et 4l., 2002) lo cual sugerirfa la baja o
nula produccién de etanol.

Con la utilizacién del 40% de pulpa de
platano se obtuvieron, en el experimento, los
valores mas altos en la produccion de etanol
siendo el mejor tiempo las 72 horas de fermen-
tacion para cuatro de las 5 cepas evaluadas: §.

cerevisiae'T73(CECT 1894), Candida guilliermondii
(14AD), Candida guilliermondii (13AD) y Candida
albicans. Bs de anotar que la levadura Kloeckera
5p., a pesar de ser tolerante al 10% de etanol en
los ensayos previos (Oviedo et 4l., 2007 a, b, ¢),
no produjo el alcohol a las diferentes concen-
traciones de platano.

En la tabla 2 se muestran los coeficientes
de variacion obtenidos en el experimento cuan-
do se utiliz6 el sustrato al 40%; la precision de
un método analitico engloba diferentes tipos
de estudios como son la repetibilidad, preci-
sién intermedia y reproducibilidad, los cuales
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se expresan generalmente como el coeficiente
de variacién (CV) de una serie de medidas, y se
calcula matematicamente por medio de la ecua-
cién 2 (Aguirre et al., 2001).

Cl” = 2x100% )

X

donde: s = desviacion estandar
x = promedio

TLos datos obtenidos del coeficiente de
variacion se encuentran dentro de los limites
propuestos por Aguirre et al. (2001), quienes
establecen que dicho parametro estadistico no
debe ser superior al 5%.

Una comparacién de la produccion de
etanol entre la cepa de referencia Saccharomy-
ces cerevisiae 'TT3(CECT 1894) y las 3 nativas:

Candida guilliermondii (14AD), Candida albicans
y Candida guilliermondii (13D) demostré que no
existen diferencias estadisticamente significati-
vas (analisis de varianza con la prueba de Tukey,
p>0,05), sin embargo, la cepa nativa Candida
gutlliermondii (14AD) mostré un mejor compor-
tamiento; también se observo que la tendencia
hacia la produccién de etanol fue aumentando
a medida que se increment6 el tiempo de fer-
mentacion.

En la figura 1 se observa el comporta-
miento del proceso fermentativo.

El proceso para la obtencion del etanol
es llevado a cabo en dos etapas (Montes et al.,
2003): a) hidrolisis, que consiste en la conver-
sion de carbohidratos en aztcares fermenta-
bles, con la utilizacién de acidos minerales; y b)
fermentacién, que es la etapa de conversion de

Tabla 2. Senales de absorbancia de las muestras a 72 horas de fermentacién utilizando
pulpa de platano al 40% */,

Cepa Senal (ABS) Senal corregida (ABS) X s CV (%)
0,599
Matriz 0,600 0,598 NAY NAY
0,596
0,515 -0,0830
Saccharomyces cerevisiae
T73(CECT 1894) 0,514 20,0840 -0,0823 2,08x107 3,44
(referente)
0,518 20,0800
0,520 -0,0780
Candida guilliermondi 0,519 20,0790 0,0786 3,46x10° 4,40
(14AD)
0,519 20,0790
0,524 20,0740
Candida albicans 0,525 20,0730 -0,0740 1,00x10° 1,35
0,523 20,0750
0,521 20,0770
(C;)”d’da guilliermondii 0,521 20,0770 0,0767 5,79x10" 0,75
0,522 20,0760
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Fermentacion 40% (p/v)

[EtOH] (% viv)

[ Saccharomyces cerevisiae
T73(CECT 1894) (referente)

@ Candida guilliermondii 14AD
m Candida albicans

m Candida guilliermondii (3)

1 2
Tiempo (h)

Figura 1. Fermentacién de la pulpa de platano verde hidrolizada al 40% P/ llevado a cabo por levaduras

autdctonas del departamento de Cérdoba, Colombia.

azucares fermentables a etanol por medio de
las levaduras seleccionadas.

La fermentacion esta influenciada por
varios factores como la temperatura, pH, con-
centracion de aztcares y otras variables que
influyen en el crecimiento de los microorganis-
mos (Corpodib, 2003; Caridi, 2003). En el tra-
bajo realizado las condiciones de fermentacion
fueron pH inicial de 4,5 y temperatura ambien-
te (28-30 °C); se ha encontrado que la fermen-
tacion se efectua satisfactoriamente cuando se
ajusta el pH en un valor entre 4,0 y 5,0, debido
a que es favorable para la levadura y bastante
bajo para inhibir la multiplicacién de las bacte-
rias. La temperatura Optima para la formacion
de alcohol se estima en el rango de 32 °C a 35
°C (Navarro et 4l., 1986).

La fermentacién alcohdlica es un pro-
ceso muy complejo; el incremento de la con-
centracion de etanol a medida que transcurre
la fermentacién supone un obstaculo para el
correcto crecimiento y desarrollo microbia-
no por los efectos negativos que esto con-
lleva. El etanol afecta la permeabilidad de la
membrana celular disminuyendo su selectivi-
dad, de forma que las levaduras en un medio
con alta concentraciéon alcohodlica pierden
propiedades funcionales y no pueden retener
cofactores y coenzimas (Leao y Van Uden,

1984).

La producciéon de etanol obtenido en los
trabajos realizadas por Ban-Koffi y Han (1990),
Joshi et al. (2005) y Ray et al. (2006), denotan
concentraciones del alcohol del 8, 10,8-11,8 y
7%, utilizando células de S. cerevisiae en pulpa
de pifia, durazno y marafion, y adicionando sa-
les minerales. En la presente investigacién se
observo como importante la evaluacion de ce-
pas nativas con potencial en la produccién de
etanol, a partir de excedentes de platano dando
un valor agregado a los residuos poscosecha.

La sintesis de etanol por via microbiana
es, a nivel mundial, una alternativa interesan-
te para la actual demanda de combustibles asi
como para la obtencién de bebidas alcoholicas.
Los estudios sobre seleccion y evaluacion de
levaduras nativas productoras de etanol son
de fundamental importancia para conocer es-
pecies eficientes en términos de adaptacion a
nuevos sustratos y resistentes al alcohol, para
llevar a cabo fermentaciones alcohdlicas com-
pletas. El trabajo realizado permitié encontrar
en las condiciones experimentales descritas, ce-
pas nativas productoras de etanol, en valores
semejantes a la cepa de referencia.

Este aporte contribuye al desarrollo re-
gional en la implementaciéon de tecnologias
con eficientes rendimientos, ecolbgicamente
limpias y orientadas principalmente a dar va-
lor agregado a nuestros recursos naturales y
agroindustriales.
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Conclusiones

El estudio de la biodiversidad micro-
biana productora de alcohol etilico, existente
en la regién, es de suma importancia porque
contribuye al desarrollo de tecnologias de
conservacion del ambiente y a la utilizacion
de los recursos propios para la agroindustria
del platano.

La obtencién de etanol a partir de exce-
dentes de produccién de cultivo de platano
representa un alternativa viable para el apro-
vechamiento de materias primas de bajo va-
lor comercial de una manera mds sustentable
permitiendo a la comunidad un mejoramiento
socioeconémico.
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