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Se ha dicho, y con razon, que “el desperdicio de un siglo puede set

la industria del siglo siguiente™.

De las mieles finales, o mieles incristalizables, sub-producto de la in-
dustria de la cana de azucar, puede obtenerse lo que ¢l siguiente cuadro

del Aprovechamiento de la cana de azucar, expresa:

CANA
CONSUMO DIRECTO~ MANUFACTURA
Abonos
Alimentos
Fermentos
Combustible. AZUCAR
Guarapo
Jarabe
Levaduras
Pasturas. Ll A by 7 Py :
DE PRIMERA DE SEGUNDA PILQNCIILO PANELA
Alimentos l li
Bebidas | |
Dulces R A R T Ve g T e
o Acidos Hielo seco
Exportacion Aguardientes Levaduras
Vinos Alcoholes Licores
Vulcanizacion de goma, etc, Alimentos Levulosas
Currtidos Tintes
Disolventes. Explosivos, cte.
MIELES Cagbaﬁza
Abcnos
SRR T M h! v_l?asturns.
COMBUSTIBLES ~ MANUFACTURAS  PASTURAS  ABONOS
R 5 e ok Earlale sl el
|
:
FERMENTOS ~ ALCOHOL  CARBONES
Butanol Decolorantes
Acetona Deshidratantes
Acido Butirico Activantes.
»  Acético.
. AETICH:
»  Lictico
Glicerina.
AGUARDIENTES ABSOLUTO INDUSTRIAL COMBUSTIBLE
TR T Motor fuel.
Artes, Ciencias
Industrias
Manufacturas quimicas
Medicinas

Perfumes, etc.

LEVADURAS

ACEITES

\’INAZAS

DERIVADOS.

Bagazo

Celotex

Aislantes

Celulosas
Combustible
Madera artificial.
Pegamento

Scda artificial, etc.

DERIVADOS.

1
|

CO2

Hielo seco - Levadura.
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Para la realizacién de los aprovechamicntos mencionados en el cua-
dro anterior, se llevé a cabo el aislamiento de los microrganismos utili-
zados en algunas de las mis importantes fermentaciones, las cuales, imi-
tando el ejemplo de otros paises, podran ser desarrolladas en escala in-

dustrial.
MATERIA PRIMA

! Respecto a la utilizacion bioquimica de las mieles finales, se sabe que
cada uno de estos tipos de fermentacién requiere tratamicnto especial del
medio, la seleccion de tipes especificos de agentes de fermentacion, defi-
nido ciclo de fermentacién asi como’una escala definitiva de tempera-
turas Optimas.

Por lo que toca a la materia prima, debemos considerar todas estas
fermentacicnes bajo un solo cstudio, dado que en éstas se utilizan mieles
finales.

1 Se dird ssbre el tratamiento que tiende a mejorar la eficiencia de
todos estos tipos de reaccion de fermentacion, explicando como estas
fermentaciones son afectadas por la composicion inherente y calidad d:
la materia prima usada.

Primeramente hablaré sobre la existencia de distintas cubstancias inhi-
bidoras que pueden ocurrir en las mieles, asi como del tratamiento espe-
cifico para el mejor desarrcllo de los agentes de fermentacion. En se-
guida, se mencionarin promotores y aceleradores de fermentacion; tra-
tando de explicar las razones causantes de su accion para obtener bene-
ficios mejores.

A

Cualquiera que sea la fuente de obtencién o la composision de las
mieles finales, se encontrara, con respecto a su pureza, un contenido de
substancias en variadas proporciones que causarin mas o menos inhibi-
cion en el desarrollo del agente de fermentacién empleado. Estas subs-
tancias inhibidoras pueden ser clasificadas de acuerdo a su origen, como
sigue:

I.—Aquellas que son propias en las mieles, tales como caramelo y
sales de calcio.

[I.—Contaminantes de composicion metalica, incidentales en el pro-
ceso de la fabricacién, como Fe y Cu .

III.—Agquellas substancias que ocurren desarrollindose durante el
almacenaje de los mieles; como acidos lactico, acético, oxalico, citrico y
formico. '

IV.—Aquellas que desarrollan durante el curso del proceso de fer-
mentacion, como resultado de la contaminacion original de las mieles.

V.—Excesiva contaminacion inicial bacteriana.
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DETERMINACION DE LA PRESENCIA DE INHIBIDORES

El analisis superficial del material crudo o mieles, no descubre estas
substancias inhibidoras, en cambio, el anilisis bioquimico a cargo de la fer-
mentacion industrial, usualmente recurre a fermentaciones prelimina-
res de laboratorio y a anilisis quimicos para determinar las deficiencias
del material crudo en elementos nutritivos necesarios al agente de fer-
mentacion, asi como a la indicacién de substancias toxicas.

Lamentablemente, en muchas destilerias o plantas bioquimicas que
utilizan mieles en sus procesos de fermentacion, el material crudo es obte-
nido de muchas fuentes (circunstancia que no ocurre en México), de tal
medo que es imposible investigar éstas propiamente, respecto a su poten-
cial fermentativo, antes de usarlas en escala industrial. En tales casos,
el superintendente de la planta recurre a hacer mostos de una manera
convencional y tomando en cuenta los experimentos y errores de la planta,
determina el tratamiento mediante el cual éstos daran eficiencia maxima.
Desde luego que es una forma costosa de experimentar, pero es inevita-
ble en donde no hay facilidades de tener laboratorio para llevar a cabo
estas pruebas preliminares.

Trataremos ahora de las substancias inhibidoras segiin se han clasi-
ficado antes en el sentido de los procedimientos que son responsables de
su existencia, haciendo referencia al método de mitigar su accién perni-
ciosa sobre el agente de fermentacion empleado. Tales substancias pue-
den ser responsables de fermentaciones inactivas o tardias, y por ende, dz
rendimientos deficientes.

I.—CARAMELO Y SALES DE CALCIO.

Se dice con frecuencia que el caramelo es responsable de bajos resul-
tados en destilerias de mieles, y que este menoscabo de fermentacién es
efectuado por la accion antiséptica directa del mismo caramelo. Sin em-
bargo, esto es discutible, ya sea que su concentracién en las mieles alcan-
ce un puato en donde éste actiie como una substancia decididamente
inhibidora.

Brand (Zeit. Fir d. ges. Brauwesen (1893) Bd. 16,5303), ha demos-
trado que el caramelo no debe ser mirado de gran significacion como un
inhibidor del crecimiento en levadura en la proporciéon en que puede ocu-
rrir €n una cerveceria, mientras que sus concentraciones en mieles fina-
les, pucden alcanzar muy altas proporciones; cuando de tal caso se trate,
cu prosencia en grandes cantidades sera asociada con otros cambios que
han tomado lugar en la composicion de las mieles, y por lo tanto, seri
el ultimo responsable de los disturbios experimentados en las fermenta-
cicaes. Ejemplo: La presencia de cantidades excesivas de caramelo indi-
caria en primer lugar un valor ficticio en la determinacion de azucares
totales obtenidos por el anilisis, y esto probablemente también seria aso-
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ciado con la presencia de productos de descomposicion viscosa; ambus
condiciones se opendrian al éxito fermentativo de las mieles.

Con la relacion al proceso de manufactura, los técnicos en estos asun-
tos esperan encontrar mas substancias de las clasificadas como inherentes,
en unas mieles ordinarias, que en unas mieles producidas ver vi gracia por
el proceso de sulfitacion.

En el proceso ordinario de clarificacion, la descomposicion de algu-
nos azucares reducidos es siempre inevitable, y las opertunidades para la
formacion de caramelo son aumentadas por el incremento viscoso del
producto y su consecuente suceptibilidad para localizar sobre calenta-
mientos en los tachos. Asi es que la eficiencia de la fermentacion de es-
tos tipos de mieles sera reducida, primero, por una valuacion o aprecia-
cién ficticia de los aziicares presentes, debido a la existencia en ellas mic-
mas de reductores no azucares, y, segundo, por la inhibicion efectiva do
los productos de descomposicion formados.

El tratamiento de este tipo de micles, consiste grandemente en levantar
la acidificacion del medio hasta el maximo al cual el agente de fermenta-
cién trabajara apropiadamente, y por dejar la densidad al punto economico
mis bajo con el objeto de disminuir tanto como sea posible la viscosidad.

I.—CONTAMINANTES METALICOS.

Cuando se investigan los contaminantes metilicos, hay que toma
en consideracién la factoria donde las mieles fueron producidas y la des-
tileria donde éstas se utilizan, porque no existe récord de ningun caso,
segun el Doctor Owen, de que tales contaminaciones se originen en cari-
tidades apreciables en la cana de aztcar a partir de la cual derivan las
mieles, o bien, del suelo en el cual ha sido desarrollada la cana.

Mientras que el Na CL puede ocasionar altas concentraciones de
aztcar en la caiia debido a su acciéon melasigénica cuando el vegetal se ha
desarrollado en tierras bajas, cerca del mar, la concentracion de substan-
cias metilicas positivamente toxicas que en la cana misma se encuentran,
probablemente nunca llegard al punto donde las mieles mismas puedan ser
comparativamente inhibidoras de la fermentacion; sin embargo, en las
destilerias los disturbios ocasionados por las contaminaciones de Cu, son
frecuentes.

Este contaminante puede ser derivado del sistema de propagacion
de la levadura o tinas de levadura si en cualquiera' de estos casos el medio
fermentado esta en contacto directament con el Cu. En los rendimien-
tos pobres y resultados incompatibles, en muchas ocasiones se ha hallado
como causa la corrosion del forro de estafo de las tinas de levadura, de-
bido a una capa muy tenue de cobre formada por el contacto del medio
con el recipiente durante un periodo de fermentacion, y la disolucion de
esa misma capa en el periodo siguiente.
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Los efectos perniciosos de.la contamincaion del cobre pueden ser
ficil y ripidamente corregidos por la adicién de carbon Darco u otros
carbones activados segin se expresa en (Cent. Fir Bakt. (1928), to-
mando en cuenta las substancias téxicas presentes. El carbon es adiciona-
do en ambas partes a la cuba de propagacién de la levadura y al mosto por
fermentar. El Dr. Owen, y Calma, han encontrado en investigaciones al
respecto, que puede ser corregida por este medio, como diez veces la do-
sis letal del Cu.

El contaminante Cu. frente a la levadura es enganoso en sus efec-
tos, porque su accién es mas O menos cumulativa, revelandose su presen-
cia primero en un grado moderado de estacionamiento en la fermenta-
cion, y finalmente, en la reduccién de la cantidad disponible de semilla;
debido a ésto, habra necesidad de el recultivo de la raza original para
devolver a ésta su vigor, y de propagarla en suficiente volimen, en los
apa-atos para el cfecto.

111 —INYIIBIDORES DESARROLLADOS DURANTE
EL ALMACENAJE.

De las substancias encontradas en las mieles, debido al desarrollo en
¢llas de microorgarismos durante el periodo de almacenaje, se pueden te-
ner acidos como oxalico, butirico, acético, citrico, ete. El acido oxalico
i-sulta del crecimiento de hongos en la superficie de las mieles, donde s:
ensucatra una capa de la miel fina y diluida. Los acidos butiriro y acé-
tico, pueden encontrarse unicamente donde las mieles han estado guarda-
das en tanques abiertos o expuestas a la intemperie y almacenadas en pi-
las colocadas en el suelo; en este ultimo caso, el desarrollo de la bacteria
del acido butirico puede proseguir sin ser detenido tras largos periodos y
las mieles finales pueden contener apreciables cantidades del acido.

Loew, ¢a (Lafar. Tecnische Mikologie, Bd. V,p.137), ha demostrado
que el acido oxalico en cantidades relativamente pequefas es bastante per-
jadicial a la levadura y ha cacontrado que este mismo, en la proporcioin
de 1%, retarda ¢l crecimiento de la levadura. Will, a su vez, ha demos-
trado que una solucion 2l 10%, mata completamente la levadura en cinco
minutos.

Lebedeff (Wocheschrift Branerei, 24, 182 - 184, 198-99, (1927},
demuestra que aun a la concentracion de 0.001%, el acido oxalico ejerce
una acciéa perjudicial sobre la levadura cuando ésta crece en soluciones
de azucar, mientras que, en ccncentraciéon de 0.1 a 0.2%, todas las leva-
duras son destruidas; sin embargo, cuando este acido se encuentra en el
mosto de cerveza a una ccacentracion mayor de 0.05%, sirve primera-
mente como estimulante a la levadura, pero enseguida perjudica a la zima-
sa y, por ultimo, al poder de desarrollo de la levadura.

Las sales del acido oxilico son mucho menos nocivas a la levadura
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que el acido librc, pzro se ha encontrado que el oxalato de calcio perju-
dica a ésta en una concentracién de 0.25%. De acuerdo con estos efectos
del icido, bien ce puede preguntar si la presencia de oxalato de calcio en
mieles puede todavia inducir a una detencién de la fermentacion ain
después de la dilucion usual al preparar el mosto.

La sensibilidad de las levaduras al acido obutirico es bien conocida
y Zikes, en (Jour. Inst. Brewing, 21, (1915), ha demostrado que son
afectadas por el acide con relativa facilidad. Los técnicos en estos asun-
tos estan reconocidos a Neale y Maercker por haber demostrado el efects
de este acido en medios mieles, en los cuales encontraron que una concen-
tracion de 0.05% de icido butirico, retarda el creciminto de las levadu-
rac, y al 1.0% completamente lo inhibe..

Sin embargo, Hayduck, refiriéndose a los trabajos de Miiller (Zeit.
Fiir Spiritusindustrie, (1881), S. 341) que han sido publicados ultima-
mente, indicé que una concentracion de 0.5% de acido butirico sélo re-
tarda ligeramente la fermeatacion, pero el crecimiento de la levadura es
pcsitivamente mas retardado. En relacion a ésto, Julin (Zeit. Fir Spiri-
tusindustrie (1886), S. 219), encontré que aun cantidades tan pequenas
com> 0.005%, retardan el desarrollo de la levadura.

Asi que a partir de las observaciones anteriores, concentracioncs
comparativamente bajas de acido butirico, bien pueden ocurrir en mie-
les que han sido expuestas a la humedad, y por tanto imparten pérdidas
¢n las propiedades fermentativas de los medios confeccionados con éstas.

Por lo que toca a los efectos perjudiciales de acido, acético sobre el
crecimiento de la levadura y la fermentacion, varian de acuerdo a dos mo-
tivos, como Zikes (Jour. Inst. Brewing, 21 (1915), ha demostrado: <l
acide se encuentra o nd desarrollado dentro del substracto durante la
fermentacion, o si es adicionado a partir de una fuente extrana.

Lafar (Cent. Fur Bakt), (1885), Bd. 1, S. 10), en sus investiga-
cicnes encontré que algunas razas de levadura varian grandemente res-
pecto a su sensibilidad con este acido, y Meissner (Erlangener Dissert.
Berlin, 1897), demostré en un estudio comparativo con li saduras Saaz,
Frchberg y Logos que, mientras una concentracion del acido al 0.25%
completamente suprimieron las dos primeras levaduras, y 0.375% la ter-
cera levadura, quince razas de levadura de vino fueron capaces de com-
pletar su fermentacion en una concentraciéon del icido cético al 1%.

ACIDO CITRICO.—Kayser (Ann. Pasteur, (1896), Bd. 10, S.
51), demuestra que las levaduras son fuertemente sensitivas al icido ci-
trico, y en una adiciéon de 0.2 a 0.4%, bajaron grandemente la rapidez
de la fermentacion.

Considerando el hecho de que el icido citrico puede estar presente
¢a las mieles como un producto de fermentacion llevada a cabo durante
cu almacenaje, encontramos que este acido jamas puede lograr mas que
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concentraciones minimas, y su presencia pucde ser manifestada por el
rado de inactividad fermentativa de los medios mieles. :

ACIDO FORMICO.—E!l icido férmico es fuertemente inhibidor.
Henneberg (Welt Spiritusindustrie, (1906), 29-34) prueba que una
cantidad tan corta como 0.08% de este acido, debilita los cultivos de la
levadura, y a la concentracion de 0.2%, impide completamente su desa-
rrollo. :

Las cantidades apreciables que ocurren en las mieles, de este icido,
han sido demostradas por Zerban (Jour. Assoc. Official Agricultural
Chemists Aug. 1932), quien encontré en mieles cubanas cantidades tan
altas como 0.139 y 0.154%, y también, como dato curioso, cantidades de
0.678 y 0.791% en mieles filtradas de refineria. Asi es que la experien-
cia demuestra que es muy dificil utilizar mieles de refineria en las desti-
lerias de alcohol, a2 menos que éstas sean usadas como sigue:

[—Unidas a las micles de cafa usualmente en volimenes iguales;

[1.—Inoculadas muy lentamente con levadura vy,

[1I.—Por la adicién de cantidades mas o menos grandes de substan-
cias nutritivas para las necesidades de la levadura.

El tratamiento indicado para evitar la lentitud de fermentacion oca-
sionada por estas substancias inhibidoras, es afadir cantidades mayores de
levadura a efecto de establecer una concentracion de semilla relativa-
mente alta en el sembrado original de la fermentacién; y ésta puede ser
exitada por el uso de cantidades mis liberales de alimento para la leva-
dura, asi como un periodo de aereacion mas sostenido del medio.

Si fuera economicamente practicable, los dcidos volatiles mencio-
nados como substancias inhibidoras podrian ser removidos del medio aci-
dificando éste con H2S04 y esterilizando después, para expulsar los aci-
dos organicos que estan libres; pero ésto rara vez serd practicable en las
plantas promedio, de modo es que puede recurrirse a las recomendaciones

dadas.

IV —INHIBIDORES DESARROLLADOS DURANTE
LA FERMENTACION.

Llevando a consideracion las substancias inhibidoras que se desarro-
llan cuando el mosto esta fermentando, las cuales son debidas a contami-
naciones llevadas a cabo en las mieles usadas, tenemos la existencia de la
mayoria de los icidos discutidos anteriormente. Sin embargo, es dudoso,
pues no se ha probado que los icidos citrico y oxilico puedan ser for-
mados simultineamente mientras la levadura trabaja;; seguramente que
esto no se realiza en donde las levaduras son activas, y en donde el me-
dio o substracto esti bajo fermenactién vigorosa. De hecho, la mayoria
de estas substancias inhibidoras, pueden unicamente ser producidas en
apreciables cantidades antes o después del periodo maximo de fermenta-
ciéon de la levadura.
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Debe hacerse notar la efectividad del C02 en fermentaciones alcohé-
licas para proteger al medio en fermentacion del desarrollo de contami-
naates extranos; este punto generalmente pasa desapercibido a pesar de te-
ner tan g=an significado, ya que rendimientos de aita eficiencia en me-
dios hechos de mieles esterilizadas, dependen de la rapidez inicial de la
fermentacion de la levadura y de la actividad sostenida hasta que todos
los azucares fermental:es sean consumidos.

Por otra parte, debemos tener en cuenta la accién toxica ejercida so-
bre la levadura por substancias inhibidoras que han sido producidas por
contaminacién del medio, las cuales intensifican su accion si la tempe-
ratura llega a ser mas alta que la 6ptima o maxima del crecimiento de
la levadura siendo asi como una substancia ligeramente toxica en sus
principios, puede llegar a ser altamente perjudicial para el desarrollo de
la levadura.

Hayduck (Lafar. Tecnische Mykologie, Bd. V, S. 291), encontro
que cuando el icido lictico llega a una concentracion de 1.35%, ejerce
una accion retardataria sobre el desarrollo de la levadura, y que a una
concentracion de 0.5% la estimula. Este acido es uno de los antisépticos
mas efectivos para proteger contra las contaminaciones a los mostos de
granos, precisamente por la alta tolerancia de las levaduras al mismo. Sin
embargo, el acido lactico desarrollado a temperaturas arriba de 40 y 41
grados centigrados en los medios mieles, puede ejercer una accion muy
perjudicial sobre la levadura asi como también puede ser responsable del
gran retardo en la eficiencia de la fermentacion.

El efecto retardatario del icido lictico se atribuye, parcialmente, a
ia accién toéxica del mismo a temperaturas, altas, pero en gran parte se
debe a la competencia que efectia la bacteria del acido para consumir el
azucar y los ingredientes nutritivos del medio.

Asi pues, las curvas de temperatura de fermentaciones alcohélicas
llevadas a cabo con éxito, alcanzarin su maximo en las dltimas etapas
del periodo de fermentacién, mientras que rendimientos ineficientes o
insatisfactorias atenuaciones, estaran en relacion con las curvas que ara-
fien a un nivel de 40 grados centigrados o mas arriba, antes que la reduc-
cion de los azucares en el medio llegue a menos del 2%.

V.—CONTAMINACIONES INICIALES BACTERIAN AS.

Al considerar las contaminaciones iniciales bacterianas en las mieles
finales estaremos confrontando un fenomeno que se presume, pues, mien-
tras es cierto que muchos casos de rendimientos y fermentaciones lentas
de algunas tipos de miles son atribuidos a una alta contaminacién bac-
teriana, también puede ser que otras causas sean realmente responsables.

Al tiempo de ir a utilizar las mieles, éstas necesitan contener pocas
células vegetativas, viables, aun cuando estas ultimas pueden encon-
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trarse en ocasiones, en un contenido de varios miles de esporas por gra-
mo. Infortunadamente, exiten muy pocos datos a este respecto, no obs-
tante que la bacteriologia de los azicares y de los productos intermedia-
rios en su manufactura ha sido bien abarcada por investigadores.

A Church se agradece (Sugar, (1920), Bacteria in Cane*Sugar Pro-
ducts), una de las pocas contribuciones respecto al contenido microbiano
de las mieles. En las investigaciones a ese respecto, ¢l numero de bacterias
en las mieles tomadas directamente de las centrifugas varia entre diex
y dos mil por gramo; mientras que las esporas de hongos y levaduras
que en algunos casos se encuentran, estin a una concentracion de.
230,000, no habiéndose hallado nunca abajo de 40,000.

Ahora bien, las bacterias no pucden desarrollar dentro de las mieles.
excepto que estas ultimas sean diluidas o cuando en éllas se ocasiona un
film diluido en la superficie por absorcion de humedad; siendo entonces
contaminadas del exterior. Es indudable que bajc ciertas coadiciones
de almacenaje, puede haber considerable desarrollo de microrganismos en
(a superficie de las mieles; pero es dudeso que éstos puedan alcanzar ta-
les concentraciones que llegaran a ser nocivas después de haberse diluido
las mieles con cinco o seis veces su velumen de agua.

De las bacterias que puede decirse constituyen la flora normal d¢
las miles, la mayoria son aerobias, y por lo mismo, dificilmente pueden
actuar en un medio en donde tienen que aguantar activa fermentacién
alcohélica.  La mayoria de estas bacterias tienen un pH éptimo entre
6.0 y 7.0, de ahi que pueden ser retardadas por la acidez inicial del pH
sremedio en los medios, Por lo tanto, parece que donde las contarmma-
ciones microbianas de las mieles resultan ser un factor real, perjudicand»
la eficiencia de la fermentacion industrial, se encuentra que se debe no
al contenido excesivo de microrganismos, sino a formas excepcionales de

~estos contaminantes; concibiéndos asi que existan en unos tipos de mie-
les algunos microrganismos especificos capaces de= vivir unidos con leva-
duras, y los cuales forman substancias téxicas o toxinas especificas que
son inhibidoras al crecimiento normal y actividades de la levadura.

El Doctor Owen considera estas investigaciones necesarias para dar
valor a la frecuente afirmacién que se hace de contaminaciones micro-
bianas de mieles, siendo un factor importante en la causa de fermenta-
cienes industriales ineficientes. Ha llamado la atencién del propio Doc-
tor, casos en donde se culpa a las contaminaciones bacterianas de las
mieles, de fermentaciones alcohélicas muy deficientes en las destilerias
donde la presencia de estas infecciones ha sido revelada por el hecho de
existir concentraciones relativamente altas de compuestos de azufre en
los aguardientes con alto porcentaje de alcohol, destilados a partir
de medios asi infectados. Se cree, en tales casos, que las bacterias re-
ductoras han sido responsables, realmente, de las dificultades encontra-
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das. Este estudio merece mas extensas investigaciones para la identidad
d: tales especies, su crigen y concentracion.

B—PROMOTORES Y ACELERACIONES DE
LA FERMENTACION

Podemos considerar los factores que influencian la fe:mentacion
de mieles, bajo los siguientes puntos de vista:

I.—L1 cenceatracion de azucares en el medio.

I.—El pH dzl medio.

1I1.—E! efecto de la acumulacién de les productos finales.

IV.—E! efecto de los coloides.

V.—La presencia de las cantidades minuciosas de substancias que
algunas veces no se encuentran en ciertos tipos de mieles finales.

VI.—La presencia de cantidades y clase de substancias nutritivas
»decuadas, como son nitrogeno y fosfatos.

VIIL.—Actividad de las célul:s del agente de fermentacién, fren
te a los azdcares residuales.

I.—CONCENTRACION DE AZUCARES EN EL MEDIO.

Para la concentracién de azucares en el medio, se hara lo posibl.
por determinar los factores inherentes que limitan las cantidades de c:r-
boh'dratos que el agente de fermentacion puede utilizar eficientemente en
¢l medio sobre el cual se desarrolla.

Las limitaciones que impone la seleccion de un éptime de concen
tracion de azhcar pera cada tipo de fermentacion recaen, naturalmente,
bajo los siguientes puntos:

a).—El tiempo o periodo de fermentacion.

b).—La influencia de sélidos no azucares, en el material crudo.

¢).—La tolerancia del agente de fermentacién a los productos de
su metabolismo, y

d).La temperatura a que !lega durante la fermentacion.

Es obvio que nosotros no podemos fijar nuestros medios para ser fer:
mentades a densidades o concentraciones de azucares que necesitarin pe-
riedos prolengados para la consumacion de los azicares presentes. Sin
embargo, esto no es ad2ptable a los vinos, pues precisamente es lo que s
hace en el caso de éstos y de otras bebidas en donde ¢l periodo de fer-
mentacion es de varias semanas en lugar de dias; la diferencia en este casc.
es que se ejerce un cuidadoso control para el m:ntenimiento de tempc
caturas bajas, y que los sabores o aromas y calidad son de mas importan
cia que la conversion eficiente de los azacares en el producto final.

Periodos prolongados de fermentacion en la produccion de substan
cias quimicas por medio de procesos bioquimicos, en la instalacién de la
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rabrica introducen riesgos de contaminacion y hacen necesarios en mu-
chos casos métodos complicados de control y de temperatura, los cuale
no son compensados con las economias obtenidas. Por esto se deben fijar
los mostos de mueles a todos los procedimientos bioquimicos descritos a
una concentracion de azucar tal, que los organismos utilizados como agen-
tes de fermentacion no sean inhibidos por la acumulacién de los produc-
tos de fermentacion antes de que todos los aztcares presentes sean con-
sunidos.

La concentracion podria ser de 10 a 15% de aztcar en la fermenta-
cion para alcohol etilico; a partir de 7 a 10% en la fermentaciéon butanol
acetonica, y ain mas bajo en la fabricacion de levaduras comprimidas. En
este ultimo caso, no es ya cuestion de la inhibicién de los microrganismos
por sus productos de metabolismo, sino de mantener una solucién de po-
ca viscosidad la cual admita la aereacién maxima posible y el movimien-
to libre para la agitacion de la levadura presente, asi como el libre acceso
a los alimentos nutritives en solucion que se encuentren en el medio.
Por consiguiente, deberan tenerse en cuenta des factores involucrados
¢n el problema dnico de concentracién éptima de azucar para cualesquier
fermentacion industrial: Ejemplo: El efecto del azicar mismo y el de
los solidos no azucares que ocurren en la miel.

Consideraremos ahora los caminos y medios para promover la eficien-

cia de fermentacion a concentraciones mas altas que las que ordinaria-
mente se emplean.

Por el hecho de que la concentracion de los sélidos no aztcares en el
medio afecta la rapidez con que los azucares en solucién pueden llegar a
la esfera activa de las cédulas del agente de fermentacién, y también por-
que la densidad del medio reacciona sobre la velocidad del movimiento de
los gases formados y retarda su liberacion, a partir de la solucién en fer-
mentacion, cualquier substancia inerte de consistencia sélida, tiende a
acelerar la fermentacion, asi como a proteger al organismo a partir de los
efectos perjudiciales de la acumulacion de los productos de su metabo-
lismo.

Por lo tanto, en la preparacion del medio de granos, las particulas
solidas presentes en el medio actian como aceleradores y como zonas pro-
tectivas o esferas para los agentes de fermentacién. El Doctor Owen ha
encontrado que ésto es cierto también, en el caso del bagazo de cafa, y en
en una extension mucho mas grande, con carbén activado. (Owen, W. L.,
and Deason W. P. Cent. fir Bakteriologie 77, (1929). Usando muy pe-
quenas cantidades, aproximadamente dos libras por mil galones de medio,
se encontro que la densidad de éste podia ser aumentada a 30 Brix en
donde sin la adicion de este material inerte, 20 grados Brix fué el punto
maximo del cual pudierca obtenerse eficientes rendimientos.

Ademas, se ha encontrado que no solamente pueden los medios ser
fermentados a 30 Brix con tanta eficiencia como los de 18 a 20; tam-
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Lién la rapidéz de la fermentacion es acelerada, tanto que el periodo re-
querido para la consumacion completa de los aztcares ¢s aproximadamen-
te el mismo.

Sin embargo, frecuentemente la seleccion de la concentracion de
azucar se relaciona con la tolerancia de la raza de levadura o especie de
bacteria utilizada como agente de fermentacion, en algunos casos, razas
de levadura pueden adaptarse a concentraciones de alcohol las cuales en
otras razas, inhibirian su desarrollo.

Pueden ser aclimatadas con éxito razas de levadura tanto a densida-
des y a temperaturas altas, como el Doctor Owen ha encontrado; (Cha-
turvedi, H. S. Jour. Science and Technology Vol. 1, (1935), aunque
¢sto se acompana usualmente de una fermentaciéon mas lenta. De una
manera similar los agentes de fermentacién para la mayoria de los otro:
procesos fermentativos, con especialidad para butanol y acetona, acido bu-
tirico, etc., pueden ser gradualmente aclimatados para adaptarse a concen-
traciones mas altas de azicar que las que normalmente toleran cuando
cllos se encuentran por primera vez aislados a partir del lugar en donde
habitan.

II.—EL pH DEL MEDIO.

El sostenimiento del pH 6ptimo del medio, es importante en todas las
fermentaciones para la concentracion necesaria y deseada de iones Hi-
drogeno:

Para la accién eficiente de las enzimas de que se trate;

Para la proteccion del agente de fermentacion empleado contra la
entrada de especies extranas de microrganismos los cuales tienen en este
caso un optimo diferente al del agente mismos y

Para la cracién de la reaccion propia necesaria para control del equi-
librio y su direccion hacia fines definidos.

Nosotros tenemos que considerar tanto el pH final como el inicial
para estas fermentaciones; ver vi gracia, en las fermentaciones de alcohol
etilico, no se puede fijar arbitrariamente ningln estaindard con relacion
al pH inicial.

Hildebrandt, (Hildebrandt, F. M. Jour Ind. and Eng. Chem., Vol.
21 (1929), ha demostrado que un pH éptimo, aproximadamente de 5,
es correcto para el promedio mieles; esta acidez deberi ser determinada
por pruebas preliminares, y la unica regla qué seguir, es fijar el pH en
tal grado que no aumente la acidificacion mintras la fermentacion cor-
tinde: esto puede ser obtenido en diferentes mieles por la adiciéon de 0.2 2
2.00 c.c. de acido sulfirico por litro.

En la fermentacion butanol aceténica, los medios son usualmente
fijados a un pH de 5.8 a 6.2, el cual caé ripidamente durante las prime-
ras 10 a 20 horas de la fermentacién, y entonces aumenta hasta su valor
original. La adicion de carbonato de calcio sirve para neutralizar los icidos
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formados durante el periodo inicial, y asi no permite el cambio de equi-
librio a favor de la produccién de icidos, o de otra manera, impide que
esa fase fcida llegue fuera de control. En forma similar, diriamos que la
acidez titulable aumenta rapidamente, y entonces caé a un punto usual-
mente bajo de nivel inicial, siendo asi como la presencia de contaminan-
tes toxicos puede frecuntemente ser descubierta a partir de la curva del
acido titulable. Para evitar estas contaminaciones, se aplica, asi como en
la fermentacion del alcohol etilico, la presencia de carbon activado su-
mamente dividido, el cual sirve como una proteccion para el organisma
y acelera la velocidad en la fermentacion.

" Se debe tener presente que el pH es de capital importancia para de-
terminar si el medio por sembrar es o n6 adecuado; en la mayoria de los
casos, la concentracion de iones H. es la que debe ser cuidadosamente
observada y comprob:da durante ¢l curso de la fermentacién; debiendo
guardarse las curvas, (ejemplec: la fermentacion butanol aceténica), mien-
tras que, en las fermentaciones de alcohol etilico, la acidez titulable fina!
y el incremento sobre |2 reaccion inicial del medio, es de importancia final.

Es de tomarse en cuenta que en algunos medios de constitucién buf-
fer, debido a fosfatos o proteinas, la acidez titulable puede incrementar
rapidamente y alcanzar serias properciones sin haberse notado material-
mente alteracion alguna del pH., inicial, demostrindonos ésto el wvalor
de las titulaciones haciéndoncs considerarlas indispensables durante todo
su recorrido, segun l:¢ fermentaciones de que se trate.

También es necesario tener en consideracion el éptimo de concentra-
cion de azucar, asi como el pH. 6ptimo, para aclimatar al organismo 2
la reaccién que pucde ser la mejor designada para la conversion eficiente
de azzicares en los productos finales deseados. La adaptacién puede ser
per el lado acido, en el caso del alcohol etilico o dcido butirico, y por el
lado alcalino, como en el caso de fermentacién para glicerina. Para su
éxite fin2l, esta aclimatacion depende de la seleccion de razas o especies,
teniendo una aptitud natural para las condiciones a las cuales éstas han
sido acostumbradas, v cuidando la aclimatacién a través de pasos sucesi-
vos, incrementando gradualmente la acidéz o alcalinidad, como lo re-
quicra el caso. De este modo, las levaduras y bacterias pueden ser acli-
matadas a través de un recorrido en acidez a partir de 2.0 a 8.0 aproxi-
madamente,

I11.—EL EFECTO DE LA ACUMULACION DE LOS
PRODUCTOS FINALES.

En la fermentacion industrial de las mieles o de cualquier substrato
conteniendo carbohidratos, se puede limitar la densidad ocaso de los me-
dios, por los efectos perniciosos de los productos de su metabolismo so-
bre los agentes de fermentacion. Este efecto como en la fermentacion del

28




slechol etilico, puede ser mirado dentro del complejo “alcohol tempera-
tura”, en esta forma muchas levaduras pueden ser aclimatadas a altas
concentraciones de alcohol cuando las temperaturas se conservan bajas,
mientras que, pocas pueden soportar los efectos combinados de altas con-
centracicnes de alcohol y altas temperaturas, simultineamente.

Por ejemplo, en los clasicos trabajos de Muller Thurgau, (Thurgau,
Miiller. Lafar Tecnische Mykologie, Bd. 4, S. 131), se demostré que para
¢l estudio particular de levaduras, la concentracion limite del alcohol a
varias temperaturas fué el siguiente:

Temperatura.  Fermentacion suspendida por:

36" C. 3 8% de alcohol por peso.
27% & &0 % %5 e o
18%. $.5% . i o v
e - g S is el T

Ejemplos de razas de levaduras capaces de fermentar a altas concen-
traciones de azucar, produciendo y tolerando altas cantidades de alcohol,
pueden ser demostrados por el caso del Sacaromices Vordemanii, tan des-
crito por Went y Geerligs en (Went, J., and Geerligs, P. Archief Voor
de Java Suikerindustrie, 1904), el cual ripidamente fermenta soluciones
conteniendo 18 a 19% de glucosa, mientras Inui, en (Inui, T. Jour. Coll.
Sci. Tokyo Univ. 1901), describié una especie de levadura conocida co-
mo sacaromices awamonii (Loc. Cit.), la cual es primeramente retardada
por una conc. de 13% de alcohol prosiguiendo asi mientras no llega a en-
riquecerse a una concentracion de 20% en la que su actividad es comple-
tamente suspendida.

Estos ejemplos se refieren a fermentaciones rapidas y no a fermen-
taciones lentas que se usan en la industria del vino en donde el bajo re-
corrido de fermentacion y las temperaturas controladas, protegen a la
levadura de la accion perniciosa del complejo “alcohol temperatura™ a
que anteriormente nos referimos.

De todos los factores que pueden ser incluidos al tratar de la pro-
mocion o aceleracion de fermentacién, uno de los de importancia primor-
dial y que debe recibir mayor atencién, es la adaptacion del agente de
fermentacion a sus propios productos de metabolismo.

En la fermentcaion del alcohol etilico, estas eficiencias pueden ser
logradas, especialmente en destilerias tropicales, si se di mas atencion a
la aclimatacion de la levadura usada para el ocaso alto de temperaturas
dz los medios, siendo esta circunstancia una condicién inevitable debido
al predominio de temperatura en las aguas usadas.

En investigaciones dc' laboratorio, el Doctor Owen aclimaté con éxito
razas de levaduras ordinarias a temperaturas y concentraciones de alcohol,
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las cuales al principio redujeron la eficiencia de fermentacion hasta un 'S(.)%
de su potencial, pero después de un numero de pases y sucesivas exposicio-
nes a estas condiciones infavorables, adquirieron tal resistencia que fue-
ron obtenidos rendimientos normales de alcohol.

En muchas de estas fermentaciones la aclimatacion del agente de
fermentacién a sus productos de metabolismo obtenido, es comparativa-
mente facil; en otras, es mas dificil de realizar, debiéndose, en parte,
probablemente a la reduccién de la fase de tencién superficial del medio
fermentado; la aclimatacién del agente de fermentacién a altzs concen-
traciones de alcohol butilico y acetona es extremadamente dificil e in-
cierto, y de aqui que la realizacién debe ser ocasionada por las aptitudes
inherentes del organismo seleccionado hacia el medio empleado, y su ini-
cial tolerancia para los productos formados.

Como se ha mencionado, en muchos casos, aunque no en todos, la
presencia de carbén activado o particulas de material inerte finamepte
dividido, tiende no solamente a acelerar la rapidez de fermentacién, ade-
mas actia como un protector de las células microbianas, y permite en-
tonces sucesivamente soportar de otro modo los efectos perniciosos de
sus propios productos. A este respecto, también la curva de crecimiento
del organismo tiene un pronunciado aguante en la dltima eficiencia de
la conversién de carbohidratos en los productos deseados de la fermenta-
cion. Por ejemplo, el usar semilla sin madurez, consistiendo de una pre-
domipancia de células jovenes; en el sembrado de los medios para la fer-
mentacion del alcohol etilico, puede ser responsable de un temprano cese
de la actividad de fermentacién, y un incompieto acabado de los azu-
cares presentes. En otras fermentaciones, el uso del material semilla en
el preciso estado de desarrollo, es de mucha mayor importancia en lo que
atane a la eficiencia final. Algunas fermentaciones envuelven la utiliza-
cion de las formas espora de bacterias como el agente de fermantacion,
condicion que deberd ser sostenida y que asegurari la prolongacion del

estado vegetativo de los organismos hasta que los azdcares hayan sido
grandemente consumidos.

IV.—EL EFECTO DE LOS COLOIDES.

Es bien conocido, y un hecho que puede ser confirmado por todo
bacteridlogo que ha tenido expeciencia en fermentaciones industriales,
que es muy dificil, si no imposible, obtener tan eficientes rendimientos a
partir de azucares en medios sintéticos, como se obtienen prontamente a
partir de fermentaciones que ocurren en mieles, o en muchas fuentes na-
turales, tales como jugos de frutas, o medios de granos, donde existen co-
loides.

Ensayando como se pueden suplantar los materiales nutritivos re-
queridos para fermentaciones eficientes a partir de soluciones artificiales
sintéticas, el Doctor Owen raramente obtuvo rendimientos comparables
a aquellos comunes a la fermentacion industrial de mieles.

30




La dificultad ha sido atribuida en varias ocasiones, a la carencia de
blotina o substancias premotoras del crecimiento y la falta de vestigios
minimos de substancias raras como manganeso, e igualmente cobre o hie-
rro, que ocurren naturalmente en las mieles en cantidades adecuadas.

La adicion de cantidades aun infimas de mieles a soluciones de azu-
cares a las cuales los varios ingredientes nutritivos han sido adicionados,
frecuentemente bastan para rendimientos eficientes. Respecto a ésto,
<e¢ han dado casos como en los Estados Unidos, en donde el abastecimiento
de mieles, al llegar de los tropicos consistia principalmente en jugos de
cana invertidos, o azucares crudos convertidos en mieles con el propdsito
de salvaguardar la cana, la cual, debido a la existencia, y prevaleciendo
las cuozas del azacar podia no haber sido utilzada en forma de azucar.
Algunas de estas mieles de alto contenido en azicar comparadas a las mie-
les finales, ordinarias, pueden ser miradas como mieles artificiales y su
fermentacion introduce problemas igualmente mas dificiles que el uso de
mieles de remolacha para este proposito.

Como es bien conocido, la fermentacion eficiente de mieles finales
de remoslacha envuelve adiciones especiales de materiales nutritivos para
hacerlas comparables al trabajo de las mieles de cana, y usualmente se
ha encontrado que el mejor proceso, después de todo, es mezclar las mie-
les de remolacha con iguales volimenes de mieles de cana antes de usar el
medio.

V.—LA PRESENCIA DE CANTIDADES MINUCIOSAS
DE SUBSTANCIAS.

Asi como en la fertilizacion de las plantas hay elementos de nutri-
c6a clasificados como aquellos que son esenciales y que nunsa faltan en
la tierra, también hay elementos esenciales que se supone puedan encon-
trarse rara vez en adecuadas cantidades y por ende tienen que ser su-
plantados. Lo mismo ocurre con las mieles finales y por lo tanto hay que
suplantarlos para una eficiente fermentacion.

Generalmente se presta atencion a las necesidades de nitrégeno de la
levadura, y mas raramente a la necesidad de adicion de fosfatos. Sin em-
bargo, Hildebrandt, *“ (Hildebrandt, F. M. Jour Ind. and Eng. Chem., Vol.
22,1011 -15 (1930)”, ha encontrado que la adicién de sulfato de magne-
sic en lavadura sembrada a la proporcion de uno en 5,000; sulfato de cobre
en proporcion de uno a 2,000 y una adicion similar de cianamida de so-
dio, produjo muy significante estimulo en la fermentacion debida a la
levadura en medios mieles. Desde luego que este asunto es dejado a de-
cision, pues se cree que estas adiciones fueron efectivas porque las mieles
particularmente usadas fueron deficientes en estas substancias, o que
éstas, que debieran ser miradas como toxicas en grandes cantidades, en
menor proporcién- fueron estimulantes,

En pruebas de mieles muy altas, el sulfato de magnesio es frecuen-
temente recomendado como uno de los elementos de crecimiento, el cual
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debe ser adicionado a los medios para obtener eficientes rendimientos,
aunque no existen datos favorables para indicar si tales adiciones se re-
flejan o no, incrementando los rendimientos de alcohol.

La adicion de fosfatos en la forma de fosfato acido de calcio, es fre-
cuentemente indicada, especialmente en el uso de mieles finales de Puerto
Rico, donde usualmente es adicienado en la proporcién de dos a cinco
libras por mil galones de medio.

A veces es dificil determinar en el caso de una substancia adiciona-
da, si el efecto benéfico va a ser atribuido al hecho de que ésta supla al-
gunas faltas de sustancia nutritiva que existan en el substracto, o bien,
que esta adicion sea puramente estimulante. Por ejemplo, el efecto esti-
mulante del sulfato de manganeso podria ficilmsnte ser asignado a su
accion natritiva directa, puesto que las levaduras contienen algo de man-
ganeso en el constituyente inorgancio de las células. De otro modo, seria
facil de asigner la accion estimulante de pequenas cantidades de formal-
dehido el cual, se ha visto que acelera la fermentacion y la eficiencia final.

Generalmente se presta a confusion el tratar de diferenciar la accién
estimulante de una substancia sobre el agente de fermeatacion mismo, y
en tal virtud como una substancia inhibidora sobre las contaminaciones
de organismos extrafios. Por ejemplo, en el proceso Effront, en el cual
cales de! acido fluorhidrico son empleadas como inhibidoras de contami-
nacion en la fermentacion alcohélica de medios mieles; el agente de fer-
mentacion (en éste caso la levadura), es primeramente aclimatada a
una concentracion de la sal la que efectivamente inhibe los organismos
que no estan aclimatades, y tiempo después la principal fermentacion es
llevada a cabo en esa concentracion de fluoruros.

VI.—LA PRESENCIA DE CANTIDADES Y CLASE
DE SUBSTANCIAS NUTRITIV AS.

Cuando se precede con mieles finales tipicas de 50 a 55% aproxima-
damente de azucares, el proceso usual es adicionar una libra de sulfato
de amonio, por mil galones del medio y no se requiere otro material nu-
tritivo. Unicamente en casos raros se indica la adicion de fosfato como
en la fermentacion del alcohol etilico de mieles finales. Sin embargo,
cuando se fermentan altos medios con alto porcentaje de azicar, o mie-
les finales invertidas, tenemos un material diferente, como puede verse
a partir de los siguientes anilisis comparativos de dos tipos de mieles. . ..

Tipos de Tipo Invertido

azicares bujos. azicarcs altos.

BRIX RERRTTA . 84.52 83 57
SUCROSA. . . . S 36.39% 19 .87%
AZUCARES INVERTIDOS. . . . 15.26% 55299
AZUCARES TOTALES. . . . . 55.65% 75 .16%
INVERSION TOTAL. . . . 53.46% 76 .15%




En el azicar bajo, o miel final normal, nosotros tenemos en cenizas
y orginicos no azucares, un valor de 31.06, mientras que en la segunda
o tipo invertidas, tenemos un valor unicamente de 8.41 para la ceniza y
residuo no azacar. Es obvio que las mieles de alto tipo de azicar reque-
riran mucho mas sulfato de amonio para asegurar la fermentacion de
estos azucares que las de bajo tipo, debiendo para la diluciones de alto tipo,
traer el azicar del medio final dentro de los limites requeridos que pue-
dan ser efectivamente fermentados por la levadura, y por la deficiencia
natural de esas mieles en proteinas. Pero para adicionar de 5 a 10 veces
el sulfato de amonio ordinariamente usado con mieles finales normales
se introducen complicaciones y dificultades, las cuales muchas destilerias
han experimentado por la utilizacién en esta forma del material crudo.

Las grandes cantidades de sulfato de amonio que se necesitan para
este tipo de mieles, resultan en un satisfactorio recorrido de la fermen-
tacion inicial, pero propiamente por la acumulacion de idnes S04 en el
ultimo estado, la fermentacion es comunmente muy ineficiente y termina
rapido, lejos de la consumacion de los azicares presentes. Esta dificultad
puede ser evitada agregando aproximadamente la mitad de la adicion nor-
mal de sulfato de amonio y reemplazando el equivalente de la cantidad
nermal en la forma de hidroxido de amonio, cuando la fermentacion esta
aproximadamente a la mitad de su camino.

En tales casos se ha encontrado que una fuente barata de proteinas,
tal como sangre seca o desperdicios de las fabricas de carne enlatada, pue-
de ser mas eficiente y mas econémica que el nitrégeno inorganico, con
el provecho adicional de la accion bofer y la pérdida de la reaccion acida
a partir de los iones S04 acumulados. En todas estas fermentaciones in-
dustriales, por lo que toca a la nutricion necesaria del agente de fermen-
tacion empleado, el remedio deberia ser obtenido por las pruebas de la-
boratorio, en las cuales, las deficiencias de las mieles en cuestion, seran
reveladas estableciendo una comparacion de las eficiencias de fermenta-
cion sin la adicién de material nutritivo, y con adicion de éste.

En tales pruebas, se emplea la cantidad de acido, las cantidades de
materiales nitrogenados, fosfatos, y los estimulantes que han sido descritos
anteriormente; todos éstos valuados adecuadamente y el resultado se lle-
vard al proceso de la planta. En las pruebas de laboratorio para la fer-
mentacion del alcohol etilico, la eficiencia de fermentacion puede ser
cabalmente exacta determinindola meramente por registro de la pérdida
de peso en los frascos que contienen el mosto, tratado en varias formas
como antes se indico. Se ha encontrado que pruebas hechas en 200 a 300
c.c. de mosto, dan indices muy satisfactorios para resultados obtenidos
en la practica industrial.

En todas estas pruebas de escala de laboratorio, la mayor parte de las
fermentaciones sera invariablemente retardada, y las eficiencias finales.
usualmente mas lentas que la actual recuperacion en la fabrica; aunque
se empleen cultivos puros de levadura, adecuados al control bacterioléeico
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v quimico. La explicacion de ésto, es que, en grandes volumenes de li-
quido fermentado, el volumen de los gases que escapan crea mas agitacion
en el liquido que la que ocurre en los frascos del laboratorio, y el desa-
rrollo natural del calentamiento en grandes volumenes de liquido da un
levantamiento uniforme de temperatura al mosto el cual parece sincro-
nizar con lo que desea y requiere el desarrollo de las células.

Para duplicar las condiciones industriales en pruebas de laboratorio,
seria de desearse tener las fermentaciones conducidas en grandes receptacu-
los donde la porcion de un galon puede ser inoculada, y hacer previsio-
nes por el aumento lento de la temperatura durante todo el periodo de
fermentacion. Esto puede ser llevado a cabo por el uso de un bano de
agua con control de temperatura, de tal manera que la misma pueda ser
subida gradualmente y su curva sea formada para sincronizar con el
desarrollo de calor en grandes fermentaciones empleadas en la practica in-
dustrial.  También es necesario tener agitadores en los vasos de fermenta-
cion para estimular tan estrechamente como sea posible el movimiento
del liquido durante la fermentacion en practica, y cuando la agitacion
y la temperatura se mantienen controladas, se hallara que la eficiencia in-
dustrial y el tiempo de fermentacién, pueden ser confrontados.

Sin embargo, para duplicar la practica industrial en una forma mas
estrecha, es aconsejable usar semilla idéntica a la utilizada en la factoria
de fermentacion con la aereacién y tratamiento que ésta recibe en la
fabrica, ya que esta dotada con un grado de vigor que dificilmente pue-
de ser igualado por el mas esmerado cultivo de laboratorio.

VI.—ACTIVIDAD DE LAS CELULAS DEL AGENTE
DE FERMENTACION, FRENTE A LOS AZUCARES RESIDUALES.

En algunas fermentaciones debemos mirar el agente de fermentacion
entre levaduras, bacterias y hongos, como un sistema osmotico utilizan-
do Gnicamente substancias disueltas las cuales pueden penetrar las pare-
des de las células, siendo afectadas en su crecimiento y actividad zimo-
gena por la rapidez con que estos materiales nutritivos y estimulantes en-
tren a las células de los organismos en estudio.

Al tratar con medios mieles para fermentacion industrial, debe-
mos empezar con un substracto rcgulagente rico en carbohidratos fer-
mentables, pero éstos scn progresivamente disminuidos durante el curso
de la fermentacion hasta que se llega en las ultimas etapas a un medio
empobrecido, en el que los solidos no azucares predominan sobre los car-
Eshidratos fermentables presentes, de este modo crean una condicién don-
de las células del agente de fermentacion estin rodeadas de un medio po-
bre en azucares en lugar de uno rico en éstos.

La eficiencia final de la fermentacién por lo tanto, dependera de “la
actividad de las células del agente de fermentacién para hacer contacto
con los azicares residuales en el altimo estado de fermentacion y para
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mantener su actividad en este caso de supstracto empobrecido, hasta que

la Gltima traza de azicares originalmente presentes ha sido convertida

en los productos deseados, ya sea que se trate de alcohol-acetona o algin

to de otras fermentaciones”. En este estado final de fermentacion,

la habilidad para utilizar el Gltimo resto o traza de azucares fermenta-

bles, depende de un gran nimero de factores de los cuales los mas im-
portantes son los siguientes:

La agitacién o movimiento del medio, el cual asegura la exposicion

de las células vivientes del agente de fermentacion a los azdcares fe:-

mentables.
Las caracteristicas fisicas de la periferia de las células del agente de

fermentacion.

La acumulacion de productos toxicos.

La consumacion de las substanciss nutritivas del mosto.

Fermentaciones eficientes pueden ser incrementadas en nruchos ca-
sos por la aclimatacién de la levadura agente de fermentacion a medios
que contengan alta proporcion de no azucares. Esto puede ser llevado
a cabo por el desarrollo de los organismos en una mezcla del mosto y los
desperdicios derivados de la destilacion de el mismo, en proporciones de
este ultimo incrementadas gradualmente hasta que llega a adicionarse una
cantidad de 10 a 20%.

La adicion de pequenas cantidades de carbon activado, también
conserva y protege al agente de fermentacion a partir de productos toxi-
cos que puedan estar presentes, asi como para ejercitar también la fun-
cion de sostenimiento a concentraciones mas favorables de azucares in-
fermentables, por la absorcion de no azicares en el substracto.

El hecho de que muchos de estos azicares residuales en medios mie-
les son realmente fermentables y no meramente infermentables, esta de-
mostrado, porque en la practica, al volver al mosto la vinaza o des-
perdicio de la destileria en una proporcion al 10% del volimen del mosto,
se obtiene un aumento de alcohol en proporcién a los azucares adiciona-
dos al mosto en el material desperdicio. Este hecho también es atestigua-
do por el éxito fermentativo al usar los desperdicios de las destilerias de
alcohol en la produccién de acido butirico y otros acidos por bacterias.

Lo anteriormente dicho indica que la presencia de muchos de los
azucares que no fermentaron M medios mieles, es un resultado de la con-
centracion infavorable de no-azucares en el estado final de la fermen-
tacién, y que cuando la propia diluciéon es efectuada, éstos son facilmente
fermentados por la levadura y por muchas de las bacterias empleadas
como agentes de fermentacion.
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Se presenta un anilisis llevado a cabo, utilizando miel final de la

fabrica de alcohol “El Potrero™, Veracruz. _ .
Para el efecto, se consultaron “Métodos para determinar la uniformi-

dad y calidad de los azucares blancos, incluyendo métodos analiticos pa-
ra los jugos y masas rocidas”; “Manual de fabricantes de azucar de cana
y quimicos azucareros (Spencer-Meade-Bourbakis), y éste mismo ma-
nual de los autores Spencer y Cuadrado.

DETERMINACIONES HECHAS:
I.—HUMEDAD:
Peso constante de las capsulas (fondo plano), conteniendo arena:
Capsula # 1 — 58.9881 grms. mas 5 grms. de miel — 63.9881.
Capsula # 2 — 58.3711 grms. mis 5 grms. de miel — 63.3711.
Se desecé en la estufa durante cinco horas a 110° C; enfriadas en de-
secador una hora y pesadas de nuevo:
Cdpsula # 1 — 62.9841 grms.
| ————————————

pérdida de peso — 1.0040 grms. x 20 — 20.080 humedad %.
Cdpsula # 2 — 62.3680 grms.
| ——

nérdida de peso — 1.0031 grms. x 20 — 20.062 humedad %.
Promedio — 20.071%
Humedad anotada — 20%

II.—CENIZAS. “Normal”.

Capsulas de fondo plano a peso constante:

Nimero 1 — 59.9981 mas 5 grms. de mieles.

Numero 2 — 58.7634 mas 5 grms. de mieles.

Las mieles se desecaron poco a poco con el mechero de Bunsen, hasta
llegar a quedar reducidas a carbén; a continuacién se calentaron al rojo
obscuro en el horno (500°C), hasta obtener ceniza blanca; se humedecid
con una pequena cantidad de carbonato de amonio, y se calenté de nue-
vo al horno, dejindose enfriar en desecador, y se tomé el peso:

Peso del crisol # 1 con ceniza — 59.5860 grms.

Diferencia en le peso — 0.4121 grms.

0.4121 x 100 -

8.242% de ceniza

5
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Peso del crisol # 2 con ceniza — 58.3711 grms.

Diferencia en el peso — 0.3923 grms.
0.3923 x 100
7.846% de ceniza
5
Ceniza promedio 8.044.
Ceniza anotada — 8%.

Coloraciones a la flama dieror por resultado: Ca, Sr, Ba, Na, y K.

Por el porcentaje obtenido en cenizas se deduce que las substancias
minerales encontradas en éstas, estarin mas o menos en la proporcion se-
nalada por Browne en analisis efectuados en Luisiana.

Debido al factor tiempo y a la cantidad tan grande de cenizas que
habia que reunir para obtener cuando menos 20 gramos (no se valoran
sus componentes).

II1.—AZUCARES:

Brixa 2055 - e P

Densidad. b Gt S 1.5045
Sacarosa aparente. , Y/ 14 32.00%
Sacarosa verdadera. = . . 139,54 2
Reductores directos 4 SR 8T o
Reductores totales. . = , 58.51,,

IV.—~NITROGENO:

Cuerpos nitrogenados — 2.08%.

Nitrogeno total — 0.59%.

Estos valores fueron determinados como sigue:

(1) Nitrogeno.—Se disuelven 10 grms. de miel en 400 c. c. de agua
destilada; se adicionan 20 c.c. de soluciéon de sosa al 50% y se destila el
amoniaco bajo presion reducida a una temperatura no mayor de 60°C.
en 100 c.c. de HCL 0.01 N. Se titula el exceso de icido con Na0OH 0.01
N. Se hace una prueba en blanco con los reactivos y el agua. Se calcula
el N presente como NH,

(2) Nitratos.—A un duplicado igual a la soluciéon preparada para
el amoniaco, se agrega 1 grm. del polvo Devarda, y se deja que la re-
duccion se efectie cuando menos una hora. Se destila el amoniaco y se
titula. como en la determinaciéon anterior. Del amoniaco encontrado se
resta el de la determinacién en blanco y, ademais, el valor del nitrogeno
(que se di6 en (1) como amoniaco). El resultado del N presente se da
en N0,

(3) Nitrégeno total.—Modificacion al método de Kjeldahl. En un
frasco Erlenmeyer, adaptado a un frasco lavador que contenga acido sul-
furico para evitar que se escape el amoniaco, se disuelven 10 gramos de
miel en una pequena cantidad de agua destilada; se adiciona 1 gramo del
polvo Devarda y 2 c.c. de solucion de sosa al 50%; se deja que la reduc-
cion se efectie durante toda la noche. Se unen las soluciones, la del fras-
co lavador y la del matraz; se acidifica con 10 c.c. de icido sulfurico di-
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luido 1:1, se evapora el exceso de agua y se analiza el N por el método
Kjeldhal usando 45 c.c. de acido sulfurico concentrado y de 6 a 8 gramos
de sulfato de potasio cristalizado.

(En el polvo Devarda hay el suficiente cobre para la catalizacion de
oxidacion, sin necesidad de agregar cristales de sulfato de cobre). Se ha-
ce la misma determinacion en una prueba en blanco con ¢l agua y los
reactivos. El resultado se di como % de nitrogeno.

(4) Nitrogeno protéico.—Se disuelven 10 gramos de miel en 20
c.c. de agua destilada, se adiciona igual volumen de acido tricloroacéticn
al 5%, se mezcla y deja reposar toda la noche.

Se filtra, se lava bien y se hierve el liquido filtrado y sus aguas de
lavado, durante unos quince minutos. Después se neutraliza el icido con
solucién de sosa al 50% agregando un excero de 2 c.c. y un gramo de reac-
tivo Devarda, en seguida se procede como para el N. total.

Se hace prueba en blanco para determinar nitrogeno en el agua y
reactivos.

La diferencia del valor que se encuentra para nitrégeno total, y el
valor obtenido de la filtracién después del tratamiento con acido tric!:
roacético, es el nitrégeno proteico. Se calcula como N%.

V.—DETERMINACION DE GOMAS.—Valor encontrado 1.004%

La determinacién fué hecha por el método de Ruff y Withrow, “para
azucares y meladuras”.

VI.—ACIDOS LIBRES Y ACIDOS COMBINADOS.—Se¢ llevo a
cabo su determinacion como se procede para la determinacion de éstos en
los vinos.

RESULT ADOS:

Acidos libres — 1.904%.
Acidos combinados — 4.020%.

Como datos utiles que proporcionan un indice respecto a composi-
cion de las mieles finales mexicanas, se hace acopio de los siguientes ana-
lisis:

SAN CRISTOBAL, VER.

I 11 111
Brix 2 20°C. ., . . s 86.90 87.42 85.45
Densidad correspondiente 1.4610 1.4644 1.4506
Sacarosa. (polarizacion directa). 28.00 31.00 24.00
Sacarosa. (polarizaciéon Clerget). 34.00 533 30.91
Reductores directos. . A 22.60% 26 60 % 25.10%
Reductores totales por inversion. . 59.10% 66 20% 58.00 %
Coeficiente de pureza aparente 32.2 35.5 28.10
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EL POTRERO, ATOY AC, VER.

Brix a 20°C. Ay
Densidad correspondiente .
Sacarosa. (polarizacion directa)
Sacarosa. (polarizacion Clerget).
Reductores directos ;
Reductores totales por inversion .
Coeficiente de pureza aparente .

1
83.80
1.4397
26.50
34.50
18.85 %
55.72 %
31.6

ATENCINGO, PUE.

Brix a 20°C.

Densidad correspondiente
Sacarosa. (polarizacion directa)
Sacarosa. (polarizacion Clerget).
Reductores directos.

Reductores totales por inversion.
Coeficiente de pureza aparente.

|
$8.00
1.4686
23.00
31.18
17.31 %
50.59 %
26.13

ZACATEPEC, MOR.

Brix a 20°C, :

Densidad correspondiente.
Sacarosa. (polarizacion directa).
Sacarosa. (polarizacion Clergct).
Reductores directos

Reductores totales por inversion .
Coeficiente de pureza aparente

EL MANTE,

Brix a 20°C,

Densidad correspondiente
Sacarosa. (polarizacion directa).
Sacarosa. (polariazcion Clerget).
Reductores directos.

Reductores totales por inversion.
Coeficiente de pureza aparente,

1
91.00
1.4896
34.50
39.72
17.32%
59.15 %
37.91

TAMPS.

I
89.30
1.4777
31.00
36.50
14.50 %
53.40 %
33.6

1OS MOCHIS, SIN.

Brix a 20" :
Densidad u)rrupondlcntc
Sacarosa. (polarizacion directa).
Sacarosa. (polarizacion Clergct).
Reductores directos

Reductores totales por inversion.
Coeficiente de pureza aparente.
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I
92.5
1.5002
31.50
36.50
17.30 %
56.60 %
34.1

Il

90.0

1.4826
28.00
35.43
23 02 %
60 07 %
3111

11
86.50
1.4582
23.00
31.30
18 94 %

51.95%

26.58

11

82.50

1.4309
29.00
33.92
17.72%
53 03 %
35.15

1l
94.70
1.5159
32.5
38.15
11.88 %
52.4%
34.3

11

95.00
1.5181
31.00
36.20
14 80 %
52 00%
32.6

111
87.85

1.4672
29.00
36.80
18.10 %
57.40 %
33.0

111
88.00
1.4686
32.00
31.30
18.13 %
51.61%
26.13

1
85.00

1.4479
32.00
37.41
14.84 %
54.15 %
37.65%

111
84.00

1.4411
29.00
32.80
20.80 %
54.80 %
34.50

111
93.00

1.5038
32.00
36.20 1
16.60 %
54.90 %
34.4




AISLAMIENTO Y ADAPTACION DE MICRORGANISMOS
QUE EN LAS MIELES FINALES DESARROLLAN
CON FINES INDUSTRIALES.







AISLAMIENTOS VERIFICADOS.

Se traté de obtener la mayoria de los microrganismos que tienen po-
sibilidad de desarrollar en las mieles finales, logrando varios objetivos y
a0n otras bacterias que en el desarrollo de tales trabajos también se en-
contraron.

Por haberse agotado, con motivo de la guerra el (Film Pack Pana-
tomic X o XX), no me fué posible presentar mayor numero de fotomi-
crografias; pero como una prueba evidente, se tienen varios cultivos en-
tre hongos, levaduras y bacterias.

En aislamiento se obtuvieron:

1.—Bacilo Delbriickii (a partir de los granos de cebada y por el pro-
cedimiento senalado en el Joergensen, publicacion, de 1939).

2.—Acetobacter Xylinum, (aislado de la madre del vinagre).

3.—Bacilo butirico, (aislado de las semillas del achiote “Bixa ore-
llana™).

4.—Regeneracion de levaduras, tratadas por el método de Lidner, y
acondicionadas a un Brix de 20 a 32 para mieles finales.

5.—Hongos iaslados de la malta verde, frutos y productos amila-
ceos;

Aspergillus niger, negro (productor de icido citrico) ; Penicillum glau-
cum, denominado por algunos autores (penicillum citrinum).

Estos dos ultimos hongos fragmentaron el medio de cultivo de Doel-
ger y Prescott, utilizado para hongos productores de acido citrico.

Mis investigaciones referentes a hongos, fueron encaminadas a bus-
car el Citromiceto Pfeiffer, el cual es probablemente identificado como
Citromyces glaber de Wehmer, pero la premura del tiempo, suspendié
estos trabajos.

Otros microrganismos encontrados o aislados en el transairso de es-
tas investigaciones:

Lactobacilo Delbriickii, (a partir de la leche).

Azotobacter, (aislado de los tubérculos de las leguminosas).

Rodotorula var. coralloides (les denomina asi el sefior Profesor Ma-
nuel Ruiz O. en “Anales del Instituto de Biologia, Tomo XIV, Num. 1,
(1943)”, debido a que en sus cultivos predominan el color coral ya sea
en rosa coral o rojo coral.

Sarcinas (encontradas y aisladas de los mostos de Cerveza con es-
tiércol de caballo).

Aspergillus niger amarillo, y otros hongos de menor importancia pa-

ra el caso.
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UTILIDAD DEL LACTOBACILO DELBRUCKII Y
ACETOBACTER XYLINUM,

La guerra actual ha ocasionado dificultades en la adquisicién y trans-
porte de muchos productos quimicos, entre los cuales pueden incluirse
los acidos minerales que frecuentemente se usan en la desincrustacion
de los aparatos evaporadores y en la limpieza de las calderas de vapor.

La carencia de un articulo crea la necesidad de buscarle substituto,
asi, el dcido clorhidrico, por ejemplo, puede ser reemplazado por otros
icidos orgdnicos, para ciertas aplicaciones industriales como la que an-
tes se indico, por ser algunos de ellos faciles de obtener.

Desde hace mucho tiempo, en algunas fibricas de azicar y desti-
lerias extranjeras, nicluyendo las de Cuba, se han usado los icidos orga-
nicos generados en la fermentacion expontinea del azicar o las mieles, y
no precisamente por la dificultad de adquirir icido clorhidrico, sino por
resultar este procedimiento mas barato y menos molesto de practicar.

En los ingenios de Hawaii, se utilizan rutinariamente las mieles, bien
en el proceso de fermentacién, o ya fermentadas, para limpiar las incrus-
taciones de los evaporadores.

Asi es que estos acidos pueden obtenerse en el ingenio a precios eco-

nomicos, sin necesidad de instalaciones onerosas aunque sélo en forma di-
luida. z

INCRUSTACIONES.—Las incrustaciones de las calderas de vapor,
estan constituidas generalmente por sulfatos y carbonatos de calcio y mag-
nesio, y a veces por silice y fierro. Las incrustaciones de los evapora-
dores estan compuestas, mas o menos, por los mismos elementos, segiun
lo demuestra el siguiente analisis:

Fosfato de cal A Sy L AN de 7 a 57%
Carbonato de cal. . . . . . . de 3 a 9%

Silicato de cal B ! : s e R

Sulfato de cal . S LT e SRS
Oxalato de fierro ¥ .. de 2 a 25%
Oxalatodecal. . . . . . . . .. de 0al11%
Silice . IR T de 7 a 54%
Materia organica S5y SRR N

En las incrustaciones de las calderas predominan las sales insolubles
de calcio y magnesio, y en las de los evaporadores las de calcio y fierro.

Muchos de los dcidos organicos tales como lactico y acético, forman
sales solubles con las citadas bases, lactatos de cal, de magnesio y de fie-
rro, asi como acetatos de los mismos metales, todos ellos solubles; por
consiguiente, es logico que esta accion disolvente de los acidos mencio-
nados, destruya las incrustaciones, aunque no con la rapidez que lo har.xa
el clorhidrico, por ser un acido mas enérgico. Ello hari que se necesite
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mas tiempo de contacto, pero en cambio las superficies metalicas corren
menor riesgo de ser atacadas.
~ En sintesis, de todo lo que pudiera decirse, solamente sefialaremos
que: se pueden preparar icidos organicos por fermentacion del azucar
para reemplazar el acido clorhidrico en la desincrustacion de los aparatos
del ingenio.
Los procedimientos mas sencillos y econémicos consisten:
a).—En fermentar mieles o azucar en forma adecuada, por medio
de levadura, dentro del aparato incrustado, cuando hay tiempo para ello.
b).—En producir fermentacion lactica de azucar o miel, en reci-
pientes apropiados, y utilizar el mosto acido, cuando sea necesario.
¢).—Fermentar adecuadamente miel o azucar, y sobre el mosto al-
cohdlico, hacer actuar bacterias productoras de acido acético para utilizar
el vinagre como desincrustante.
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SOBRE LA FERMENTACION
BUTANOL - ACETONICA, UTILIZANDO MIELES
EINALES COMO MATERIA PRIMA.






De todas las fermentaciones industriales en las cuales pueden uti-
lizarse melazas como producto crudo, la fermentacion butanol aceto-
nica es una de la mis interesantes; la mas compleja; la mas intensamnte
estudiada y al mismo tiempo la que posee mejores posibilidades indus-
triales.

Come indicacion de las investigaciones a este respecto y de la abun-
dancia de literatura de patentes que ya existen, Smith y Obold (Indus-
trial Microbiology, Smith, H. F. and Obold, W. L., 1930), senalan vein-
tiuna de los E. U., y dieciéis inglesas, de las cuales sélo una de éllas inclu-
ye el uso de las melazas como producto crudo.

Es casi completamente conocida la historia del desarrollo de esta in-
dustria, pues élla se ha tratado extensamente tanto en periddicos técni-
cos como en la prensa popular. Empezé, como industria de guerra, a
abastecer de zcetona, y después, en tiempo de paz, se desarrollé un pro-
yecto enorme cuya finalidad era abastecer de butanol para los barnices de
la industria automovilistica, verificindose la producciéon hasta alcanzar
cincuenta millones de libras por ano. En estas patentes originales se usa-
ba casi exclusivamente ¢l maiz como materia prima; pero debido a los
altos precios que llegé a alcanzar este cereal, se dié gran impulso a la in-
vestigacion de otras fuentes de solventes mas baratas.

La investigacion de un microrganismo productor de butanol,, capaz
de producir una conversion ventajosa de los azicares de las mieles finales
en solventes comerciales, ha ocupado la atencion de los bacteridlogos du-
rante varics anos. La literatura a ese respecto, muestra que solo reciente-
mente sus esfuerzos han sido coronados por el axito; pero la limitacion
del organismo aislado para la produccién de butanol en las melazas, pue-
de clasificarse como sigue:

[.—Insuficiente rendimicnto de solventes;

II.—Falta de estabilidad del cultivo; los rendimientos descienden ra-
pidamente como resultado de la deteriorizacion celular;

111.—Relaciones desventajosas de solventes producidos;

IV.—Inadaptabilid:zd a las mieles como medio de cultivo para su
desarrollo, habiendo necesidad de proporciones mas altas de mezclas ami-
laceas para las melazas.
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Ahora bicn; las bacterias capaces de aplicacién industrial en la pro-'
duzcién de solventes, pueden clasificarse de acuerdo a su facultad de uti-!
lizzr el almidén y la sucrosa sin invertir, como sigue:

1).—Organismos capaces de fermentar almidones sin hidrolizar. ¢

2).—QOrganismos incapaces de fermentar el almidon no hidrolizado |
¢ la sucrosa no invertida.

3).—Organismos capaces de fermentar las melazas mvertidas.

De estos grupos, solamente en el segundo se han encontrado organis-
mos que den proporciones ventajosas de solventes y rendimientos costea-
bles d> las mieles. Entre éstos, se pueden citar el Clostridium propyl buty-
licum de Legg y Miiller (British Patent 415-312, Commercial Solvente,
1934 ), Clostridium vicifaciens, de Sherman y Erb (U. S. Patent 2,017,572,
U. S. Industrial Alcohol Co., 1935), y el bacilo tetryl de Rafael Arroyo,
(U. S. Appl'n. 715-374, allowed Dec. 1935).

De tales patentes, el procedimiento Arroyo parece ser el que mas
asegura ¢l éxito comercial, debido a lo siguiente:

1.—El vigor del organismo.

2.—Su adaptabilidad caracteristica a las mieles.

3.—Alta proporcién de butanol sobre solventes, y

4—Su facultad de fermentar mieles diluidas (sin esterilizar), efi-
cientemente.

Teniends en cuenta estos antecedentes asi como la circunstancia de
que la flora de los trépicos es rica en estos microrganismos, traté de bus-
car y comprotar la benevolencia de este nuevo agente de fermentacion;
mis, por razones que huelgan, no fué posible que el autor de la patente
pudiera esclarecer algunas de mis dudas y me vendiese un cultivo.

Buscondo datos por otras partes, obtuve de la Estacion Experimen-
t2l de Agricultura de Rio Piedras, P. R., el “The Journal of Agriculture
oi the University of Puerto Rico”; también obtuve, mediante permiso
del Departamento de Agricultura de los Estados Unidos, la patente Arro-
yo (2,113,417), y ademis, fueron traidos a México pedazos de cana de
algunas variedades, entre éllas la Kassoer. Estas variedades han sido
-embradas y s espera que desarrollen completamente para buscar en la
K2scocr si esti presente el microrganismo antes citado, y observar sus
cualidades especificas pues es probable que, asi como esta variedad de
cana heredd de sus progenitores la riqueza en azicar de la “Cheribon ne-
gra” y la resistencia de la “Saccharum spontaneum”, también es pro-
b:ble que lcs microrganismos que en élla se encuentren, tengan mayor
viger y mejor adaptaciéon a los azicares, que todas las otras bacterias
ais'adas a partir de raices de cana que crecen en mi pais, y que fueron
‘nvestigadas.

Ea el cuadro que sc inserta a continuacion, se encuentran senaladas
5das las variedades que fueron estudiadas:
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Este microrganismo posee casi todas las caracteristicas senaladas para
¢l bacilo tetryl, pero tiene escasa habilidad fermentativa y no se acondi-
ciona a densidades sucesivamente crecientes, debido a ésto no se pudo
llegar en la prictica hasta la obtencién de los productos deseados.

CARACTERISTICAS DEL BACILO ENCONTRADO

: 1.—MORFOLOGIA:

Células vegetativas, moéviles en temprano estado; al pasar de un es-
tado a otro, la movilidad es marcadamente inferior, perdiéndose final-
mente tal movilidad, en los cultivos viejos.

Es anaerobio facultativo.

TEMPERATURA de incubacién, 35°C.

EDAD.—Veinticuatro horas.—Las colonias se establecen en la su-
perficie de la malta gelatina agar en placas invertidas.

FORMA.—Son bacilos que aparecen solos o en cadenas cortas.

DIMENSIONES.—De 1.5 a 5.6 micras, extremos redondeados.

TINCION.—Se tifien fiacilmente con violeta de gensiana o azul de
metileno. Son gram positivo.

Esporas polares, forman endosporas casi todas medias mientras los
microrganismos aquietan su movilidad.

CARACTERES DE LOS CULTIVOS:

I.—El crecimiento es ligeramente en realce en malta gelatina agar,
después de veinticuatro horas a 35°C.

Es anaerobio facultativo; no licta la gelatina. Pruebas de fermen-
tacion con diferentes azicares: todas éllas dieron muy pobres resultados.

Se hicieron pruebas de resistencia al calor, del bacilo aislado.

Es termoestable. Tubos conteniendo medio tipo, inoculados con
las raices y pedacitos de corteza pegada a las mismas, fueron sumergidos
en agua hirviendo a diferentes temperaturas desde 55 segundos, 1°, 2°, 3’,
4, 5°,10%, 15°, 20°, 30, y 55, respectivamente. De estos tubos se sembro
en cajas de Petri, las cuales se incubaron a 35°C., volviendo a nacer las
colonias en todos ellos.

Este bacilo no presenté manifiesta actividad fermentativa como se
esperaba. Tampoco pudo acostumbrarse a densidades sucesivamente cre-
cientes. De modo es que siguiendo el procedimiento Arroyo, solamente
pudo llegarse al aislamiento y determinaciones en particular del microrga-
nismo.

Por el resultado encontrado se cree que el germen aislado pertenece
l a los bacilos del suelo, termoestables. Estas bacterias son muy numero-
sas muchas de ellas con caracteristicas propias, forman esporas y pueden
ser aerobias y anaerobias facultativas. En este grupo se encuentra tam-
bién el bacilo subtilis, del cual se diferencian los otros por algunas carac-
teristicas; ejemplo: la localizacion de sus esporas en el cuerpo bacteriano,
por la manera de germinar de éstas, por ser aerobio, etc.
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En el aislamiento llevado a cabo, en las cajas de Petri se obtuvieron
colonias del bacilo de las cafas, asi como también de subtilis. Segin
Jorgensen estas clases de bacterias no juegan ningun considerable papel
en las industrias de fermentacion, debido a que desarrollan pobremente
en medios acidos y azucarados.

Puede sin embargo, en posteriores investigaciones, encontrarsele uti-
lidad al bacilo de nuestras canas.
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TERMO-BACILO






TERMO - BACILO.
(Nombre derivado de la palabra latina " terminus”,

correspondiente a limite).

A partir de las investigaciones anteriores respecto a la busqueda del
bacilo tetryl, se observé que muchas de las pruebas de fermentacion lle-
vadas a cabo con raices de cafa “mexicana rayada”, inoculadas al medio del
Dr. Arroyo, no presentaban olor alguno de alcohol butilico o acido butiri-
co; sin embargo, fermentaban ligeramente. La observaciéon al microscopio
del contenido de estos tubos presentaba, entre los otros microrganismos,
unos muy pequefios y también movibles. Debido a esta circunstancia,
consideré posible la existencia de alguna otra bacteria con habilidad fer-
mentativa hacia los azicares, y que no fuese la butirica o butilica.

A la altura de tales investigaciones y por razones que también huel-
gan, solamente tenia en mi poder un tubo de cultivo del bacilo aislado
de las canas y ya casi desecado, pues tenia catorce meses de edad. Este
habia sido especialmente aislado por primera vez, calentando los tubos
durante 55 minutos, cuando al estudiarse ¢l bacilo de las canas se hicie-
ron pruebas de resistencia al calor, tal bacilo fué sembrado en un medio de
cultivo confeccionado con raices de malta y piloncillo (ideado por el
seiior Profesor Alfonso Valbuena, para cultivo de levaduras). A este me-
dio se le ajusto el pH. a 6; habiendo sido esterilizado a 115.5°C., durante
>

Debo hacer notar las siguientes circunstancias:

[.—Falta investigar si este nuevo microrganismo es ¢l responsable
de la fermentacion observada en los tubos que contenian las raices de
cafia en el medio tipo y que no presentaron ningun olor correspon-
diente a alcohol butilico o al icido butirico cuando se llevé a cabo la
basqueda del bacilo tetryl;

II.—Si este microrganismo es originario del jugo de las raices de
malta con el que se encontraba hecho el medio; y

I11.—Si el jugo de las raices de malta debido al contenido de algu-
nas substancias organicas, resulta ser apropiado para el desarrollo del ter-
mobacilo, el que siendo anaerobio facultativo, al desarrollarse se situa pe-
gado inmediatamente a la superficie del medio de cultivo y sobre de él
se encuentran las colonias de los aerobios o anaerobios mayores que el
mismo.

Al mencionado tubo, casi completamente desecado y por lo mismo
conteniendo formas esooras del bacilo de las canas, se le adicioné suero fi-
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siologico estéril y fué hervido durante 20’. De esta solucion se inocula-

ron mediante ¢l aca de platino, tubos que contenian medio solido (raiz de

malta, piloncillo, pH. 6),y a la vez tubos conteniendo ¢l medio liquido de-

nominado del Doctor Arroyo, a un Brix de 6 y un pH. de 6; llevindose
incubar a 35 grados centigrados.

RESULTADOS: En los tubos con medio solido, colonias abultadas
rugosas debido al entrelazamiento de los bacilos; en los tubos sembrados
cen el medio liquido a un Brix de 6, se encontré también un desarrollo
en la superficie de éstos, con todas las caracteristizas del bacilo subtilis;
en el interior del liquido se observaron los bacilos de la cafa.

Hayan provenido las formas del subtilis de algunas esporas que acom-
panaron al bacilo de la cana, o de alguna contaminaciéon del propio me-
dio de cultivo, esto para el caso a que me refiero no fué tomado en cuen-
ta; dejé reposar uno de los tubos de estos cultivos en medio solido fuera
fe la incubadora durante un mes, al cabo del cual, se lavé la superficie
cen suero fisiologico estéril. En estas condiciones, ¢l medio de cultivo
resultante y completamente limpic de colonizs a la simple vista, fué lle-
vade 2 incubar a 35 grados centigrados, encontrandose a las veinticua-
tro horas, pequenas colonias de color blanco, ligeramente opalecente. La
chservacion al microscopio de éstas, revelé unos pequeios bacilos solos o
unidos a los otros en cadenas muy cortas y muy movibles; un frote con
tinta china revelé la luminosidad marcada en su periferia de flagelos,
istos son peritriqueos. Este bacilo mide aproximadamente una micra y me- ‘
nos. Es un gran negativo. |

De las colonias obtenidas por tal procedimiento, se inocularon tubos
centeniendo como medio malta gelatina agar pH.6. Después de incuba-
dos a 35 y 40 durante venticuatro horas y aun antes de este tiempo, se
cbtuvo un desarrollo abarcando casi toda la superficie incluida, del tubo
de cultivo, de color blanco ligeramente opalecente, de consistencia mu-
cosa.

El medio de cultivo fué fragmentado por la produccion de gases, en
tal forma que hubo unos tubos en donde éste fué arrojado fuera de ellos.

(Debo advertir que tales tubos tenian una dimensién de 22 x 175 mm.). 1
[.a observacion al microscopio reveldel mismo microrganismo antes citado. i
El bacilo fué¢ sembrzdo en gelatina pH, 6; no hubo licuefaccion de !:1
ella a las veinticuatro horas. Los cultivos en gelatina sembrados en pi- r
quete, presentan burbujas de gas en el medio mismo. Es anaerobio fa- 3
rultativo. :
Presentd su mayor habilidad fermentativa cuando fué sembrado en
mosto de malta; con un Brix de 6 a 7, trabajo eficientemente. Ademis 4
se encontro que cuando el medio tiene un pH. inicial de 4.5, la accion -
de este bacilo provoca un recorrido hasta llegar a un pH. de 6 cuando la "
fermentacion ha termin:do, el mosto de malta queda completamente -
apaco. |
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Se supone que al encontrarse este microrganismo en mieles inverti-
das o no invertidas, toma de ésta los que corresponde a substancias nutri-
tives v a azhcares invertidos; no se observo habilidad francamente fer-
mentativa de este microrganismo hacia la sacarosa.

PRUEBAS DE RESISTENCIA AL CALOR

A un tubo de cultivos se le adicioné un poco de suero fisiologico,
y después de emulsionarse, el producto se pasé a otro tubo estéril; a partir
de esta emulsion se tomo6 0.1 de c.c. y fué llevada a cada tubo pertene-
ciente a una serie que contenian también suero fisiologico estéril.

Estos tubos fueron sumergidos en agua hirviendo. Uno de los tubos,
durante 1 minuto; otro, durante 2 y asi sucesivamente, durante 3, 4, 5,
10 y 15 minutcs. Habiendo sido enfriados a la temperatura ambiente, se
tom6 de cada uno de ellos 0.1 de c.c. el cual se paso a medios previa-
mente licuados, de malta gelatina agar pH. 6; de aqui se paso el contenido
de éstos a cajas de Petri, llevandose a incubar a 40°C.

RESULTADO: A las veinticuatro horas, solamente las cajas de Petri,
sembradas con el cultivo hervido durante uno y dos minutos, presenta-
ron desarrollo; en las otras, no hubo ninguno.

L L EL DA D

Teniendo en cuenta: 1.—La temperatura a la cual trabaja eficien-
temente el bacilo, teniendo ésce un optimo de 40°C. (Hecho de utilidad,
pues en las factorias donde no existe equipo de refrigeracion hay sobre-
calentamientos de las mieles); 2.—Su facultad fermentativa vigorosa,
prev.os acondicionamientos a densldades sucesivas; y 3.—El hecho cu-
rioso de que el limite de su pH es el utilizado para los mostos de fermen-
tacion alcoholica, no descendiendo de ese punto al verificar su trabajo,
sino que efectia un recorrido hasta llegar a 6. (Particularidad que puede
ser atil a la levadura, en el caso de que durante el proceso fermentativo
aumente demasiado la acidez).

Asi es que fueron efectuadas pruebas con le fin de obtener mayores
rendimientos de alcohol, aunque sobre este particular hay mucho toda-
via que aclarar; pues el microrganismo, después de dos meses de haber
sido aislado, disminuyé su habilidad fermentativa. Fué sembrado nue-
v:mente en el mosto de malta observandose ligerisima fermentacion y en-
turbiamiento del medio.

Posteriormente se experimentard sobre las causas que originaron esta
pérdida, conservindose como uno de los antecedentes la probabilidad de
que este pequeno bacilo pertenezca a la clase de bacterias del acido buti-
rico, senaladas en la pendltima obra del libro “Microrganismos y Fer-
mentaciones”, de Alfred Jorgensen; rel riéndome en este caso particular,
exclusivamente a que la bacteria pierde su habilidad fermentativa, dicho
libro asienta que los microrganismos coricspondientes a tal grupo, po-
seen el poder de combinacion con el nitrogeiio atmosférico, y senala tam-
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bién que Winogradsky ha demostrado que éstos son aptos a perder su
poder por cultivaciéon artificial.

Lamento que este hecho haya ocurrido a la mitad del camino para
llegar a acondicionar el termo-bacilo a la densidad requerida, y gene-
ralmente usada en mostos mieles; sin embargo, las Gltimas pruebas lle-
vadas a cabo cuando este microrganismos ya no demostraba tan fuerte
habilidad fermentativa, no produjeron ningin incremento en la produc-
cion de alcohol, mas tampoco se observé pérdida de éste en la produccion,
por la misma cantidad de levadura.

En cambio por lo que respecta a levaduras para destilerias de alcohol,
se llego a hacerlas trabajar a un Brix de 30 a 32, acostumbrandolas a
densidades sucesivamente crecientes.

RESULTADOS OBTENIDOS EN PRUEBAS
DE LABORATORIO.

Se hicieron trabajar las bacterias unidas a la levadura. Primeramen-
te se preparé el mosto para la levadura; se partié de miel final disuelta
en agua; se dejo a un Brix de 12; se adicionaron sales nutritivas y fué
ajustado al pH. a 4.5. Este mosto se llevd a esterilizar al autoclave a
115.5°C., durante 15°.

De ¢l se colocaron en seis tubos de ensaye (de 25 por 250 mm.),
estériles, 20 c.c. en cada uno. Después fueron inoculados con levadura y
levadura y bacteria.

Tubo # 1 — 20 c.c. de mosto mas 2 c.c. de levadura (10%).

Tubo # 2 — 20 c.c. de mosto mas 2 c.c. de levadura. (10%).

Tubo # 3 — 20 c.c. de mosto mas 2 c.c. de levadura mas 0.2 c.c.
de bacteria (10% de levadura y 1% de bacteria).

Tubo # 4 — 20 c.c de mosto mas 2 c.c. de levadura mas 0.2 c.c.
de bacteria (10% de levadura y 1% de bacteria).

Tubo # 5 — 20 c.c. de mosto mas 2 c.c. de levadura mas 2 c.c. de
bacteria (10% de levadura y 10% de bacteria).

Tubo # 6 — 20 c.c. de mosto mas 2 c.c. de levadura mas 2 c.c. de

bacteria (10% de levadura y 10% de bacteria).

A las 3 horas p. m. fueron llevados a incubar a 33°C., a las 8 horas
del dia siguiente, la temperatura fué subida de 35 a 40°C.

Todos los tubos fermentaron en un recorrido de tiempo de 19 a 20
horas. Al terminar la fermentacion se observo en los tubos nimeros 3 y
4, doble cantidad de levadura sedimentada, en comparacion con la que
habia en los cuatro tubos restantes, los que estaban mas o menos igua-
les. Resultando asi un indice para medir la cantidad de bacteria que obra
como activante sobre la levadura.

Ahora bien, por pruebas anteriores de fermentacion, verificadas en
tubos inoculados con el bacilo (a una proporciéon de 10%), se encontré
habilidad fermentativa de éste hacia los aztcares invertidos. Estas prue-
bas se verificaron:
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1.—En el medio Liquido del Dr. Arroyo a un Brix de 6 y un pH.
de 4.5, incubadas a 35°C.

2.—En mosto de cerveza Brix 6 pH 4.5 incubadas a 35°C.

3.—En mosto de mieles sin invertir, del utilizado para levaduras,
Brix 6, pH. 4.5, incubados a 35°C.

RESULTADOS:

Pruebas (1).—Hay fermentacién aunque no completamente vigorosa;

Pruebas (2).—Existe la fermentacién mas vigorosa;

Pruebas (3).—Hay fermentacién mas bien escasa.

De estas pruebas y las verificadas con levadura y bacteria nimeros
3 y 4, se deduce la posibilidad de que el bacilo toma de los mostos para
levaduras, la parte correspondiente a azicares invertidos. Se deja a de-
cision que el resultado obtenido por las pruebas de fermentacion de leva-
dura y bacteria nimeros numeros 3 y 4 anteriormente mencionadas, que-
den incluidas como una prueba mas en “los fenémenos de irradiacion mi-
togenética’” descubiertos por Alejandro Gurwitsh en 1923.

Considerando estos estudios de gran importancia tedrica y practica,
me permito insertar una explicacion concisa de éllos.

El autor desarrolla sus teorias sobre “la influencia” y explica el
parentesco entre el mecanismo intra celular y el conjunto de organismos
multicelulares, ofreciendo las siguientes alternativas:’

I.—Las células se influencian unas a otras reciprocamente.

II.—Las células son influenciadas por factores relacionados en al-
guna manera con el todo.

Segun la segunda alternativa, las células en el desarrollo de su pro-
pia potencialidad son influenciadas por las propiedades peculiares del me-
dio en el cual se encuentran.

Aplicando estas ideas al problema de division celular, sugiere el
autor que la division recaé sobre varios factores intra y extra celular.

El mismo autor ha encontrado la existencia de un factor externo en
la cebolla y en el tulipin (Helianthus), en las puntas de las raices en
las cuales cesa el fenémeno de mitosis si la base de una radicula es suje-
ta a anestesia local. Respecto a la influencia reciproca de los nicleos, la
referencia es hecha en muchos casos tanto en plantas como en nucleos
animales que se encuentran en mitosis en el mismo sitio o en la misma
parte. Cuando los territorios mononucleares llegan a ser separados por
la formacion de membranas celulares, la sincronizacion o efectividad del
fenémeno ya no existe. El autor sostiene que la membrana celular no
es unicamente responsable para delimitar la mitosis, y por asumir el car-
go de reactivo natural de division celular esta al servicio de los estimulos
perceptibles en los 6rganos para impulsar la division.

En el tercer capitulo de su obra, habla de la realizacion de estos
factores. Trata largamente la teoria de Haberlandt, de herir el centro
de elaboracion que es aparentemente un estimulante a la division celular

71



de naturaleza quimica. Sin embargo, los experimentos sobre el desarrol!s
de actividad mitogenética derivadas de heridas -en la cornea de la rana,
asi como también la distancia a la que se desarrolla el factor estimulo en
raicesillas dobladas artificialmente; el autor sugiere que se deben a un
fenomeno de naturzleza fisica que él llama “rayos mitogenéticos”. Esta
teoria encuentra apoyo en sus experimentos, por los cuales él ha demos-
trado que la mitosis puede ser inducida a distancia.

Gurwitsh, presenta figuras para demostrar que la actividad mito-
genética en una raiz de cebolla (raiz inducida), puede ser estimulada
por el lado hacia el cual esta dirigida o acercada a la punta de otra raiz
de cebolla y a la distancia de dos o tres milimetros.

La existencia de un estimulo localizado es medida por la mayor can-
tidad de observaciones mitogenéticzs en el lado de la raiz inducida, que
esta expuesta a la accion de la otra raiz, comparandola con el desarrollo
celular que se encuentre al otro lado de la misma raiz.

Los llamados rayos mitogenéticos producidos por este estimulo, son
interrumpidos por un vidrio. La diferencia que existe entre la interrup-
cion por cuarzo y gelatina, da la idea de que son ondas cortas de rayos
ultravioleta los cuales estan entre los limites de 1,900 y 2,000 ingstroms.

Senala el autor que los rayos originan en la base de cada pequena
raiz donde se encuentra un arreglo peculiar histologico, de los tejidos
celulares, encontrados por Lidia Gurwitsch. Ademas, han sido encontra-
das fuentes de rayos mitogenéticos en bulbos de tulipan (Helianthus),
cortes frescos transversales de leptomonas, de tubérculo de papa y tam-
bién en los ranacuajos. Todos estos factores estimulan la mitosis en las
raicesillas de la cebolla.

El autor extiende sus ideas sobre los caracteres fisicos de una substan-
cia que estimula la division de las células, para explicar mitosis en estado
embrionario y desarrollo de organos.

En la tercera parte de su obra, Gurwitsh trata de la polaridad eléc-
trica de las células durante el estado de reposo y durante la mitosis. Los
cromosomas y sus genes son discutidos y el autor pone énfasis respecto a
su forma especifica, su arreglo mutuo y la orientacion para servir a un
sistema unificado hereditario.

Viene a acreditar esta teoria, las investigaciones llevadas a cabo re-
cientemente en la Estacion Experimental Agricila de Rio Piedras, P. R.,
llevadas al efecto por el senor Doctor Rafael Arroyo y el senor F. Marrero,
quiencs durante su trabajo de fermentacion de ron con cultivos mixtos
de bacteria y levadura, se dieron cuenta de fenémenos de dificil explica-
cion, hasta que la continuaciéon de su trabajo les llevo a comprobar que
la energia mitogenética era causa especifica de los fendmenos previamen-
te observados.

La levadura en cuestion, al ser irradiada por la bacteria acelera no-
tablemente su poder de multiplicacién asi como su habilidad fermenta-
“iva. Hubo casos en que la fermentacién se inicié con un millon de ce-
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lulas por milimetro cibico del medio y mientras la multiplicacién nor-
mal de estas células habia sido solamente de 15 a 20 veces en 30 horas
al no ser irradiadas, tan pronto como se ponia la levadura bajo el influjo
de los rayos mitogenéticos, la multiplicacion llegaba a la proporcion de
uno a cien.

En cuanto a la produccion de alcohol, los resultados indicaron que

- en el mismo tiempo que un cultivo no irradiado fabricaba 5 cc. de alco-

hol, otro cultivo de la misma levadura, pero irradiado por las emanacio-
nes mitogenéticas de las bacterias, fabricaba hasta 20 c.c.

Teniendo en cuenta estos antecedentes, la sustentante traté de hacer
pruebas similares para investigar fenémenos de irradiacion mitogenética,
utilizando para el efecto bacteria y levadura con el fin de obtener ma-
yor cantidad de alcohol.

Se obtuvieron los siguientes resultados en el laboratorio:

Primeras determinaciones hechas.

“A” Recuento de levaduras a partir de los tubos # 1 y #3, sembra-

- dos, como antes se dijo, para pruebas de fermentacién, uno con leva-

dura y otro con levadura y bacteria.
La cuenta de levaduras se llevé a cabo utilizando el método tipo
del cultivo en placas (para el recuento total de bacterias en las leches).

RESULTADOS:

A partir del tubo # 1 se hicieron diluciones (1:1,000).

Siembra (a).—Numero de colonias 104 — 104,000 levaduras por c.c.
Siembra (b).—Numero de colonias 100 — 100,000 levaduras por c.c.
Promedio — 102 levaduras por c.c.
A partir del tubo # 3 se hicieron diluciones (1:1,000).
Siembra (¢).—Numero de colonias 250 — 250,000 levaduras por cc.

Siembra (d).—Nuamero de colonias 270 — 270,000 levaduras por c.c.

Promedio — 260,000 levaduras por c.c.

Conclusiéon:—Como se mira, el numero de levaduras por c.c. co-
rrespondientes al tubo sembrado con levadura y bacteria, fué superior
al nimero encontrado en ¢l cultivo nimero 1, el que solamente habia
sido sembrado con levadura.

“B”.—Experimentos llevados a cabo para valorar la cantidad de al-
cohol producida, cuando las levaduras trabajan con la bacteria y cuando
estan solas.

Utilizandose mosto con un Brix de 12 (debido a que la bacteria se
va acondicionando a densidades sucesivamente crecientes). La tempera-
tura inicial fué de 30°C., subiéndola después de 35 a 40°C. Esta
Gltima temperatura la considero 6ptima, debido a experimentos hechos
para buscar la mejor fermentacion.
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Matraz # 1.—500 c.c. de mosto mas 25 c.c. de levadura.
Matraz # 2.—500 c.c. de mosto mas 25 c.c. de levadura mis 5 c.c.
de bacteria.

Despaés de terminada la fermentacion, se del:crnnnamn el Brix final

y |1 riqueza alcohélica:

Matraz # 1 (con levadura) — Brix final — 8.3 a 36°C,

De este mosto se destilaron 100 c.c., como se acostumbra para deter-
minar riqueza alcoholica, encontrindose como grado alcobélico, un va-
lor de 6. a 21.5°C.

Riqueza alcohélica — 5.15%.

Matraz # 2.—(Con levadura y bacteria)

Brix final — 3 a 40°C.

Grado alcohdlico — 8.7 a 22°C.

Riqueza alcohélica — 7.63.%.

Como puede observarse, el valor encontrado demuestra un aumento
en la cantidad de alcohol.

Estas mismas prucbas se llevaron a cabo, con la diferencia de con-
servar la temperatura constante a 30°C., durante todo el recorrido de
la fermentacion, encontrindose resultados bajos mas o menos iguales,
tanto en las fermentaciones llevadas a cabo solamente con levaduras, co-
mo en las que se inoculé levadura y bacteria. Esto demuestra que falté
su temperatura a la bactena.

Estas determinaciones no pudieron comprobarse en medios con un
Brix de 20, pues al llegar a esta altura de acondicionamiento, ya la bac-
teria habia perdido su habilidad fermentativa (sélo ligeramente la con-
servaba); no obstante, aun en estas condiciones fueron sembrados mos-
tos con bacteria y levadura y con levadura Gnicamente, (a un Brix de
20) y a una temperatura de 30°C., hasta llegar a 40°C. No se observé
que las pruebas de levadura y b;u.tena. frente a las pruebas sembradas con
levadura Ginicamente, aumentaran el rendimiento de alcohol o que éste,
a su vez, hubiera disminuido en forma apreciable.

Asi pues, por todo lo anteriormente expuesto, bien valdria la pena
vigilar, valorar y aclarar todos los pasos de este proceso fermentativo,
despejando las incognitas que puedan ocurrir.




IV
BACTERIA DEL ACIDO BUTIRICO






La fermentacién butirica es la menos comprendida en cuanto al
mecanismo concerniente a su reaccion. Mientras que la produccion del
icidc butirico por bacterias ha sido reconocida desde el tiempo de Pas-
teur (Pasteur L. Compte. Ren. Ac:zd. Sci., 52 344, 347 (1860), ésta ha
sido llevada a cabo Unicamente dentro del proceso de fermentacién para
producir este acido como el mayor producto; aunque Baier (Baier E.
Ceat. Fur Bake., 17-22-84-87, 118-120 (1895), logré en aislamiento
seis diferentes grupos de bacterias capaces de inducir una fermentacion
de azicares a acido butirico.

Debido a lo anteriormente dicho, las dificultades de obtencion de
rendimientos altamente ecficientes, son causadas por las reacciones que
acompanan al proceso, en las cuales se forman otros productos ademas
del acido butirico. Ejemplo: una fermentacion tipica de glucosa por
Bacillus Butyricus de Fitz, es dada por Buchner y Meisenheimer en (Buch-
ner S. and Meisenheimer, J. Ber. Dent. Chem. Ge:sell., 41-1410-1419
(1908), como se indica:

100 gramos de glucosa con carbonato de calcio y sales nutritivas,
dan lo siguiente:

Acido butirico e Sy A L R AR

35 qeeticd . Y . s e

. lactico. -1 1 A

,  formico
Hidrégeno .
Etanol .
Butanol

"

»

S N = wOoON
R - NN

"

Muchos intentos han sido llevados a cabo para utilizar la habilidad
conocida de muchas especies de bacterias y producir cantidades aprecia-
bles de acido butirico; como base para produccion industrial de este
acido.

Las primeras patentes datan del afio de 1910 en que una fué con-
cedida a J. Effront en un proceso de fermentacion de substancias orga-
nicas nitrogenadas para obtener amoniaco y acidos grasos volatiles.

En 1914, una patente inglesa fué concedida a Le Franc, para la
manufacturz de los acidos de las series grasas, especialmente icido buti-
rico utilizando una mezcla de substancias amilaceas y cultivos de bacillus
amylozime de Perdrix.
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Una interesante patente fué concedida en 1918 a Hibbert (Hibbert
H. Solvent and Process for Producing Same. U. S. Patent. 1,283 - 183
(1918). En estos procesos, los carbohidratos son fermentados para la
produccion de butiratos y otras sales.

Después, los dcidos van siendo liberados a partir de sus sales; son
convertidos a quetonas sometiéndose entonces a una alta temperatura en
presencia de un catalizador apropiado.

Las quetonas pueden ser vendidas cocmo tales o reducidas a los co-
rrespondientes carbinoles, los cuales pueden ser acetilados o né, como sc
desee . Se dice que estos productos son excelentes solventes para derivados
de celulosa.

Tan lejos como pueda szberse en lo que se refiere a estos procasos
patentados, ninguno de élles tiene éxito ampliamente aprobado. Porau
la identidad del agente de fermentacion empleado fué obscura en todos
los casos, y la naturaleza de la fermentacién fué inadecuadamente sobre-
entendida.

No debe olvidarse que para el éxito de'este o clidlqiiier otro proceso
bioquimico, es esencial que las facultades del agente empleado sean am-
pliamente comprendidas; sus caracteristicas fisicas establecidas y las con-
diciones Optimas para sus operaciones plenamente sobreentendidas.

Por lo tanto, es bueno considerar el mecanismo de la fermentacion
acido butirica en orden para apreciar el caricter de las reaccicnes que
son abarcadas, y la naturaleza de la fermentacién ejercida po- el organis-
mo o agente de fermentacién.

Segin el Doctor Owen, la fermentacién icido butirica puede ser
descrita, tan sencilla como la que corresponde al dcido lictico; la wultima
como bien se sabe, consiste en la division de la molécula de azicar en dos
partes de idéntica constitucion. Pero esta ecuacién para el acido butiri-
co no debe mirarse como un concepto definitivo de lo que realmente pase.

Se escribe la reaccién simplemente para formarla como sigue:

Cé H12 Og— C4 H8 O2 — 2C02 — 2H2

Inmediatamente se presentan las dificultades de explicar:

Coémo una molécula con una cadena de seis carbones puede originar
una de 4 carbones, tal como icido butirico;

Cual es el origen del H separado.

Asombra también en esta reaccion equitativa la conservacion de dos
moléculas de CO2, siendo enteramente demolidas para dar el compuesto
C4. Evidentemente el Doctor Owen se interesa en una sintesis y con-
densacion, las cuales operan simultaneamente. :

El producto que sigue, inmediato a el acido butirico, es el aldehido
(aldol), y el acido B- hidroxibutirico originiandose a partir de! acetal-
dehido por la condensacion de dos moléculos de esta substancia.

El Doctor cita que puede explicarse la presencia de ambos hidrége-
nos y CO2 en la formcaion de acetaldehido, a través del estado interme-
diario de acido pirdvico o metilglioxal.
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Sea que el aldehido sea expcntineamente transformado a acido bu-
tirico por simple transposicion iatramolecular, o que la reduccion del
grupo alcohol secundario y la oxidacion del grupo aldehido tomen lugar
separadamente originando reicciones especiales, se esperan a este respecto
evidencias definitivas.

También existe duda referente a si la produccion de acido butirico
pcr microrganismos presenta una fermentacién distinta e independiente,
o si esta fermentacion es una reaccién incompleta, la cual fué evitada por
ciertas condiciones a partir del substracto.

Ejemplo: Es bien conocido que la formacién de butanol y acetona
en la fermentacion butilica, estd siempre asociada con la formacion de
acido butirico en las primeras fases de la fermentacién y el rendimiento
normal de los productos formados, siempre depende de la reduccion del
acido, pasandolo al estado de alcohel después del estado intermediario
de la fermentacion.

En realidad, de hecho se ha encontrado que los rendimientos de bu-
tanol pueden ser apreciablemente incrementados por la adicion de acido
butirico al medio fermentado. Ademas, ha sido demostrado por varios
rabajos, que esta reduccién puede unicamente ocurrir en un medio aci-
do y, cuando el substrato es mantenido neutro, los productos formados
consisten principalmente en cantidades de acido mas bien, que de alcohol.

Schoen ** (Schoen M. and Huid, H. L. The Problem of Fermentation
75 (1928)" sugiere que el aldol puede ser Gnicamente la fuente de ambos:
“butanol y acido butirico”. Esta hipétesis es como sigue:

2CH,; CH (OH) CH2 CHO CH3 CH (OH) CH2 (COOH) —
Aldol. Acido B-hidroxibutirico.

CH3 CH (OH) CH2 CH2 OH
Alcohol B-hidroxibutilico.

Como resultado de perder una molécula de H, el acido B-hidroxibu-
tirico, sera oxidado en su grupo alcohol secundario y transformado en
icido acético, el cual expontianeamente se descompondra en acetona vy
CO2. Por lo tanto, el hidrogeno liberado actuara en el alcohol B-hidroxi-
butilico y lo reducira al grupo alcohol secundario, resultando ésto en la
produccion de alcohol butilico.

De otra manera el aldol en un medio neutro podria ser transformado
directamente a acido butirico por transposicion intra molecular.

Por estas consideraciones de reaccion difusa, en la fermentacion bu-
tiriza y hasta donde hoy conocemos, es facil sobreentender y apreciar
las dificultades que surgen para aplicar la fermentacion de este acido al
proceso industrial.

Los fracasos han sido originados por las siguientes causas:

1a.—El uso de especies de bacterias las cuales fueron mas del tipo
butilico que del butirico, las cuales, a lo largo de la reaccion en el subs-
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trato, fueron mantenidas cuidadosamente en el punto neutro, dando asi
rendimientos claros pero no uniformes.
2a.—El uso de bacterias agentes de la fermentacion que posean re-
gular eficiencia, por lo cual la reaccion con mucha facilidad volveria
hacia atras al tipo butilico, al estar en propagacién continua.
Ja.—Inadecuado conocimiento de la nutricion necesaria a los orga-
nismos usados, y de las condiciones para su eficiencia éptima.

NUEVO ORGANISMO

En el transcurso de los anos de 1933 y 1934, fué aislado un microrga-
nismo por el senor Dr. Rafael Arroyo, En Puerto Rico. Dicho micror-
ganismo aparece como productor de acido butirico y con habilidad prin-
cipalmente para convertir los azlcares contenidos en las mieles finales, en
dicho acido.

Los consecuentes rendimicnros de esta bacteria suministran por pri-
mera vez la posibilidac economica de producir acido butirico a partir de
mieles finales.

Esta especie fué aislada a partir de las semillas de achiote (Bixa ore-
llana) y habiendo sido estudiada en relacion con su habilidad fermenta-
tiva hacia los medios mieles, los trabajos realizados revelaron las siguien-
tes condiciones esenciales para sus rendimientos maximos:

Una concentracion de azucar 6.5%.

Un Brix 10.6

Un pH. de 6.8 a 7.0

El mosto es preparado a partir de mieles, adicionando 0.135 gramos
de carbonato de calcio por gramo de la miel utilizada; y diluyendo con
agua hasta el Brix senalado, no se adicionan substancias nutritivas. El
medio es esterilizado a 115.5°C., durante media hora, enfriindose a la
temperatura ambiente e inoculando con el cultivo.

El pH del medio podra ser de 6.8 a 7.2.

La densidad entre 10.5 y 10.8.

La concentracion de azicares totales de 6.4 a 6.8.

La fermentacién es completa de 94 a 96 horas, durante las cualcs

el 96 2 97.7% de los azicares en el medio son consumidos, obteniéndose un
rendimiento de acido butirico de 47 a 48.5% en los azicares usados.

El acido es recobrado a partir del mosto fermentado como sigue:

Se prueba la reaccion al papel torsasol; si es dcida, se neutraliza con
carbonato de calcio o hidroxide de sodio. Se evapora el mosto a una
cuarta parte ce su volumen original, de preferencia al vacio. Después
se adiciona acide sulfurico concentrado en suficiente cantidad para libe-
rar ¢l acido butirico a partir de su sal, este mosto asi acidificado se des-
tila hasta que todo el contenido de los acidos volatiles hayan pas:do.

Se obtiene el acido butirico a partir del destilado acuoso, precipi-
tindolo en forma de sal de bario.
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Se hace notar que cuando en estas investigaciones se trabajo en
Puerto Rico, fué envizda una muestra de este producto para su anailisis,
a la Seccion de Quimica del Departamento de Agricultura de Washing-
wen, D. C., y ésta fué reportada por dicho Departamento como Butirato
de Ba. puro, teniendo un alto grado de pureza el acido libre.
~En esta forma queda establecida dicha fermentacion como una de las
mas puras en cualquier proceso industrial.

Se acompait la fotomicrografia de éste bacilo, el cual logré aislar de
la misma fuente donde lo encontré por primera vez el Doctor Arroyo.

Bacilo Butirico, pueden observarse las formas

»

vegelativas y espora. “Gram.”.
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“Este microrganismo mide aproximadamente de 2 a 3 micras”, “es
gram positivo”’; “su esporulacion es central”; “Es amaerobio facultativo™;
“muy movil, tiene flagelos peritriqueos”, “se presenta solo o en cadenas
cortas de dos”. “Sembrado en gelatina, la va licuando a partir de la super-
ficie; olor desagradable, gases en el interior”™.

“Es excepcionalmente vigoroso; se muestra capaz de competir con
otros organismos que puedan llevar el mosto a fermentacion”™.

Esto indica que no se necesita un cultivo absolutamente puro para
el crecimiento, desarrollo y produccion de acido por el organismo.

Desde el punto de vista comercial, su vigor frente a otros orga-
nismos es un factor importante en favor del mismo, pues las dificul-
tades presentadas en la prictica industrial para prevenir contaminacio-
nes, son ya bien conocidas.

Otro punto de gran importancia técnica es que el microrganismo
sea anaerobio facultativo, pues es bien sabido que los anaerobios estrictos
traen muchas dificultades de naturaleza técnica, ademas de adaptaciones
en el equipo de la factoria, cuando se presenta su explotacion comercial.

Uno de los mas grandes campos para llevar a cabo la fermentacion
butirica, es, en la conversion de los azicares residuales contenidos en los
desperdicios de las destilerias de alcohol etilico en dicho acido. El Doctor
Arroyo encontré que este microrganismo es capaz de convertir practica-
mente todos los azicares de los desechos de la destileria en el citado acido.

UTILIDADES DEL ACIDO BUTIRICO

Estas utilidades son multiples:

1.—En el cutrido de pieles, como un excelente suavizador de éstas.

2.—En la manufactura de plasticos y en la industria de lacas.

3.—En la manufactura de barnices secos.

4.—En la manufactura de ésteres de celulosa.

5.—En la manufactura de productos farmacéuticos y drogas.

Muchos experimentos llevados a cabo en Puerto Rico, indican que
el acido butirico puede ser utilzado en lugar del acido nitrico, en la pre-
paracion de alfa-celulosa, a partir de las hojas y bagazo de cana.

El acido butirico utilizado, fué obtenido por fermentacion teniendo
la fuerza y pureza necesarias para este fin. Como resultado en este pro-
ceso industrial, se encontré una pulpa de excelente contextura fisica,
de buen color blanco y rendimiento muy similar al del laboratorio.

Después de tres corridas, debido a las dificultades inherentes al
desarrollo de todo nuevo proceso industrial, se obtuvo con gran satisfac-
cion, 95.33% de alfa-celulosa, cifra que también igualé a las mejores ob-
tenidas en el laboratorio.
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TIEMPO EMPLEADO

No obstante mis deseos de haber querido entregar con toda oportu-
nidad los resultados y noticias sobre mis investigaciones, éllo me fué im-
posible, debido a que hubo necesidad de emplear cuatro anos en tales

trabajos.

Dos de ellos, para coleccionar datos y estudiar sobre asuntos de
fermentaciones debido a la escasez bibliografica encontrada en un prin-
cipio respecto a industrias de fermentacion; los dos restantes, en mvesti-
gaciones y trabajos sobre estos mismos problemas, en los laboratorios de
Salubridad Pablica y de la Junta Técnica Calificadora de Alcoholes, de-
pendiente de la Secretaria de Hacienda y Crédito Publico.

Debo hacer hincapié en el hecho de que unicamente los dias habiles, y
en las mananas, pude dedicar mi tiempo a estas investigaciones.
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