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CAPITULO 1. 0

GENERALIDADES.

El objeto de este trabajo es contribuir al conocimiento del mejor
camino para hallar un sustituto de la malta en la conversién de los al-
midones, por ser &sta un agente muy probable de contaminacién en la
fermentacién alcoholica a partir de cereales en escala industrial. Por es-
tudios previos realizados en el proceso de fermentacién alcohdlica ten-
dientes a lograr esta en una forma continua se encontrd que como obs-
taculo de mayor importancia se encuentra la contaminacién bacteriana.
AGn en escala de Laboratorio y bajo las condiciones mdis ascépticas la
contaminacién bacteriana era algo que no se podia evitar.

Dicha contaminacién se pudo comprobar una y otra vez en las ex-
periencias realizadas para desarrollar una fermentacién continua que se
debia a la introduccidén de malta en el sistema y pensando en la posible
sustitucién de la malta como agente liquefacciente y sacarogénico por
otra substancia que posea estas mismas propiedades y al mismo tiempo
evite una posible contaminacién bacteriana, dié origen al desarrollo de
este trabajo.

Como es bien sabido este problema de la conversién de almidones
no es nuevo, mucho se ha investigado y bastante se ha escrito al res-
pecto; sin embargo, atin queda mucho por aclarar y resolver sobre este
particular.

Por lo tanto, esta modesta contribucién tiende a encontrar un subs-
tituyente eficaz de la malta en substancias de diferente origen pero que
sean poseedoras de Alfa y Beta amilasas, que como ya es bien sabido son
los agentes dextrimificantes y sacarogénicos de la malta y al mismo tiempo
determinar comparativamente con respecto a la malta su grado de efi-
ciencia.
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Se pens6é en usar amilasas de origen bacteriano para lo cual se usa-
ron preparados a base de Bacilo subtilis. Se pensé asimismo en amilasas

de hongo cuyas propiedades sacarogénicas son conocidas desde hace mu-
cho tiempo.

Asi, pues, este estudio tiende dentro de las posibles fuentes ami-
lasicas a encontrar cudl podria ser la mis conveniente como sustituyente
de la malta en la conversién de almidones, siendo su aplicacién inmediata
en la fermentacién alcohdlica bajo una base continua a partir de almi-
dones de cereales.

Naturalmente este cs un trabajo lleno de imperfecciones por mi
falta de experiencia en la materia, pero espero sirva para dar una indi-
cacidén o al menos una luz en el camino tendiente a lograr una fer-
mentacién alcohdlica continua sin llegar a un estado de contaminacién.

Como la experiencia previa es en el sentido que las amilasas bac-
terianas no son eficaces agentes sacarificadores la comparacién de su
acciébn sobre los almidones comparada con la de la malta se limitacd
exclusivamente a su accibn liquefactora. Por lo tanto, las experiencias
llevadas a cabo en ¢l Laboratorio fueron dirigidas hacia ese sentido.

Como complemento de esa primera accidn de las amilasas bacteria-
nas se usé después para la sacarificacion de almidones amilasas de hongo
y cuya accion fué también determinada comparativamente con gespecto
a la. de la malta.

Unicamente y como fuente de referencia fué hecha una experiencia
en la cual la hidrélisis de los almidones fué llevada a cabo mediante
dcidos inorgdnicos, usindose en este caso idcido clorhidrico concentrado.

Asi que se puede decir que las pruebas realizadas en este trabajo
quedan divididas en tres partes:

1.—Tendientes a comparar la accidon liquefacciente de las amilasas
bacterianas y de la malta en la hidrélisis de almidones.

2.—Comparaciéon entre la hidrélisis de almidones llevada a cabo
mediante malta y dcidos inorginicos.

3. —Comparaciébn entre la accidn sacarogénica de las amilasas de
hongos y la de la malta.



! ) ' CAPITULO II.

AMILASAS. GENERALIDADES.
ACCION DEXTRINOGENICA Y SACAROGENICA DE

LAS AMILASAS SOBRE LOS ALMIDONES.

Las amilasas se encuentran ampliamente distribuidas en ¢l reino
vegetal como en el reino animal; en el primero se encuentran presentes
en cereales principalmente y en el segundo en la saliva, jugo pancred-
tico de higado de algunos animales, etc., asi como en ciertos tipos de
bacterias.

El nombre de amilasas es el nombre genérico que corresponde al
grupo de enzimos que acttan sobre los almidones. La actividad de es-
tos enzimos estd modificada por diversas condiciones tanto fisicas como
quimicas, tales como pH, temperatura, composiciéon del sustrato, etc.,
ya que la variacidn de ellos traerd como consecuencia una variacién en
la velocidad de reacciéon en que toman parte o bien en la formacién de
productos finales.

Las amilasas en algunos casos para poder ser usadas requieren un
proceso previo de purificaciébn y concentracidén, en otros casos son uti-
lizadas directamente como sucede con las amilasas de malta de cebada.

Desdoblan el almidon y glicégeno. Cuando las condiciones son fa-
vorables el desdoblamiento de los almidones puede llegar hasta azdca-
res camo maltosa. Aunque el proceso de desdoblamiento de los almido-
nes es un proceso complicado ya que en partes se dificulta por el des-
conocimiento de la verdadera estructura de la molécula de almidén.

La accién de las amilasas sobre el almidén se manifiesta por una
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marcada disminucién en la viscosidad, con la formacién al mismo tiempo
de az(cares reductores y siendo negativa la reaccién con el yodo. Sin
embargo, entre los cambios que ocurren no hay ninguna relacién, de
manera que muy bien puede haber una ripida liquefaccién seguida de un
proceso muy lento de formacién de azlcares, o también una rdpida for-
macién de azicares reductores pero un proceso muy lento de transfor-
macién de los productos que dan la coloracién azul caracteristica con
la solucién de yodo.

Por lo tanto las modificaciones que sufre el almidén debido a la
accion de las amilasas pueden ser clasificadas en tres grupos:

—Liquefaccidon o solubilizaciéon del almidén sin lograrse una de-
gradacion de la molécula.

2.—Degradacién de la molécula de almiddén por la formacién de

dextrinas y pequefias cantidades de aztcar. Esta accién se debe
a amilasas dextrinogénicas.

3. —Hidro6lisis del almidén con formacién de un alto grado de azi-

cares reductores como maltosa y dextrosa; esta zccién es debida
a amilasas sacarogénicas.

Ahora bien, se ha encontrado que cuando el almidén no esti pre-
viamente gelatinizado, la accién de las amilasas tropieza con muchas
dificultades debido probablemente a que por la naturaleza de los gra-
nos de almidén la liquefaccién obtenida es casi de ninguna importan-
cia Si al almidén se le gelatiniza, parece ser que la estructura de &l se
debilita y la liquefaccién alcanza entonces un mayor grado.

Sabido es que<la relacidén entre los diversos factores que influyen
en la actividad de los enzimos es muy particular para cada substancia

por lo que como norma deben tomarse en cuenta las siguientes consi-
deraciones:

1.—La destruccién del enzimo varia completamente con la tempe-
ratura.

2.—A medida que aumenta la temperatura la accién de un enzimo
sobre determinado sustrato aumenta de valor hasta determina-

do punto, en el cual la destruccién del enzimo es mayor que la
accién del mismo.
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3.~—La estabalidad de las amilasas depende en algunos casos de
ciertos factores secundarios, tales como la influencia debida a

la presencia de los iones calcio.

4.—En los sistemas complejos de amilasas la temperatura influye
en los productos finales. En la hidrélisis de zimidones median-
te amilasas de malta de cebada si ésta se hace a 47° o bien a
G65.5° C. determina una mayor formacién de azicares en el pri-
mer caso, debido probablemente a la diferente estabilidad tér-
mica de las diferentes amilasas.

LiQueFAaccION.—Es la transformacion de los almidones en subs-
tancias de peso molecular mas bajo. Su efecto visible mds importante
consiste en la reduccién de la viscosidad que bien puede atribuirse a la
formacion de substancias reductoras como dextrinas y azticares proba-
blemente.

El mecanismo de la liquefaccidn del almiddn no se conoce perflec-
tamente por lo que se trata de explicar de dos modos diferentes:

Uno supone que el enzimo ataca exclusivamente las terminales de
la cadena de almiddn formadas por esteres del dcido fosférico.

Otro dice que el enzimo especifico produce dextrinas originando
la liquefaccién del almiddn.

Algunos autores se inclinan a la posibilidad de una relacién entre
liquefaccidén y dextrinificacién y suponen que un solo enzimo es ¢l cau-
sante de los mencionados procesos de liquefaccién y dextrinificacion,
al cual se le ha nombrado como Alfa amilasa.

La Alfa amilasa se desarrolla durante la germinacidon de los gra-
nos de cereales. Su accién se manifiesta sobre el almidén por una ripida
liquefaccidon, conformacidon de substancias que con solucién de yodo ya
no dan una coloracién azul y que al mismo tiempo son de bajo poder
reductor. Al Alfa amilasa por el hecho de formar substancias parecidas
a las dextrinas y muy pocos aztGcares también se le llama amilasa dex-

trinogénica.

DEXTRINIFICACION.—Las dextrinas son productos de degradaciéon de
los almidones. En este proceso se pueden observar cambios graduales
en algunas propiedades como su poder reductor y solubilidad que au-
mentan; la viscosidad disminuye y la intensidad de la reaccién del al-
midén con el yodo también disminuye gradualmente.
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SacarIFICACON.—En este proceso se verifica la formacién de aza-
cares simples como maltosa o glucosa a partir del almidén. Broceso que
se debe a la accidbn de otra amilasa, diferente de la causante de la ac-
ciéa liquefacciente y que se le llama Beta amilasa.

La Alfa como la Beta amilasa pueden transformar el almidén has-
ta azhGcares Gnicamente que la Beta amilasa convierte aproximadamente
60% de almiddn a maltosa, en cambio, la Alfa amilasa ademés de pro-
ducir dextrinas forma también aztcares reductores factibles de fermen-
tarse, siendo en general su accidon dextrinogénica.

l.a Beta amilasa es, por lo contrario, un amilaza de alto poder sa-
carificador ya que transforma un 50-609: de almidén en azGcar reduc-
tor, sin embargo, la reaccion con el yodo adn es positiva.

Con el objeto de hacer un estudio mis completo de las amilasas,
se han desarrollado técnicas para poder separar la Alfa de la Beta ami-
lasas basadas cada una de cllas en las diferencias de ciertas de sus pro-
piedades. Por ejemplo:

1.—S5i un extracto con amilasa se calienta a 70° C. por 15 minu-
tos, y el medio tiene un pH de 6-7 se destruye casi toda la Beta amilasa.
Si por el contrario ese mismo extracto en lugar de calentarlo se le en-
fria a O°C. y se ajustara el pH a 3.3 mediante dcido clorhidrico se des-
truiria la mayor parte de alfa amilasa.

Basindose en este hecho se tendria una manera de separar beta de
alfa amilasa.

2.—S8iguiendo el método de Van Klinkenberg, se pueden separar
las dos amilasas mediante una precipitacion parcial con alcohol. Al agre-
gar alcohol a un extracto de amilasa hasta obtener una concentracién
de GO9 se precipita la alfa amilasa. Si se continda agregando alcohol

hasta obtener una concentracidon de 80¢%: el precipitado es una mezcla
. / P
de alfa y beta amilasa.

3.—El método de Sancec y Waldschmidt Leiz se basa en la selec-
tividad de la beta amilasa en aliimina a un pH de 3.8, la alfa amilasa
permanece en solucién, libre de beta amilasa.

?
4.—El método de Sherman, Caldwell y Doebeling, consiste en pre-
parar alfa amilasa libre de beta amilasa por medio de una precipitacién
parcial de la malta de cebada mediante de sulfato de amonio seguida
de dialisis y una posterior precipitacién con alcohol. )
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Para poder precisar con exactitud el grado liquefaciente o saca-
rogénico de las amilasas se han desarrollade muy variados métodos pa-
ra hacer dichas determinaciones.

El mdétodo mis general para hacer la determinacién de alfa ami-
lasa es ¢l de Wohlgemuth, llamado tambi¢n método de total dextrini-
zacién. Dicho mdétodo auncque no muy exactamente mide la actividad
de la alfa amilasa.

Para la determinacién de la actividad sacarogénica el método mas
general es el de L. R. Sneider, que se basa en la liberacién rapida de
beta amilasa mediante papaina o cisteina, usindose con solucidn regu-
fadora. citratos que impiden la inhibicidn debido a metales pesados.

La actividad sacarogénica se determina mediante ferrocianuro de
potasio, con lo cual se determina poder sacarogénico total, o sea, la
pequeiia accién sacarogénica debida a la alfa amilasa. Si se quiere de-
terminar el poder sacarogénico debido Unicamente a la beta amilasa se
seguird el método de Kneeny Sandstedt.

—11 —




ALMIDON. . S

Se le llama también amilo cuya férmula probablees (C H O ) n,

6 10 5
es el producto de asimilacién mds importante de las células de las plan-
tas, en cuyo rcino se encuentra ampliamente distribuido encontrindose
en casi todos los érganos de las plantas bajo la forma de granos o bien
nédulos.
Se encuentra presente en cantidades considerables en toda clase de
granos como maiz, arroz, trigo, cebada, cte, asi como en tubérculos

como patatas siendo en algunos paises especialmente europeos, la fuen-
te principal para la obtencién de almidén.

En los granos de almiddn el contenido de ellos llamado granulosa
es soluble en agua pero en cambio, la sustancia que forma las paredes
del grano también conocida como celulosa del almidén es insoluble de
tal manera que pueda ser separada fhcilmente por simple filtracién;
este producto filtrado o sea granulosa precipitada con alcohol se obtie-

ne lo que comercialmente se le conoce bzajo el nombre del almidén que
es un polvo amorfo.

El almidén es insoluble en agua fria pero calentado con agua, los
granos de él se gelatinizan.

El producto gelatinoso obtenido al calentar el almidén con agua
se le llama pasta de almiddén y es muy usado para el endurecimiento
de la ropa y como sustituyente de la goma en algunos casos.

A dicho fenémeno se le llama pectinizacién y la temperatura a la
cual el almidén forma una masa viscosa es muy variable segin el tipo

de almidén de que se trate, la cual es caracteristica segin puede verse
a continuacioén.

AITOZ .o i e e 72° .
MaiZ ot e i i e e e e et 67° C.
Centeno .. ..ottt e 56° C.
Trigo ... i 62° C.
Patata ... ... ... ... ol 72° C.

Dicha propiedad es debida exclusivamente a

la amilopectina, pues
con amilasa pura no se forma ninguna pasta.
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Como principal caracteristica del almidén es el color azul brillante
que se obtiene, cuando una solucidén de almiddn es puesto en contacto
con una solucién de yodo; dicho color desaparece al calentar y reaparece
al ser enfriada la solucién.

La coloracién azul caracteristica del almidon que se forma en pre-
sencia del yodo segiin algunos investigadores se debe a la formacién
de un nuevo compuesto quimico, mientras que otros se inclinan a creer
que se debe a un fenédmeno de absorcién.

Cuando al almiddén se le hierve con soluciones de dcidos diluidos

se convierte primeramente en dextrinas y después en un grado méas avan-
zado de la hidrélisis en glucosa.

n (C6H1O05) -~ H2 O—-n CGH12046

La hidrdlisis mediante dcidos diluidos es casi total con la ya men-
cionada formacién de glucosa como producto final, ahora bien; cuan-
do la hidrélisis se lleva a cabo mediante enzimos, entonces como pro-
ducto final se obtienen disicaridos como maltasa, en cuyo caso los ren-
dimientos de la hidrdlisis fluctGan entre 80-859; el 15-209c restante
se puede decir que esti formado por sustancia de peso molecular ele-

vado, las cuales si pueden ser hidrolizadas mediante dcidos diluidos o
con glucosidasas a glucosa, casi en su totalidad.

El resto no Hidrolizado de la molécula de almidén generalmente
osti formado por dcidos grasos, algunos lipidos, sales minerales y subs-
tancias de naturaleza proteica.

Las concentraciones relativas de estas substancias en la constitu-
cién del almidoén varian segin su origen.

La molécula de almiddén es desconocida en su constitucién y se
han elaborado diversas teorias para explicarla, una muy sencilla tien-
de a demostrar que la molécula de almiddén se forma probablemente
por la combinacién de 'n” moléculas de glucosa y con la consiguiente

eliminacién de n o bien (n-1-) moléculas de agua, siendo entonces su pro-
bable férmula molecular.

n (C(H Os) -n H 0 o bien n (C(!—l1 0() - (n-1) H o.
6 12 5 2 5 12 6 =

El valor numérico de 'n” es desconocido aunque se supone es un

nimero muy grande; se considera que las diversas variedades de almido-

—_ 13 —



nes no son otra cosa que mezclas de diferentes compuestos. De un mo-
do anidlogo puede entonces deducirse la férmula de las dextrinas pero
siendo en este caso n indefectiblemente de un valor mucho menor que
en el caso de n en el almidén.

Segin los trabajos desarrollados por Nageli, en 1858 y Maquenne
en 1904 se supone que el almidén esti formado por 2 compuestos:

Amilosa o conocida también como granulosa, es la porcién inter-
na de los granos, amilopectina o conocida también celulosa de almidoén
como mencioné anteriormente forma la parte exterior.

La porcidén interna se encuentra libre de elctrolitos, muentras que
la segunda contiene aproximadamente 0.175% foésforo seguramente

bajo la forma de un esterfosfoérico.

A la amilopectina se le artibuye la propiedad del almidén de for-
mar geles.

La amilosa con el yodo toma una coloracién azul, mientras que la
amilopectina lo hace con un color café violeta. Como el almidén en
la forma como se presenta en la Naturaleza toma una coloracién azul
en presencia del yodo, se supone la amilosa ¢s muis sensible al yodo que

la amilopectina que lo hace mis lentamente.
I

CoNsTITUCION.—DMuy a pesar de los numerosos trabajos hechos,
relativos a determinar la estructura del almidén se puede considerar
como una cuestién sin solucién aan satisfactoria.

Segtyn Richter, mdétodos puramente quimicos son posiblemente de-
masiado rigidos para dilucidar el problemaz, puesto que no se pueden
considerar en ellos cambios no previstos en la molécula del almidén
nativo y las conclusiones+obtenidas por otro camino son en muchos ca-

sos contradictorias.
Se ha encontrado que como resultado de los varios métodos de de-

gradacién del almidén cuando se refieren a la amilosa, siempre se ob-
tienen como productos finales 2 hexosas como maltosa, dihexo sz2no,
amilobiosa, etc., mientras que la amilopectina siempre. da como pro-
ductos finales trihexosas, tales cbhmo hexatriosa, milotriosa, etc.

En términos generales pueden considerarse como los problemas
mis importantes relativos a esclarecer la estructura del almidén los

siguientes:

a) Determinar que tipos de eslabones de unidades de glucosa se en-
cuentran unidos para formar la molécula de almidén.

— 14—
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b)

Verificar si la misma estructura o estructuras se encuentran pre-
sente en todos los tipos de almidones, o bien, si los almidones son
quimicamente heterogéneos, determinar las proporciones relativas
de las diversas estructuras para formar la molécula del almidén.

c) Encontrar las proporciones relativas de las pequeiias cantidades de

substancias no hidrocarbonadas que forman parte de la estructura
de la molécula de almiddn.

Ahora bien, los métodos especificos seguidos por los numerosos
investigadores del problema han sido muy variados,

v Unicamente a
manera de ilustracidn trataré de

mencionar los siguientes:

1.—El método llamado de degradaciéon del almidén logrado me-
diante una parcial polimerizacidn, obteniéndose una substancia
soluble en agua que es también sensible a 1a solucién de yodo
pues da coloracién azul sin tener propicdades reductoras, co-
munmente conocido por almiddn soluble, el cual £L1nd'1d1mu1-

te se supone no es compuesto definido y si una mezcla
ductos despolimerizados.

de pro-
2. —Destilacién del almiddn. Al hacer una destilacidon al vacio de

este se obtiene como producto final levo-glucosas, cuando la
destilacidn es llevada a cabo -

a la presidn ambiente, el produc-
to obtenido es maltol o bien isédmero isomaltol.

3 .—Segin el método de Kirchoff, si el almiddén se calienta con
dcidos minerales diluidos, entonces éste es transformado en
dextrinas y en ocasiones hasta glucosa.

4. —Fl desdoblamiento de los almidones también puede ser lleva-
do a cabo mediante de amilasas, que genéricamente asi se lla-
man a todos los enzimos que atacan los almidones, las cuales
como traté de explicarlo en este trabajo se encuentran azmplia-

mente distribuidas tanto en el reino vegetal como en el reino
animal.

Debido a la accién de las amilasas sobre los almidones,
los productos finales obtenidos en estos casos generalmente
son disdcaridos. Segin los trabajos de O’Sullivan, el rendi-
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miento final es de 8092 maltasa y 209 isomaltosa, cuyo proba-
ble origen de esta es la amilopectina. Segin la intensidad del
ataque por decirlo asi, pueden obtenerse productos intermedios
como dextrinas en proporciones muy variadas.

5.—La accién del bromo de acetilo sobre el almiddn, nos conduce
a la obtencién de un producto aceto-bromo maltosa, segian lo
comprueban los experimentos llevados a cabo por Karrer.

6.—Pictet concluyd en sus experiencias que calentando almidén con
glicerina a 200°C se obtiene di o tri hexosas.

7.—El experimento mas sobresaliente de todos los conduncentes a
encontrar la estructura del almidén, es el verificado por Ha-
worht, Hirst y Web, o sea el de la metilacién del almidén que
consiste explicado brevemente en metilar el almidén ya sea con
sulfato o yoduro de metilo hasta que todos los grupos oxhidrilo
presentes en la cadena original se hayan transformado en gru-
pos metilados, formdndose grupos éteres metilicos y como és-
tos son fuertemente resistentes a la hidrdlisis dcida, el carbohi-
drato ya metilado asi de esta manera puede entonces ser degra-
dado el aziicar con su correspondiente grupo metilico sin haber
sufrido alteracién de ninguna especie.

El producto asi obtenido; la o las metil-glucosas se examina y si al-
guno de los 6 dtomos de Carbono que forman su estructura se encuentran
sin tener su grupo metilico, nos llevard a la conclusién de que dicho
atomo de Carbono es el punto de unién de varias unidades de glucosa
que unidas formaban el carbohidrato original.

El producto final obtenido por éste método es el llamado trimetil
glucosa o almidoén trimetilado de férmula (C H 0 ) (0CH )
G 7 2 3

La hidrdlisis del almidén trimetilado nos da ademds como produc-
tos finales 2:3:4:6: tetrametil glucosa 2:3:6: trimetil glucosa.

Haworth supone debido a los resultados obtenidos que el almidén
tiene en su estructura numerosos restos de glucosa unidos en cadena

por medio de eslabones glucosidicos tal como se unen para formar mal-
tosa.
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Siguiendo por este camino Mac-Dowell obtuvo el mismo pro-
ducto final Gnicamente que haciendo la metilacién directamente, al in-
troducir 2 grupos metilicos por cada resto de glucosa.

crpn cron cron
° o o
" " X H " * " ) "
oN on H o on " ° on " Q mem--
H < on

La mezcla de los oligosicaridos o sea los polisdcaridos mds sim-
ples, que se obtienen mediante la hidrélisis parcial del almidén por éci-
dos se puede metilar.

El producto final asi obtenido, destilado da origen a éteres metilicos
no cristalizables de trisdcaridos o tetrasicaridos correspondientes, segan
los trabajos de K. Freudenberg.

Las madas recientes investigaciones en el asunto establecen que los
2 componentes del almidén, amilosa y amilopectina, difieren fundamen-
talmente de su estructura, pues mientras que la amilosa es una mezcla
de homoélogos de varios grados de polimerizacién y de radicales azfica-
res unidos en una cadena de muy poca o ninguna ramificacién, y con
un peso molecular que fluctha entre 10000 y G000O.

La amilopectina que posee. un peso molecular, mis elevado que se
supone varia entre 50000 y 100,000, tiene por el contrario una estruc-
tura mas ramificada, con uniones mediante grupos hidroxilicos a la ca-
dena principal en posicidén 6 de los radicales de glucosa.

Esto se comprueba por el hecho de que si se lleva a cabo una fer-
mentacién alcohdlica, la amilosa es transformada completamente, mien-
tras que la amilopectina Gnicamente un 75% se transtorma en maltosa.
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CAPITULO 111

PRUEBAS REALIZADAS CON AMILASAS DE MALTA

DACTERIAS Y INONGOS.

Tres mucsiras de amilasas bacterianas fueron probadas.

Amilasa bacteriana 1
1
Amilasa bacteriana 11 -

Amilasa bacteriana 111

Las muestras I y II fueron usadas bajo la forma de extracto y la IIf
en forma de polvo.

Debido a su bajo rendimiento en azfcares, realmente el objeto de
las experiencias fué el de determinar su capacidad liquefaciente del al-

midon soluble y comprobar si habia la posibilidad de ser sustituida la
malta como agente liquefactor.

En consecuencia, el almidén de maiz una vez tratado con las ami-

lasas bacterianas fué posteriormente sacarificado con A. Orizze desarro-
llado en salvado de trigo. La temperatura de conversidon fué de 55°C
(131°F). :
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Agente liquefactor  Relacidn del peso de 9% Alcohol % Conversién

grano en el medio

Malta (Control) Amilasa A. Orizae Maiz

Malta (Control) 1.0 8 o1 6.86 o1.4
A. Bacteriana 1.0 8 o1 6.87 91.5
A. Bacteriana I 1.5 8 91 G.99 92.9
A. Bacteriana I 1.0 5 o1 6.80 91.0
A. Bacteriana | 0.5 5 91 G.51 86.8
A. Bacteriana II 1.0 8 o1 7.02 93.7
A. Bacteriana II 1.5 8 o1 7 .00 93.5
A. Bacteriana III 1.0 8 o1 6.98 92.9
A. Bacteriana I1I 0.5 8 o1 G.88 91.5

Como puede verse por la tabla anterior, ¢l peso de maiz fué el
mismo en todas las determinaciones, siendo el rendimiento tedrico en
alcohol de 7.5%.

Estos resultados indican que cuando cantidades iguales de malta y
preparacién bacteriana fueron usadas, con cstas UGltimas se obtubieron
rendimientos iguales o ligeramente superiores a los obtenidos con malta.
Ademads, con la excepcién hecha de la preparacién bacteriana III que es
una preparaciéon concentrada, cuando el peso de la preparacién bacteria-
na se redujo a la mitad del peso correspondiente al de la malta, hubo un
sensible cambio en el rendimiento de alcohol.

Por otra parte, si bien no hubo una diferencia apreciable en los ren-
dimientos de alcohol cuando se usé malta que cuando se usd la prepara-
cién bacteriana si se pudo apreciar que cuando el almidén fué converti-
do con amilasa bacteriana se encontré una considerable menor viscoci-
dad que en el caso de la malta. Se hizo una rudimentaria prueba de vis-
cosidad determinando con una pipeta volumétrica de 10 c. c. de capaci-
dad el tiempo de escurrimiento para agua, masa licuada con amilasa bac-
teriana y masa licuada con malta encontrindose que los tiempos de es-
currimiento son los siguientes respectivamente:

Agua- masa licuada con amilasa bacteriana; masa licuada con malta
3 15 100 .

Como corolario por lo que respecta a la liquefacciéon del almidén,
las amilasas bacterianas son seguramente varias veces mis potentes que
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las amilasas de la malta, sin embargo, por lo que a la fermentacién al-
cohdlica respecta, con la excepcién de la preparacidén bacteriana III, se
requiere un peso igual de preparaciéon bacteriana, el peso de malta para
obtener un rendimiento en alcohol satisfactorio.

LIQUEFACCION CON ACIDO.

En la tabla II, se puede comprobar que los dcidos siguen siendo los
agentes liquefactores mis eficientes para el pretratamiento del grano.
Rendimientos tedricos de conversién fueron consistentemente obtenidos
93-959% usando 5% de preparacidén de amilasa de hongos. En las ex-
periencias se encontrd que el dcido Gnicamente era satistactorio como
agente liquefactor cuando la amilasa de hongo era usada como agente
sacarificador, porque cuando se usé malta, el cocimiento del almidén
con dcido parece ser en detrimento del rendimiento de alcohol, debido
probablemente a que el dcido hidroliza parte del almidén a dextrinas,
y parte de estas dexirinas pueden ser sacrificadas por las arnilasas del
hongo mientras que no son atacadas par las amilasas de la malta.

TABLA 11
Agente licuefactor  Relacion del peso de 96 Alcohol 9 Conversién

grano en el medio
Licuefactor Maliz

A. Orizae
Malta (Control) 1 8 21 6.86 o1.4
HC1 concentrado 3 8 91 7.15 95.5
HC1 concentrado 3 8 § 91 6.25 84.0

§ Quiere decir Malta.

PREPARACIONES CON HONGOS COMO AGENTES DE
CONVERSION.

Como es ya bien sabido, los hongos contienen un gran nimero de
enzimos: ademis de la Alfa y Beta amilasa, el contenido en enzimos
cualitativa como cuantitativamente varia considerablemente de una es-
pecie a otra.

El hongo usado para llevar a cabo las siguientes experiencias fué
el Aspergillus, orizae el cual se puede desarrollar en muchisimos medios
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teniendo como fuente de carbén substancias tales como polisaciridos,
hexosa, pentosa, triosa. glicerina, Acidos malico, ldctico, citrico, succini-
co, etc., y como fuente de nitrégeno sustancias que varien desde sales
de amonio y nitratos hasta purinas y pirimidinas. Algunos compuestos
orgénicos funcionan simultincamente como fuentes de nitrégeno y car-
bono tales como el Acido rico y una variedad de aminoicidos. Los
hongos ademds requieren pequefias cantidades de sales inorgédnicas pa-

ra su crecimiento, desarrollindose la mayoria kastante bien en el medio
de Czapeck.

La preparacién obtenida se usd en diversas formas para determi-
nar cual es la que da un rendimiento mejor como agente Jde conversidn
de los almidones.

Las muestras empleadas en las experiencias desarrolladas fueron
cuatro preparaciones crudas desarrollando el hongo en salvado de trigo;

dos muestras fueron extractos en agua del hongo desarrollado en salva-
do de trigo.

En las preparaciones crudas usadas, una de ellas consistié en dejar
esporular el hongo por siete dias para determinar si tenfia o no influen-
cia la edad del cultivo y €l grado de esporulacién en la actividad del en-
zimo.

También se hito una prueba acreando el medio donde se desarro-
llaba el hongo para determinar la influencia de la aereacién sobre la
actividad del hongo.

El medio usadc para desarrollar el A orizae se prepard de la ma-
nera siguiente:

Salvado de trigo fué humedecido hasta un 60% de su peso con una
solucién conteniendo FeS04 {0.01 gr. 1000 c.c.) ZaSv4 (0.01 gr.
1000 c.c.), HC1 y el residuo de una fermentaciéon alcohélica previa
de algin cereal hasta obtener un PH de 4.5. Fué posteriorments es-
terilizado 45 minutos bajo una presién de 10 libras.

-Después de enfriarlo a 40°C. una pequefia cantidad de esporas del
hongo fudé mezclada con €, colecdndolo en charolas con falso fondo de
alambre por ¢l que hacia pasar aire manteniendo todo esto dentro de una
estufa a 30 C. Debido al ridpido desarrollo del hongo, después de 24 ho-
ras de la inoculacién hay un aumento de temperatura y como la optima
para el desarrollo del hongo es de 30° a 35°C. se logra mantener en este
nivel rosiando un poco de agua fria estéril sobre el cultivo. Después de
50 a 60 horas la preparacidén estard lista para usarse.
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Cuando se usé esta preparacién cruda, la cantidad en peso fué equi-
valente a la cantidad correspondiente al peso de malta usado en la fer-
- mentacién de control tal como puede verse en la siguiente tabla:

Agente de conversién Relacién del peso de S5 Acohol 9% Conversién
grano en el medio

Amilasa Maiz :
Malta (Control) 8 91 G.5 89.0
A. Orizae I 8 o1 G.54 89.5
A. Orizaec 1 5 o1 G.60 90.0
A, Orizae II 8 o1 6.73 91.0
A, Orizae 11 5 o1 G.59 90.8

I.—Muestra cruda
11 .—Extracto en agua

En todos los casos se usé 19 de malta como agente licuefactor
A) Para determinar el efecto de la edad de la preparacién del hongo
sobre la actividad de la amilasa se hizo la siguiente prueba: '

Sobre ¢l salvado de trigo preparado en forma anilogo al usado en la
prueba anterior se inoculé A orizae y se le desarrollé durante siete
dias a 30°C. hasta obtener una abundante formacién de esporas. El cul-
tivo fué posteriormente extraido en agua y se usd en concentraciones que
variaron de cinco a ocho partes sobre el peso total del grano encontrin-
dose que los rendimientos fueron inferiores que cuando se usé la prepa-
racién con un grado menor de esporulacién tal como puede verse en la
tabla nimero IV.

TABLA IV.

Efecto de la edad (Grado de esporulacién) en la actividad de la
amilasa de Aspergillus Crizae. )
Maiz % de Alcohol

¢% En peso de A. Crizae
bien esporulado §
8 (Malta) o1 6.32
0.50 91 6.54
1.00 o1 ) 6.61
1.50 91 6.60
2.00 o1 G.73 .
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Cultivo joven de

A. Orizae - .
0.10 o1 6.50
0.50 o1 .59
1.00 ot 6.60
1.50 o1 G.G9
2.00 91 G.80

§ Extracto en agua
Tiempo de esporulacién : 7 dias

B) Para determinar el cfecto de la aereacién de la preparacién de la
amilasa del A. Orizae sobre la actividad de ella se llevé a cabo la siguien-
te prueba:

La inoculacién se hizo sobre salvado de trigo preparado en condicio-

nes idénticas a las anteriores con la dnica diferencia que durante todo el
tiempo de desarrollo se le hizo pasar aire durante 24 y 48 horas.

El cultivo con 24 horas de aereacién dié resultados un poco mejores

que los obtenidos con el cultivo 48 horas tal como puede verse en la ta-
bla niimero V.

TABLA V

EFECTO DE LA AEREACION EN LA ACTIVIDAD DE LA
AMILASA DE A. ORIZAE

T Alc. % en volumen Y% en volumen
en 24 horas en 48 horas
Malta
(Control) 6.63 — —
6.73% 5 —
6.66 —_ 5
7.02 10 _—
G6.90 — 10
7.15 15 —_—
7.14" —_ 15

Como agentes de conversién fueron usadas dos muestras en el ex-
tracto de agua de la preparacién amildsica del A. Orizae. Estos extrac-
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tos fueron usados en forma liquida. Se encontré que son estas prepara-
ciones excelentes agentes de conversiéon y los resultados obtenidos pue-
den observarse en la tabla ntimero VI, en la que se podri encontrar que
la cantidad de extracto agregada equivale a las ocho partes en peso de la
malta usada en la fermentacién de control.

TABLA V1

Agente de Conversién  Relacién en peso 9% Alcohol 9% Conversiéon
en 100 partes del

medio
) Amilasa Maiz
Malta (Control) 8 21 G.47 88.6
Muestra 1 4 o1 6.84 93.6
Muestra 2 4 20 G.79 92 .6

A

Para preparar las muestras en forma de extracto en agua y de ahi
obtener los extractos en alcohol a las primeras, esto es, a las muestras en
forma de extracto en agua se les agregd alcohol hasta obtener una con-
centracién alcohdlica de 70%. Al producto precipitado por el alcohol
se le separd y se secd al vacio a 30°C. conteniendo este producto ceni-
zas por un valor de 14 a 16%. Para usar estas muestras para determi-
nar su poder de conversidén Gnicamente se usaron cantidades de extracto
equivalentes a 1 y 29 del peso total del grano, pues por las primeras
prucbas se encontré que este preparado daba altos rendimientos de con-
versidon y que usindolo en una proporcidén que variaria de una a dos par-
tes del peso total del grano se obtenian rendimientos de conversién mads
altos que los obtenidos con ocho partes en peso de malta.

Tanto en esta prueba como en la que se usd la preparacién amila-
sica bajo la forma de extracto en agua se agregd 19 de malta que ac-
tuo cormo agente licuefactor ya que de esta manera la conversidén dié co-
mo resultado un producto mucho menos viscoso que en todas las prue-
bas anteriores.

Sin embargo, debido al nimero tan limitado de pruebas realizadas,
las cantidades respectivas de los diferentes extractos no pudieron ser
determinadas para obtener un Optimo rendimiento en la conversion, ya
que el objeto del trabajo era encontrar la minima cantidad de prepara-
cién amildsica ya fuera bacteriana o de hongo que diese un rendimiento
andlogo a ocho partes en peso del grano total usado en la fermentacidn,
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correspondiendo este peso a la malta que se usé como agente de conver-
sién de control.

Los resultados obtenidos usando amilasa bajo la forma de extracto

en alcohol y después usadas en forma sélida como polvo se encuentran
en la tabla VIL

TABLA VII

Agente de conversion Relacidén en peso %0 Alcohol Y0 Conversidon

en 100 partes del

medio.

Amilasa Maiz
Malta (Control) 8 o1 G.41 88.0
Muestra 1 0.575 91 G.52 89.1
Muestra 1 0.20 o1 6. 46 88.5
Muestra 2 1.0 o1 G .66 21.3
Muestra 2 1.50 o1 6.77 2.5

Segan los trabajos de Hae, Fulmer y Underkefler, cuando la prepa-
racién de amilasa de hongos se agrega en intérvalos hay un aumento en
el rendimiento de alcohol. Esto se comprobé haciendo dos experiencias
usando cinco y ocho partes en peso del grano total de preparacién de ami-
lasa. En un caso se agregaron tres quintas partes del peso de la prepara-
cién de amilasa al tiempo de la conversién y el resto o sea dos quintas
partes del peso de la preparacién de amilasa después de veinte horas de
fermentacién en la e‘cpenencm en que se usaron ocho partes en peso del
grano total de preparacién de amilasa al tiempo de la conversidn se agre-
garon cinco octavos del peso total de la preparacidén y después de veinte
horas de fermentacién los tres octavos restantes. Los resultados obteni-
dos indican que hay un incremento de 1 a 2% en la eficiencia de con-
versién, asi como en el rendimiento de alcohol cuando la preparacidn de
amilasa de hongos es agregada a intérvalos, seglin puede verse en la ta-
bla VIII

TABLA VIII

%% de amilasa agregada % Conversién ¢o Alcohol
Primera adicién segunda adicién

8 —_ 94.0 6.89

5 3 96.2 7.10

5 5 96.0 7.03

3 2 96.2 7.12
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El método que segui para determinar el grado de conversién en ca-
da una de las pruebas realizadas fué un método indirecto. En lugar de
determinar la extensién de la conversién por medios ya fuera fisicos o
quimicos, se hizo una posterior fermentacién alcohélica del rendimiento
en alcohol obtenido se calculé la cantidad de azficar obtenida por la
conversién.

Es decir, para tener una idea del mayor o menor poder sacarogéni-
co de las diversas muestras de amilasas usadas, y asi calcular la propor-
cién en que deberdin ser mezcladas con el grano cocido para obtener una
conversién apreciable, si se hizo su determinacién del poder dextrinifi-
cante y sacarogénico siguiendo el método de NEBRASKA modificado
por Eric Kneen (Cereal Chem 16: 712-723) pero para las diferentes ex-
periencias llevadas a cabo con el fin de simplificar el desarrollo del tra-
bajo, se determiné indirectamente su poder sacarégenico como queda di-
cho anteriormente, valiéndose del rendimiento en alcohol después de
fermentarse el azGcar obtenido por la conversidn.

Aparentemente resulta ilégico lo anterior ya que el hecho de hacer
una fermentacidén alcohdlica implica necesariamente la introduccién de
una serie de factores nuevos que en mayor o menor grado pueden te-
ner una influencia de los resultados finales.

Pero afortunadamente cuanto estos trabajos fueron desarrollados
en los laboratorios de la Casa Joseph & Seagram, la técnica de la fermen-
tacidn alcohélica en el laboratorio, debido al método de los sefiores
Stark, Scalf y Kolachov, habia sido encauzada dentro de limites tan ri-
gidos que la posibilidad de un error debido a fallas de manipulacién
habia sido reducido a un minimo.

Esto fué lo que me indujo a seguir por este camino para determi-
nar la eficiencia de la conversién en las diferentes pruebas realizadas en
lugar de hacerlo directamente en las amilosas, método mas laborioso
para llevarme a la misma situacién. '

Encontrar dentro de todas las amilasas usadas, cual era la mas via-
ble para poder ser usada como un sustituto de la malta en la conversidén
de los almidones.

Con el objeto de uniformizar todas las pruebas realizadas y para
trabajar siempre dentro de las mismas condiciones, todas las fermenta-
ciones se llevaron a cabo siguiendo el método de Stark, Scolfy Kola-
chov el cual es lo suficiente flexible para ser usado en expriencias para
gran variedad de materias primas asi como distintas condiciones de fer-
mentacién. El método parte de preparar 1.5 litros de medio con una
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concentracién de 0.26 Kg. de medio o sea 38 galones de medio por bush
el de gramo que es la concentracién usada en escala industrial.

Movrpo.—El grano se muele en molino hasta obtener una finura
de GO mallas. -

2.—Se determina la humedad del grano secando en una estufa de aire
3 horas a 100-110° C aproximadamente 3 g. de muestra molida.

3 . —CONTENIDO EN ALMIDON.—Contenido en almidén se determina
por el método A.O.A.C. o sea digestéin con HCL.

4 .—CocIMIENTO.—Se ponen 883 c.c. de agua en un recipiente que se
encuentre sumergido en un bafio de agua, debiéndose dotar a dicho re-
cipiente de una agitacién mecinica continua; se calienta a 37.8°C (100°
F) y se agregan 2.33 g. de malta de destileria; posteriormente se calien-

ta a 54.4°C (130°F) y se afiaden 241.2 g. de grano, en nuestro caso
particular maiz.

Se deja entonces de calentar y se ajusta la acidez entre los limites
de pH de 5.6-5.8 con H2S04N teniendo cuidado de regresar cuantitati-
vamente la muestra al recipiente de donde se tomé.

Una vez ajustado el pH, se calienta nuevamente a 76.7°C (170°F)
de tal modo de alcanzar esa temperatura en aproximadamente 20 min.
¥y entonces se determina el volumen midiendo la distancia entre la su-
perficie libre de la masa y al borde del recipiente y se anota.

Entonces se sigue calentando hasta 93.3°C (200°F) aprox. tan ra-
pidamente como sea posible y se mantiene a esta temperatura durante
una hora. Sin embargo, se puede empezar a contar ese tiempo cuando
la temperatura sea de 85°C (185°F). Después de una hora, se agrega
agua hasta igualar el volimen que habia cuando se encontraba a 76.7°C.
Se pone en el autoclave durante una hora bajo 22 libras de presidn.

Como requisito indispensable se tiene que la masa durante todo el
‘proceso anterior esté continuamente agitada, excepcién hecha cuando
se pierde el volumen y cuando esté dentro del autoclave.

CoNVERSION.—Una vez que la masa estd fuera del autoclave des-
pués de una hora, a 22 libras, se pone en un bafio de agua y se le vielve
a agitar continuamente. Es importante tener la temperatura del baifio
de agua entre 71.1°C y 76.6°C (160-:170°F) cuando el grano cocido esté
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enfridindose en él. Se enfria el bafio de agua_a 62.7°C (145°F) y se
agrega el agente de conversién, consistente en 140 c.c. de agua y 20.95
8. de malta de destileria, cuando el grano cocido tenga una temperatura
de 66.6°C (152°F).

El agente para la conversién se prepara unos 30 minutos aproxima-
damente antes de agregarlo al grano cocido, calentindose a 54.4°C
(130°F) inmediatamente antes de aiiadirlo al grano. Esto se hace ca-
lentdndolo en bafio de agua y agitindolo de vez en cuando.

Se mantiene a 62.7°C (145°F) durante una hora, agitando constan-
temente, después de lo cual se enfria ripidamente a 25°C (72°F) y estd
listo el medio para la inoculacién.

INocULACION.—Para preparar la inoculacién, del medio preparan-
do del modo anterior, se toma de un tubo de cultivo de la levadura que
se vaya a usar con una haza de platino, y se pasa a un tubo conteniendo
10 c.c. de extracto de malta con una concentracién de azicares de 16°
Balling. Se transfiere de ese tubo después de 24 hrs. de incubacién a
30°C a 2 veces en el mismo medio a otros tubos conteniendo también
10 c.c. El contenido del tubo producto de la segunda transferencia se
transvasa en Erlenmeyer conteniendo 200 c.c. del mismo medio, se in-
cuba 20 hrs. a 30°C (86°F) y entonces estari lista para usarse como
inoculacién.

) PREPARACION DE LOS FERMENTOS.—Es fundamental para obtener
una buena fermentacién la preparacién de los fermentadores ya que
cualquier error, por pequefio que sea traeri como consecuencia una
contaminacién en la fermentacién y légicamente €l trabajo no tendri
ningin valor. ’

Una vez que el medio esté ya frio para inocularse se le ajusta
nuevamente el pH a un valor de 4.8 con H2SO4N, y se ajusta también
el volimen final a 1500 c.c. )

Se miden en una probeta graduada y estéril 350 c.c. del medio y se
colocan en cada fermentador, previamente esterilizados inoculando con
7-c.c. del medio donde esti la levadura (aproximadamente 29, en vol.
del voliimen total).

A cada fermentador se les adapta en mecanismo para recoger el al-
cohol que puedan arrastrar los gases formados durante la fermentacién,
y que consiste en un tapén horadado con un pedazo de tubo de hule uni-
dos a un tubo conteniendo 50 c.c. de agua destilada y en cuyo fondo
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se colocan-de 2-3 g. de Hg. metilico, y bolas de vidrio para aumentar
el contacto.

Un tubo de vidrio unido al tubo de goma llega hasta quedar tan-
gente a la superficie del mercurio; todo este aditamento debe esterili-
zarse previamente.

RANURA

FRASCO_ _DE 500cc S50cc DE AGUA
N . DESTILADA
360ccDE MOSTO

APROX:

2l.20LAS DE VIDRIO
AMERCURIO

El esquema adjunto dard una idea mis clara de la forma como deba
adaptarse el fermentadorcito en la prueba para el laboratorio.

ANALISIS DE LA FERMENTACION.—El andlisis del medio antes de
la fermentacidn se hace con el sobrante después de inocular los fermen-
tadores. Se centrifuga y el liquido supernadante obtenido es usado para
el analisis, en el que se hacen las siguientes determinaciones:

1.—pH con el Pontenciémetro.
Acidez. Se toman 10 c.c. de muestra centrifugada y se tratan con
0.IN NaOH, usando fenoftaleina como indicador. l.os resultados se
dan simplemente como ¢ ¢ de NaOH O.IN por 10 c.c. de muestra.

2 .—Concentracién en aztcar. )
a) Maltosa, que se determina siguiendo el método de Stiles. Pa-
terson & Fred. para azicares reductores.
b) A=zGcar total. De la muestra centrifugada se toman 5 c.c., se
hidrolizan con 5 c.c. de HCI 1.38 N en bafio de Maria dos horas
y media y después se sigue el método para determinar aziicares to-
tales de Stiles. Peterson s Fred. i .
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3.—Balling que se determina en la muestra filtrada con un hidrémetro.

- . - X B - J
Una vez terminada la fermentacidn, el andlisis de la muestra consiste
en las siguientes determinaciones:

1.—%% Alcohol. Se agita perfectamente el fermentador, se pesa y se
calcula el peso del mosto en €1, se toma exactamente la mitad de él
qgue se pasan’ a un matraz de destilacién junto con 25 ¢. c¢. de agua,
contenidos en el tubo del fermentador. Se destilan 100 c.c. procu-
rando que el recipiente en donde se reciba ¢l destilado sea un frasco vol.
y se encuentre en hielo. Una vez destilados 100 c.c. se deja que el
frasco tome la temperatura ambiente, se enraza ¢l menisco a la marca del
cuello del matraz y se determina el 96 del alcohol por medio de un re-
fractdmetro de inmersién o de un ebullidmetro.

2. —pH

3.—Acidez de un modo anilogo al de la muestra antes de la fermenta-
cién.

4 -~—Balling por medio de un hidrémetro.-

5. ~—AzGcar total.

De la misma manera que en la muestra antes de la
fermentacidn.

INTERPRETACION DE RESULTADOS

El mosto debe tener una concentracidn inicial en azGicares aproxi-
madamente de 12 gramos por 100 c.c. Una concentracién menor indica-
rd un pobre cocimiento y bajo contenido en almidén en el grano. pH fi-
nal arriba de 4.0. Un pH mds bajo indica una contaminacion bacteriana.

AcipEz.—Debe variar de 3.5-4.5. Una alta acidez, de la misma manera
que un pH bajo, indica contaminacién bacteriana.

BALLING FINAL.—Oscila entre 0.3 y 0.7 este valor para indicar una fer-

mentacién completa. Un valor alto tendria como corolario
que la fermentacién no estaba terminada.

CONVERSION.—Debe ser su alrededor de 989, un porcentaje mais bajo
P ] )

indicard un pobre cocimiento o bien lz malta de bajo poder
diastdsico.
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CALCULO DE LA EFICIENCIA DE LA FERMENTACION

El cdlculo de la eficiencia de la fermentacidn se determina basindo-
se en la cantidad de aziicar fermentada, aplicando la siguiente férmula:

zrs. de alcohol absoluto obtenido

x 100
azticar inicial — azticar final X 0.511
grs. de alcoho!l absoluto obtenido == 97 de alcohol X 0.791
Ejemplo:
%% de alcohol = 7.19
azicar inicial == 12.06
azGcar final == 0.60

7.19 X 0.791 X 100
=95.41

{12.06 — 0.60) 0.511

El método utilizado para la determinacién de la concentracién de
azdcares antes y después de la fermentacién fue el de Shiles. Peterson
y Fred, que puede ser empleado para muestras cuyo contenido en azica-
res reductores varie de 0.5 a 2 mgr. especialmente cuando se hallen en

cultivos bacterianos.

I.—REACTIVQOS Grs. litro
CuSO4, SH2O | . e e 5.0
NazCO3 (anhidro) . .......... ... ........ 40.0
KT o e e e e e et 10.0
KIO3 e e e e e e e e e e 0.7
K2C 204 | e e e e e e e e e e 18.4

7.5

El carbonato de sodio, se disuelve en cerca de 400 c.c. de agua ca-
liente, se agita y se agrega el sulfato de cobre que junto con el dcido tar-
tirico han sido previamente disuelto en 150 c.c. de agua. El yoduro y
el yodato se disuelven en 250 c.c. de agua, se agregan a la solucién
alcalina de sulfato de cobre y se completa el volumen a un litro.

:
s
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2.—SOLUCION DE ACIDO SULFURICO.

27 c.c. de Aacido sulftarico concentrado (1.84 de densidad) se di-
luyen a un litro, obteniéndose asi una solucién normal de 4cido sulfa-
rico, que si se desea se puede ajustar cxactamente.

3.—SOLUCION DE TIDSULFATO.

25 gr. de tiosulfato de sodio y un gramo de sosa caitstica se di-
suelven en agua y se diluyen a un litro. Esta solucién se estandariza
contra una solucién valorada de K2Cr207 OIN,

Para preparar esta altima solucién 4.9033 grs. de dicromato de
potasio puro y secado previamente varias horas a 110°C se disuclven

en agua y diluyen a un litro 25 ¢.c. de esta solucién se pone en un vaso
de precipitado que contienen 3 grs. de yoduro de potasio vy 10 c.c.
HC1 concentrado. Se diluyen a 500-600 c.c. y se titulan con la solu-
ci6én de tiosulfato. Cuando se esté llegando al punto final de la reac-
cién se agrega la solucién de almidén. Cuando este pasa de un color
azul a ligeramente verde, se ha llegado al punto final de la reaccién.

Si se ha estado usando tiosulfato de sodio puro, no se deberin

s
consumir mas de 25 «¢.c. y la solucién podrd facilmente ser ajustada

a 0.1 N diluyéndola con agua. Si por ejemplo en la titulacién se gas-
taran 24.7 c.c. de tiosulfato, a cada 24.7 c.c. de esta solucidn se les

agregari 0.3 c.c. de agua.

La solucién de tiosulfato asi preparada guardardi sus propiedades
por un tiempo mayor de un afio. Para hacer una solucién 0.005 N de
tiosulfato de sodio, 25 c.c. de esta solucién se diluirin a 500 c.c. y
se deberi en todos los casos usar unos dias a madas tardar después de

haberse preparado.
4—ACETATO DE PLOMO BASICO.

Se prepara haciendo una solucién en agua al 30% de acetato de plo-

mo puro.
5.—SOLUCION DE FOSFATO DISODICO.

Para quitar el exceso de piomo se usa una solucién al 10% de fos-
fato Qisédico; se requieren 3 c.«. de esta solucién por cada c.c. de solu-
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cién de acetato de plomo usado. Agréguese fenolftalecina y neutrali-
cese si estd dcido o alcalino.

PREPARACION DE LA MUESTRA PARA EL ANALISIS
t

Normalmente se clarifica la solucién agregando el acetato de plo-
mo, filtrando y quitando el exceso de este con carborato de sodio u otro
precipitante.

El precipitado formado se decanta del liquido sobrenadante. Se
colocan 25 c.c. del cultivo o menor cantidad dependiendo del conteni-
do en azlGicar, en un matraz, se agregan unas gotas de fenolftaleina y
se neutraliza con WNaOH. Se agrega un c.c. de solucién de acetato, se
agita y después se agregan 3 c.c. de solucién de fosfato. Se necutrali-
za, se diluye a 50 c.c. y se¢ mezcla bien. Se deja reposar y se toma la
parte alicuota necesaria para el andlisis. Debe cvitarse un exceso de

acetato de plomo ya que parte del azicar presente puede ser arrastrado
por el precipitado.

DETERMINACION

Se tomuan 5 c.c. del reactivo en un tubo de 50 c.c. de capacidad y
se agregan de 1 2 5 c.c. dependiendo de la cantidad de aztcar presente
en la mezcla clarificada. Si se agregan menos de 5 c.c., se agrega su-
ficiente agua hasta hacer un volimen de 10 c.c. Al mismo tiempo se
lleva una prueba en blanco con 5 c.c. de agua y 5 c.c. del reactivo. Se
tapan los tubos con taponcs de corcho para evitar una posible oxidacion y
se calientan 15 minutos en agua hirviendo. Se enfria, se agregan 5 c.c. de
H2804.N se agita bien y se deja reposar un minuto; se agrega entonces so-
lucién 0.005 N de tiosulfato de sodio y unas gotas de almidén como indi-~
cador.

Se continGa la titulacién hasta que el color azul caracteristico del yodo
ha desaparecido.

Para conveniencia en la titulacién es posible obtener mgr. de azt-
car directamente de la diferencia en la titulacién entre la muestra y la
prueba en blanco.

Cuando se toma 1 c.c. del cultivo para esta determinacién se
aplicari lo descrito anteriormente; para muestras que contengan hasta
0.2% de glucosa. Si el porcentaje de azicar es mds alto, es necesario
entonces diluir la muestra. Para muestras que contengan 0.5% de az-
car la dilucién mds comoda es 1:0.
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: CAPITULO 1IV.

CONCLUSIONES.

1.—Las preparaciones amildsicas bacterianas usadas dieron una
liquefaccion satisfactoria del grano de cereal cocido cuando se empled
un peso de la preparacién amilisica de bacterias andlogas al peso de
malta usado en las pruebas de control.

2.—Todas las preparaciones crudas de amilasa de hongo utiliza-
das, fueron eficientes factores de conversién. En este caso la eficiencia
de conversién fué tan alta como la conversién obtenida con malta y, en
consecuencia, los rendimientos en alcohol.obtenidos usando como agen-
te de conversién preparaciones crudas de amilasas de hongos fueron si-
milares a los obtenidos cuando el agente de conversién usado fué malta.

3.—Cuando el agente de conversién usado fué un extracto en agua
de la preparacién amildsica de hongos se obtuvo una magnifica con-
versién, la cual mejoré cuando como agente de conversidon se usé el
producto obtenido de la extraccién con alcohol de la preparacién de
amilasa de hongos ya que en esas condiciones se obtuvg una conversién
aniloga a la de la malta con un peso tres y cuatro veces menor.

4.—Haciendo el cocimiento del grano con tres partes de HC1 1.19
de densidad parece ser que se obtiene el método mids eficiente para la
liquefaccién del almidén.

S.—Un ligero aumento en el rendimiento de alcohol que experi-
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mentalmente se comprobé varia de 1 a 29 se debe a la adicién de la
amisala de hongos a intervalos.

Los resultados obtenidos indican que las preparaciones de amilasa
pueden ser usadas como buenos agentes de conversién de almidones,
ya que en términos generales los rendimientos asi obtenidos son sirni-
lares a los rendimientos obtenidos con malta como agente de conver-
sién amén de una competencia desde el punto de vista econémico.
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