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Los estudios del aguamiel y el pulque, desde varios puntos de vista, se iniciaron en el afio de 1772, segun
diversas resefias bibliograficas.

Las primeras referencias que se tuvieron de la existencia del Lactobacilos en el aguamiel y el pulque, fueron
dadas a conocer por Lindner (7) en sus trabajos publicados en Alemania, como resultado de los estudios hechos
durante su estancia en México. Dicho autor sefiald la presencia de un bacilo al que llamé Bacillus acidificans o
bacteria filamentosa, sin dar mayores datos.

Morton, en su tesis de examen profesional, volvi6 a hacer mencion de dicho bacilo incluyendo unas
microfotografias y no aportando mayores datos (9).

Nieto y Maecke (10), en 1938, presentaron una resefia morfoldgica y bioquimica, acerca de una nueva especie
de Lactobacillus aislada por ellos en una muestra de aguamiel, procedente de la Hacienda de Zoquiapan, en el
Estado de Tlaxcala, y a la cual denominaron Lactobacillus patonii.

Sanchez-Marroquin y Wild (14) reportan uno de los trabajos mas recientes sobre la presencia de Lactobacilos
en el aguamiel y el pulque con un estudio taxonémico y bioquimico de las cepas aisladas.

El &cido lactico puede ser obtenido por métodos quimicos (8) o por fermentacién. Los primeros no son aun
aplicables a la industria, por lo cual se utilizan los métodos de fermentacion (12, 15).

En la produccién del acido lactico por fermentacion, se utilizan una gran variedad de substratos que contengan
hidratos de carbono a los que se les afade substancias accesorias de la fermentacién, tales como brotes de malta
agua de cocimiento de maiz residuo de grano fino, etc.

El objeto de este trabajo es el de averiguar si usando las melazas como fuente de carbono para la fermentacion
en condiciones de laboratorio, es posible obtener acido lactico en cantidad aceptable, empleando capas de
Lactobacilos aislados del pulque.

MATERIALES Y METODOS
a) Procedencia de las muestras.

Para el desarrollo del presente trabajo, se pensé en utilizar las cepas de Lactobacilos aisladas con anterioridad
del aguamiel, del pulque (14) en el Laboratorio de Microbiologia Experimental de la E. N. C. B., pero juzgando que
seria preferible reaislar las mismas cepas, se procedié a su obtencion.

b) Técnica de aislamiento y medios de cultivo.

El método de aislamiento que mejores resultados dio, es el que sefialan Sanchez-Marroquin y Wild (14), el cual
consiste en hacer frotis y coloracion de Gram a varias muestras de pulque.

Aquellas que mostraron una gran cantidad de bacterias semejantes al Lactobacilo, se sembraron en estria, en
placas con medio Num. I; se incubaron a 28° C. durante 5 a 6 dias y se procedid a la localizacion de las colonias en
el microscopio binocular de diseccion, marcandose aquellas que presentaron caracteristicas de colonias de
Lactobacilos.



De las colonias seleccionadas se tomd una porcion para hacer frotis y coloracién de capsulas, por el método de
Dorner modificado. En vista de que todas las colonias seleccionadas presentaban microorganismos contaminantes,
se procedio a la purificacién siguiendo la siguiente secuela:

1. Siembra en medio Num. | Liquido, e incubacion a 28° C. durante 5 a 6 dias.

2. Resiembra en placa con medio Num. | sélido del cultivo obtenido en el medio liquido e incubacién a 28° C.
durante 5 a 6 dias.

3. Observacion, frotis y coloracion de capsulas de las colonias obtenidas.

En los casos en que se obtuvo una colonia pura, se resembré en tubos con el medio NUm. | sélido inclinado. Si
en la preparacion se encontraban todavia gérmenes contaminantes, se repetian las operaciones sefialadas, hasta
lograr un completo aislamiento

Cuando las colonias de Lactobacilos fueron pequefas, se tomaron con el asa, se resembraron en el medio
Num. | liquido, se incubaron a 28° C. por 5 a 6 dias y se hicieron frotis y coloracion de Dorner, desechandose
aquellos tubos que no presentaron formas semejantes al Lactobacilo. Sl el cultivo presentaba éstos pero estaba
contaminado, se hacia el aislamiento por el método antes sefalado

Finalmente se obtuvieron seis cepas, las cuales se denominaron de la siguiente manera: C-35, C-36, C-36',
B-121, B-123 y N-22.

En las comparaciones de fermentacién, con una de nuestras cepas se utilizo la cepa L. plantarum Nim. 10,012
de la American Type Culture Collection.

Los medios de cultivo fueron los siguientes:

MEDIO NUMERGO |

Medio de Aguamiel (14).

Aguamiel 250.0 ml.

Extracto de levadura 10.0 g.

Glucosa 5.0g¢.

Riboflavina 2.0 microgramos/ml.
Acido nicotinico 2.0 microgramos/ml.
Agua 250.0 ml.

MEDIO NUMERO Il
Medio de Snell (18).

Hidrolizado acido de caseina 05 %
Triptofano 0.01 %
Cistina 0.01 %
Glucosa 1.00 %
Acetato de sodio anhidro 0.60 %
Adenina 10.00 p.p.m.
Guanina 10.00 p.p.m.
Uracilo 10.00 p.p.m.
Acido nicotinico 0.10 microgramos/ml.
Tiamina 0.10 p.p.m.
Pantotenato de calcio 0.10 p.p.m.
Piridoxina 0.10 p.p.m.

Riboflavina 0.20 p.p.m.



Biotina (concentrada) 0.40 'p'artes por billon de

biotina pura.
Sales inorganicas:
Sol. A 5.00 ml.
Sol. B 5.00 ml.
La solucién de sales tuvo la siguiente composion:
Sol. A. Sol. B.
KoHPO4 5g. MgSO4 7H20 20g.
KoHPO4 5g. NaCl. 0.1g.
Agua 50 ml. FeSO4 7H20 0.1g.
MnSO4 4H20 0.1g.
Agua 50.0 ml.

Los ingredientes del medio de Snell se prepararon de acuerdo con las indicaciones sefaladas por el autor (18).

MEDIO NUMERGO llI

Medio de Snell modificado por Chaldelin et al. (6)

Hidrolizado acido de caseina 404g
Peptona tratada con alcali 10.0g
Glucosa 40049
Acetato de sodio anhidro 240g
Extracto de levadura alcalinizado 20g
Cloruro de cistina 0.2 mg.
Riboflavina 0.2 mg.
Sales inorganicas

Sol. A. 5.0 ml.
Sol. B. 5.0 ml.
Agua a completar 1000.0 ml.

MEDIO NUMERO IV

Sacarosa comercial 10.0 g.
Extracto de levadura 0.5¢.
Riboflavina 0.2 mg.
Acido nicotinico 0.2 mg.

Sales inorganicas:

Sol. A 0.5 ml.
Sol. B. 0.5 ml.
Agua a completar 100.0 ml.

La sacarosa se hidroliz6 con HCI Q. P. al 1% en autoclave con llave de vapor abierta durante una hora; se
neutralizd con sol. de NaOH concentrada y se agregaron las demas sustancias.



MEDIO NUMERO V

Miel incristalizable 200.0 g.

Extracto de levadura 7.5 mg.
Riboflavina 3.0 mg.
Acido nicotinico 3.0 mg.

Sales inorganicas

Sol. A 7.5 ml.
Sol. B. 7.5 ml.
Agua a completar 1500.0 ml.

En este medio la miel se disolvié en un litro de agua y se hidrolizé con HCI Q.P. al 1% en Arnold, durante una
hora: se neutralizé con solucién de NaOH concentrada y se agregaron las substancias restantes.

Se hizo otra fermentacion sustituyendo el extracto de levadura por agua de cocimiento de maiz, por ser un
material bastante rico en nitrégeno y vitaminas y se agregé el medio V a una concentraciéon de un 4%.

Todos los medios antes citados se ajustaron a un pH de 6.6 a 6.8 y se esterilizaron a 15 libras de presion
durante 15 minutos. Para la preparacién de los medios sdélidos se afiadié agar al 2.5 g%.

El Medio numero | se utilizd para el aislamiento de las cepas, asi como para la obtencion del lactato de zinc.
El medio namero Il se usé como medio de conservacion.

El medio numero Ill como medio base para investigar la accion bioquimica y los productos (indol, H»S,

reduccion de nitratos, etc.) resultantes del metabolismo. Para esta investigacion se modificé el medio de la siguiente
manera:

Para nitritos, medio numero 11l con KNO3 al 0.1 g%.

Para indol, medio Ill sin glucosa.

Para H»S, medio Il sélido con acetato basico de plomo al 0.1 g%.

El estudio de la fermentacién de algunos carbohidratos, se llevé a cabo usando el medio ndmero Il con el
azucar prueba a la concentracion de 1 g% y con purpura de bromocresol al 0.4%, suprimiendo la glucosa del mismo
medio.

Para observar la formacion de gas, se utilizaron los medios | y Il en tubos de Smith. En la prueba de la
catalasa, se uso el medio Il sélido.

Para observar la licuacion de la gelatina se utilizo el medio numero 1l con gelatina al 12%.
También se estudié la accidn en la leche simple y con purpura de bromocresol.

c) Identificacion de las cepas.

Con las 6 cepas, se practicaron las siguientes pruebas de identificacion:

1. Prueba de llosvay's para nitritos.

2. Prueba de Ehrlich para indol.

3. Prueba de H5S por el ennegrecimiento del medio.

4. Pruebas de fermentacion de carbohidratos observado el vire del indicador.



5. Prueba de catalasa afadiendo HoO» en el tubo de cultivo y observando la aparicién de burbujas.

6. Reaccion de Eegriwe para el acido lactico.
7. Accion en la gelatina.
8. Accion en la leche simple y con purpura de bromocresol.

Tanto la investigacion de indol, nitritos, HoS, catalasa, gas y acido lactico, como las pruebas de fermentacion

de azucares, se llevaron a cabo a los 6 dias de incubacidn; la licuacidn de la gelatina y la accién en la leche simple
y con purpura de bromocresol, a los 10 dias de incubacién.

Todas las pruebas anteriores usadas para la identificacién de este género de bacterias, vienen descritas en el
Manual de Métodos de la Sociedad de Bacteridlogos Americanos, asi como en otros manuales de Bacteriologia.

d) Estudios previos a la fermentacion.

La capacidad fermentativa de las cepas aisladas, fue estudiada probandolas en el medio numero | liquido. Esta
fermentacion se realizé de la siguiente manera:

Se prepararon matraces conteniendo 200 ml. del medio [, liquido y tubos de ensayo conteniendo 10 ml. del
mismo medio. Se tomé una alicuota de 10 ml. de cada matraz para determinar azucares reductores y acidez total.
El método utilizado para el cuanteo de los azucares fue el de Hagedorn-Jensen modificado por Blish y Sandstdet (3)
y para la acidez se titulé con solucién de NaOH 0.1 N usando como indicador el azul de timol.

Se inocularon los tubos con una asada de un cultivo reciente de Lactobacilos y se incubaron a 28° C. durante 2
dias, comprobandose la pureza del cultivo por frotis y coloracién de Gram. Se inoculan asimismo los matraces con
el contenido de los tubos y a medida que progresé la fermentacion, se tomaron muestras para determinar el
consumo de azucares y la cantidad de acido formado. En esta fermentacién no se usé6 ningun neutralizante.

e) Actividad éptica del acido producido.

Como la cepa C-35 es la que tiene la mayor capacidad fermentativa, fue la utilizada para estudiar la clase de
acido producido por esta bacteria. Esta identificacion se logré preparando las sales de zinc del acido lactico y por el
agua de cristalizacion y la rotacion especifica de dicha sal se conoce la forma dptica del acido.

La obtencién del lactato de zinc se logro de la siguiente manera:

Se preparé una fermentacion mayor, utilizando 15 litros del medio numero I; hidrolizando el aguamiel con HCI
Q.P. al 1% en Arnold durante una hora, se neutraliza con sol. de NaOH y se afiade el extracto de levadura a una
concentracion de 0.2 g%.

Para la preparacion del indculo, se sembré la cepa en un tubo de ensayo conteniendo 10 ml. del medio antes
citado, y se incubé a 28° C. durante 48 horas; se vertié su contenido en un matraz con 100 ml. del mismo medio y
se incubd durante 24 horas a 28° C., pasandose a otro matraz con 750 ml. del mismo medio, el cual se incubo otras
24 horas mas y finalmente con este liquido, se inocul6 el frasco que contenia el medio por fermentar. Esta
fermentacion se efectu6 durante 14 dias utilizandose como agente neutralizante, el CaCO3 que fue agregandose,

con intermitencia irregular, a medida que progresaba la fermentacion. Los azlcares reductores se cuantearon por el
método ya antes citado.

Terminada la fermentacion, se filtré el liquido fermentado y el filirado se concentrd; este concentrado se
acidificd con acido sulfdrico a un pH de 2 utilizandose el azul de timol como indicador; se filtré después y éste se
extrajo con éter etilico durante 48 horas con un extractor de continuo.

Se agreg6 agua al extracto etéreo eliminando éste por destilacion; se hirvié entonces la solucién con un exceso
de carbonato de zinc libre de alcali, para formar las sales de zinc del acido lactico. Se filtr6 esta solucién y el
precipitado se lavé afiadiéndose las aguas de lavado, al filtrado; este se decoloré con carbon "Norit B" se filtro y el
filtrado se evaporé a 50-60° C. hasta que principio la cristalizacion. Se agregé alcohol etilico al 50% y se dejo
reposar durante la noche para que fuera completa la cristalizacion. Se filtré6 nuevamente y los cristales de lactato de
zinc que resultaron se lavaron con alcohol de 95%, luego con éter y fueron secados al aire (21).



Con el lactato de zinc obtenido se llevaron a cabo las siguientes determinaciones:

I. Agua de cristalizacién. El agua de cristalizacion se determiné desecando a 100-110° C. una muestra de
lactato de peso conocido, hasta obtener un peso constante.

Il. Rotacién especifica. Se determind la rotacion especifica en el polarimetro por el método directo (22). Se
pesaron 1.5310 g. de lactato de zinc y se diluyeron a 25 ml. a 20° C.

lll. Pureza del lactato de zinc. Para conocer la pureza de la sal se calcind una muestra pesada, hasta peso
constante. Los datos obtenidos fueron los siguientes:

Peso de la muestra = 1.88
Peso de las cenizas = 0.33
Porciento de ZnO en el lactato = 33.09%

f ) Fermentacion.

La fermentacion de la sacarosa comercial y de las melazas se hizo comparativamente utilizando una de las
cepas aisladas, la C-35, y una cepa de coleccion: el L. plantarum Num. 10012.

Las condiciones utilizadas en la fermentacién fueron las siguientes:

1. Concentracion del sustrato. La concentracién de la sacarosa comercial y de las melazas fue
aproximadamente de 10%. También se us6 la melaza a una concentracion cercana a un 20%.

2. Temperatura. La temperatura utilizada para la fermentacién y para la inoculacién de las cepas fue de 28° C.
3. pH. El pH inicial del medio por fermentar fue de 6.6 a 6.8.
4. Pureza de las cepas. Se comprobd por coloracion simple y por Gram.

5. Inoculacién. El inéculo para la fermentacion de la sacarosa hidrolizada se preparé tomando una asada de un
cultivo reciente de Lactobacilos, sembrandola en tubos que contenian 5 ml. del mismo medio, incubandolas 48
horas a 28° C. y vertiendo su contenido en los matraces de fermentacion.

El in6culo para la fermentacion de las melazas se preparé sembrando los Lactobacilos en tubos que contenian
5 ml. del medio de melazas y se incubaron 48 horas a 28° C. vertiendo el contenido del tubo, en matraces que
tenian 100 ml. del mismo medio volviéndose a incubar durante 24 horas y pasando su contenido a los matraces de
fermentacion. Estos indculos representan un 5% del volumen del liquido por fermentar.

6. Neutralizacion. Como agente neutralizante se utilizé el CaCO3 que fue afiadido intermitentemente a medida
que progresaba la fermentacion.

7. Tiempo de incubacién. El tiempo de incubacion fue de 7 dias.

8. Adaptacion de las cepas. Las cepas fueron acostumbradas a crecer en el medio de melazas, sembrandolas
por pases sucesivos en un medio de melazas sélido.

Para efectuar la fermentacion de la sacarosa comercial hidrolizada, se prepararon matraces conteniendo cada
uno de ellos 100 ml. del medio niumero IV. Para la fermentacién de las melazas los matraces de fermentacion
contenian cada uno de ellos 500 ml. del medio nimero V.

g) Métodos de analisis.

1. Determinacién de azucares. Los azucares se determinaron en todos los casos por el método de
Hagedorn-Jensen modificado (3).

2. Obtencién del acido lactico como lactato de calcio. El método utilizado es el descrito por Olivé y Burton con
ligeras modificaciones (5, 11). El medio fermentado se calienta en bafio de Maria y se filtra al vacio. Se ajusta la
concentracion de iones hidrégeno del filirado a pH de 5 a 6 afiadiéndole unas gotas de acido lactico Q.P., se agrega
carbon "Norit B" al 2% en volumen y se filtra. Si el filtrado presenta algun color, se ajusta el pH de 7 a 8 agregandole



un poco de Ca(OH)2 en polvo; se afiade carbon y se filtra. Esta operacion se repite varias veces hasta que el
filtrado no tenga o sélo presente un ligero color.

A continuacién se procede a concentrar al vacio el filtrado hasta una concentracion de 15° Baumé. Se pone el
concentrado en el refrigerador durante una noche para que cristalice el lactato.

Se lava el lactato 2 6 3 veces con agua fria recogiéndose las aguas de lavado, y como éstas contienen todavia
lactato se procede a concentrarlas al vacio. Se recristaliza el lactato y se lava, desechandose las aguas de lavado.
Se afiade este lactato al obtenido anteriormente y se seca en estufa a 30° C., subiéndose lentamente la
temperature hasta 50-60° C. Ya seco el lactato, se muele a polvo fino y se guarda para su andlisis.

Para conocer la pureza en acido lactico del lactato obtenido en la fermentacién, se procedié a cuantear dicho
acido por el método colorimétrico de Barker-Summerson (2) utilizando el Espectrofotdometro Beckman, modelo D. U.

3. Determinacion de alcohol. La determinacion del alcohol se hizo mediante el método oficial de la A.O.A.C. (1).
Se tomé una muestra del liquido fermentado y se destild. La densidad del destilado se determiné mediante el uso
del picnémetro.

4. Determinacion de acidos volatiles. Los acidos volatiles se determinaron segun el método de la A.O.A.C. Se
tomoé una muestra del liquido fermentado y se destilé con arrastre de vapor de agua. El destilado se titulé6 con
solucién 0.1 N de NaOH usando la fenolftaleina como indicador.

RESULTADOS

1. Cepas. Las cepas se aislaron del pulque, previa bacterioscopia sembrando en estria en placas que
contenian el medio numero I. Incubando a 28° C. durante 5 dias y purificandolas mediante técnicas bacteriologicas
usuales, seleccionando 6 para estudios posteriores.

2. Caracteristicas morfolégicas y bioquimicas de las cepas. Todas las cepas presentaron caracteristicas
morfoldgicas y bioquimicas semejantes. En frotis tefidos, todas las cepas fueron muy similares en lo que se refiere
a su forma; bastones de lados paralelos, extremos rectos o ligeramente encorvados, no ramificados y se
presentaron en cadenas de 2, 3, 4 6 mas elementos (ver cuadro nimero 1).

En los medios de cultivo utilizados, presentaron las siguientes caracteristicas:

Placa con medio num. | sélido. Las colonias tenian el siguiente aspecto:

Tamano de 1 a 3 milimetros.

Superficie rugosa.

Forma irregular y convexa.

Bordes difusos.

Color blanquecino.

Consistencia butirosa.

Tubo con medio num. | sembrado en estria. Crecimiento abundante, aplanado, liso y de color blanquecino.

Tubo con medio num. Ill sembrado en estria. El crecimiento es semejante al anterior.

Tubo con medio num. | sélido sembrado en picadura. Crecimiento de pequefias colonias a lo largo de la linea
de inoculacién. No hubo crecimiento en la superficie del medio. En tubo con gelatina y Sembrado en picadura el
crecimiento fue escaso y no presento licuacion

Tubo con medio num. | liquido. A los 3 dias de incubacion los tubos presentaron turbidez; a los 5 dias, se
formo en el fondo del tubo un precipitado compacto de color blanco y el liquido se volvié transparente. No hubo
formacién de pelicula.



En el medio num. Ill liquido el aspecto fue semejante.
Todos los medios de cultivo se incubaron 5 dias a 28° C.
En cuanto a las caracteristicas bioquimicas fueron las siguientes:

Todas las cepas dieron negativas las pruebas de indol, nitritos, HoS, coagulacién de la leche simple y con
purpura de bromocresol licuacion de la gelatina, catalasa y produccion de gas.

Todas dieron positiva la reaccion de Eegriwe para acido lactico.

Respecto a la fermentacion de algunos carbohidratos, los que mas rapidamente fermentaron en orden de cita,
fueron los siguientes: levulosa, arabinosa, xilosa y glucosa, en cambio no fermentaron la maltosa y la sacarosa.
(Cuadro N° 2.)

En la prueba efectuada para conocer la capacidad fermentativa de las cepas, se encontrd que la que tiene
mayor capacidad es la C-35, ya que consume el 84.1% del azucar total del medio siendo también la que produce la
mayor cantidad de acido por titulaciéon. Le siguen las cepas N-22, B-121, B-123 y C-36'. Los resultados de esta
prueba estan anotados en la Tabla N° 1 y se expresan en g. de glucosa en 100 ml. de medio. Los resultados de
acidez por titulacién se muestran en la Tabla N° 2 y estan expresados en milimetros de NaOH O.IN gastados al
titular 5 ml. del medio fermentado.

Con respecto al lactato de zinc, se obtuvieron 30 gramos. En la determinaciéon de su agua de cristalizacion se
encontré que la sal contenia un 18% de agua.

En el polarimetro se observd que el lactato es inactivo, ya que no desvia el plano de luz polarizada.

De 1% de ZnO obtenido en la calcinacion (33.09%) se nota que el resultado se aproxima al contenido teérico
de una sal Q.P. que es de 33.42% (21).

Los resultados de la fermentacién del medio de aguamiel por la cepa C-35 estan anotados en la Tabla N° 3.

En la fermentacién de la sacarosa comercial hidrolizada del medio IV (grafica 1) la cepa C-35 fermenté 10.88 g.
en 100 ml. del azucar del medio, siendo el volumen del liquido fermentado de 70 ml. obteniéndose 5 gramos de
lactato de calcio o sean 7.61 g de acido lactico.

En el analisis del lactato de calcio por el método de Barker-Summerson, se pesaron 176.2 mg. de dicha sal y
se encontré que contenia 72 mg. de acido lactico; verificando los calculos resulté un rendimiento de 26.80% de
acido lactico referido a los azucares fermentados.

La cepa L. plantarum en el medio IV (grafica 1) fermenté 6.23 g/100 ml. del azicar del medio; el volumen del
liquido fermentado fue de 70 ml. y se obtuvieron 5.5 g. de lactato. En su analisis se pesaron 183.1 mg. de lactato, el
cual contenia 68 mg. de acido lactico. Efectuados los calculos se encontré que el rendimiento fue de 46.80% de
lactico referido a los azdcares fermentados.

En la fermentacion de las melazas al 10%: con extracto de levadura medio V (grafica 2) la cepa C-35 fermento
8.81 g./100 ml. de los azucares, el volumen del liquido fermentado fue de 250 ml. y se obtuvieron 20.5 g. de lactato.
Al analizar el lactato se pesaron 182.2 mg. que dieron un contenido de 32 mg. de acido lactico y al verificar los
calculos se encontré un rendimiento de 16.25% de lactico.

La cepa L. plantarum en dicho medio (grafica 2) fermenté 8.26 g./100 ml. del azlcar y se obtuvieron 33 gramos
de lactato. En el andlisis del lactato se pesaron 177.7 mg. que contenian 41.8 mg. de acido lactico. Se encontré un
rendimiento de 31.29%.

En la fermentacién de las melazas al 20% con extracto de levadura, y utilizando la cepa C-35 en el medio V
(grafica 3) se encontré que fermentd 14.64 g./100 ml. del azlucar y se obtuvieron 29.2 gramos de lactato. Para su
analisis se pesaron 185.6 mg. que dieron un contenido en lactico de 52 mg. Su rendimiento es de 18.81%. En
cambio con la cepa L. plantarum la cantidad de azucar fermentada fue de 11.47 g./100 ml. y se obtuvieron 22.06 g.
de lactato. En el andlisis se pesaron 187.2 mg. que correspondieron a 56 mg. de lactico. El rendimiento fue de
19.17%.



En la fermentacion de la melaza al 10% en el medio V (grafica 4) adicionada de agua de cocimiento de maiz la
cepa C-35 fermentd 7.37 g./100 ml. del azucar y se obtuvieron 23.2 gramos de lactato. En su analisis se pesaron
180.1 mg. y dieron un contenido de 43 mg. de lactico. El rendimiento es de 25.02%. Por otra parte utilizando la cepa
L.. plantarum, la cantidad de azucar fermentada fue de 6.51 g./100 ml. y la cantidad de lactato obtenida, fue de 22.5
gramos. En el analisis se pesaron 173.5 mg. de lactato que dieron un contenido de 29 mg. de acido lactico. El
rendimiento es de 28.57% referido a los azucares fermentados.

En lo que respecta a la determinacion de alcohol, éste no se encontré en la fermentacion de melazas al 20%, ni
en la de melaza al 10% con agua de cocimiento de maiz; pero en la fermentacién de melaza al 10% con extracto de
levadura por la cepa C-35, se hallé una pequefia cantidad de alcohol en la siguiente proporcion.

Densidad del destilado a 20° C. = 0.9990, que corresponde segun las tablas (1) a una concentracion de 0.66%
en volumen, pero como para la determinacion se utilizé6 una muestra de 200 ml. de liquido fermentado se obtuvo
0.33% de alcohol en volumen que corresponde a 0.25 gramos.

Los resultados de la determinacién de acidos volatiles estan anotados en la Tabla N° 4 y expresados en Acido
acético.

CUADRO NUM. 1

Cepa Gram. Ac. Resist. Capsula Espora Flagelo Tamafo
C-35 + — — — — 49x1.0
C-36 + — — — — 3.3x1.5
C-36° + — — — — 7.3x0.8
B-121 + — — — — 6.6x1.0
B-123 + — — — — 40x1.0
N-22 + — — — — 3.3x1.5
CUADRO NUM 2.

Cepa Levulosa Arabinosa Xilosa Glucosa Maltosa Sacarosa
C-35 + + + + T =* T =* - — - —
C-36 + + + + T =+ - — - — - —
C-36° + + + + T =+ T =+ - — - —
B-121 + + + + ++ + + — — — —
B-123 + + + + + + + + _— — —_ —
N-22 + + + + + + T+ - — - —

+ = vire hasta amarillo intenso del indicador.

4+

= vire hasta rojo-amarillo a amarillo rojizo.
= no hay vire.

TABLA NUM. 1

Reductores totales fermentados por las cepas de Lactobacillus sp. (g. de glucosa en 100 ml. de medio I).

Dias | ¢35 | ¢33 | c36 | B121 | B-123 | N-2



0 — — — — — —
2 17.3 8.7 15.5 16.2 16.0 20.9
3 46.7 26.9 32.2 41.6 324 37.0
4 47.8 35.5 38.9 447 45.0 45.4
7 62.5 47.2 49.3 55.2 58.3 59.5
10 68.7 48.6 51.2 57.9 59.5 65.2
14 73.3 49.6 54.3 60.2 60.6 70.2
16 74.5 49.6 57.0 64.8 61.8 47.8
22 81.8 52.2 58.1 69.8 61.8 77.0
24 83.0 57.4 59.3 71.0 62.9 78.2
30 84.1 58.5 60.4 72.2 64.1 79.3
Azlcares
originales: 5.18 5.12 5.21 5.18 5.24 5.24
g./ 100 ml.
TABLA NUM. 2
Acidez por titulacién de las cepas Lactobacillus sp.
(ml de NaOH 0.1 N gastados al titular 5 ml. de medio fermentado).
Dias de CepaC-35| CepaC-36 CepaC-36" | CepaB-121| CepaB-123| CepaN-22
cultivo
0 1.40 1.50 1.35 1.50 1.50 1.50
2 3.40 2.80 2.50 2.70 2.50 3.25
3 5.30 4.95 4.60 4.80 5.10 5.20
4 6.80 6.20 6.30 6.30 6.75 6.60
7 8.80 6.50 6.45 7.80 7.25 8.35
10 11.10 7.00 6.80 9.90 8.60 10.50
14 12.40 7.40 7.75 10.20 10.30 12.25
16 13.05 7.80 8.40 10.60 10.40 12.70
22 13.35 8.70 8.60 11.20 10.80 12.90
24 13.60 11.50 11.60 12.60 11.90 13.20
30 13.70 11.60 11.70 12.70 12.00 13.30
TABLA NUM. 3

Fermentacion del medio numero | por la Cepa C-35.

(Azucares originales 14.25% g./100 ml)

Dias

REDUCTORES TOTALES

Residuales
g./100 ml.

Fermentados g./
100 ml.

%Fermentados




1 13.4 0.85 5.9
2 13.4 0.85 5.9
3 12.2 2.05 14.3
4 11.95 2.30 16.1
5 11.2 3.05 214
9 8.1 6.15 43.1
11 7.9 6.35 44.5
14 7.45 6.80 47.7
TABLA NUM. 4
Cepa Substrato ml. de NaOH 0.1 g. de Ac. acético g. de Ac. acético
N gastados en 100 ml. de referido a los azucares
medio fermentados
C-35L. Melaza al 10% con 47.11 0.2826 3.20
plantarum extracto de lavadura. 12.29 0.7374 0.89
C-35L. Melaza al 20% con 80.62 0.4837 3.30
plantarum extracto de lavadura. 36.22 0.2123 1.89
C-35L. Melaza al 10% con agua 24.20 0.1454 1.97
plantarum de cocimineto de maiz.. 14.96 0.8976 1.37
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IV. DISCUSION

De acuerdo con la clave de clasificacion de Bergey y colaboradores (4), se encontrd que las bacterias aisladas
estan dentro de la Familia Lactobacteriaceae, Tribu Lactobacilleae.

Segun los caracteres morfolégicos y bioquimicos anotados anteriormente, la cepa C-35 queda dentro del grupo
IB, pues se trata de un germen homofermentador que produce acido lactico de los carbohidratos y sélo pequefas
cantidades de otros productos. Es asimismo catalasa negativa y tiene una temperatura 6ptima de crecimiento de 28
a 30° C. Corresponde, por lo tanto, al Lactobacilo sp. de Sanchez-Marroquin y Wild (14).

Los medios de cultivo utilizados para el aislamiento y conservacién de las cepas detallados en parrafos
anteriores, asi como los utilizados en la fermentacidén, contienen substancias y factores de crecimiento
experimentados por diversos investigadores, sefialados como necesarios para el desarrollo de los gérmenes de
referencia (16, 17, 19).

La cantidad de lactato de zinc obtenida, fue pequefia debido, probablemente, a que el extracto de levadura que
usamos fue muy poco, lo que pudo influir en el rendimiento del acido lactico; o pudo haberse debido también a que
dado el gran volumen de liquido fermentado, la extraccion etérea de éste no fue cuantitativa; pero en su defecto se
obtuvo un lactato de zinc muy puro (contenido de ZnO 33.09%).

Las cepas utilizadas, fermentaron la glucosa y la fructosa, productos de hidrélisis de la sacarosa que es el
principal azucar de las mieles.

Se escogid el L. plantarum para compararlo en el proceso de fermentacion, con una de las cepas en estudio,
debido a que es un Lactobacilo homofermentador que produce acido lactico inactivo; con una temperatura de
crecimiento de 28 a 30° C. y que tiene por habitat diversos sustratos naturales, como los jugos fermentados de las
plantas (4).

Teniendo en cuenta la naturaleza compleja de las mieles, se estudi6 el comportamiento de las dos cepas en la
fermentacion de la sacarosa comercial hidrolizada, para compararla posteriormente con la fermentacion de las
melazas.



En vista de los resultados que dio en la fermentacién de la sacarosa comercial hidrolizada la cepa Lactob. C-35
(grafica 1) es de hacerse notar que dicha cepa consumié el 96% del aztcar del medio y produjo un bajo rendimiento
de acido lactico.

Asimismo es de observar, que en la fermentaciéon del medio de melazas por nuestra cepa Lactobacillus C-35
(Graficas 2. 3 y 4) existe un consumo del 80 al 85% del azucar del medio, con rendimientos de acido lactico
bastante bajos.

En tal virtud, siendo este Lactobacilo un germen homofermentador, (14) queda por resolverse en
investigaciones posteriores qué transformaciones sufre el azicar consumido no metabolizado a lactico y acético.

De los resultados obtenidos en la fermentacion de melazas, se observa que los rendimientos de acido lactico
son un poco mas bajos que los de la fermentacion de la sacarosa comercial hidrolizada en las mismas condiciones
de estudio.

También se pudo notar que la cepa C-35 produce mayor cantidad de acido lactico en el medio de melazas con
agua de cocimiento de maiz; en cambio, el L. plantarum lo produce en el medio de melazas adicionado de extracto
de levadura. Esto tal vez se deba a la introduccion de ciertos factores de crecimiento indispensables para las
diversas especies de Lactobacilos, pues éstos necesitan diferentes vitaminas y mezclas de ellas para su
crecimiento (20).

En cuanto a las pequefas cantidades de alcohol y acidos volatiles encontrados, pueden haber provenido de la
fermentacion de los azucares existentes en las mieles.

Probablemente se pueda lograr un rendimiento mayor de acido lactico en la fermentacién de las melazas por este
Lactobacilo, utilizando varias clases de substancias accesorias de la fermentacion, mezclandolas en diferentes
proporciones y en cantidades variables.

V. RESUMEN Y CONCLUSIONES

1 Se hizo un estudio morfoldgico y bioquimico de un Lactobacilo aislado del pulque, homofermentador y
productor de acido lactico inactivo, que correspondia a Lactobacillus sp. descrito con anterioridad (14).

2. Se realiz6 la fermentacion lactica en melazas hidrolizadas, adicionadas de extracto de levadura o agua de
cocimiento de maiz ajustando el pH inicial del medio y estableciendo condiciones 6ptimas de concentracién de las
mieles y temperatura para las cepas empleadas

3. En el ensayo efectuado para tratar de obtener mayor rendimiento de acido lactico, se sustituyd al extracto de
levadura por agua de cocimiento de maiz, habiendo sido fermentado el 81.68% de los azucares originales del
medio, obteniéndose un rendimiento de 25.02% de acido lactico.

4. De acuerdo con los resultados obtenidos y en las condiciones estudiadas, se llegé a la conclusion de que
industrialmente, no es aconsejable la fermentacién de mieles por Lactobacillus sp. procedente del pulque.
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