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Aislamiento y caracterización de
Acetobacter aceti a partir de mucílago de cacao

(Theobroma cacao L.) y su aplicación en la agroindustria

Isolation and characterization of Acetobacter aceti from 
cocoa mucilage (Theobroma cacao L.) and its application 

in agroindustry

Resumen
En Ecuador, el cacao es un cultivo clave, especialmente las variedades CCN-51 y Nacional, apreciadas por su aroma. La producción genera 
residuos como el mucílago, considerado desecho, pero con potencial de aprovechamiento. La fermentación es esencial en la postcosecha, 
donde microorganismos transforman azúcares del mucílago en compuestos que mejoran el sabor. Esta investigación tuvo como objetivo 
aislar y caracterizar cepas de Acetobacter aceti a partir del mucílago de cacao (Theobroma cacao L.), con el fin de optimizar el proceso 
de fermentación, en colaboración con Choco Warmi y con el apoyo financiero de la Fundación Maquita. Se evaluó el potencial de estas 
bacterias en aplicaciones agroindustriales, particularmente en la mejora de procesos fermentativos. El mucílago de la variedad Nacional 
presentó un pH de 4.20, acidez de 0.0128 meq NaOH/100 g, 18 °Brix y 81.54 % de humedad, mientras que la variedad CCN-51 mostró 
un pH de 3.83, acidez de 0.0106, 18.3 °Brix y 76.06 % de humedad. Se identificaron bacterias del género Acetobacter capaces de crecer en 
medio GYC suplementado con natamicina. Los análisis demostraron diferencias significativas en el crecimiento bacteriano entre ambas 
variedades de cacao. La cinética de crecimiento fue evaluada mediante el modelo de Gompertz, obteniéndose un rendimiento de liofilización 
del 6.66 %. El medio GYC con natamicina favoreció el crecimiento de Acetobacter en la variedad Nacional, alcanzando 110 UFC/mL a 30 °C. 
Los aislaos fueron Gram negativos, aerobios, y la liofilización resultó eficaz para su preservación.
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Abstract 
In Ecuador, cacao is a key crop, particularly the CCN-51 and Nacional varieties, renowned for their aroma. Cacao production generates 
by-products such as mucilage, typically considered waste, yet it holds potential for value-added applications. Fermentation is a crucial post-
harvest step, during which microorganisms convert mucilage sugars into compounds that enhance flavor. This study aimed to isolate and 
characterize Acetobacter aceti strains from cacao mucilage (Theobroma cacao L.) to optimize the fermentation process, in collaboration with 
Choco Warmi and with financial support from Fundación Maquita. The agroindustrial potential of these bacteria was evaluated, particularly 
in improving fermentative processes. Mucilage from the Nacional variety exhibited a pH of 4.20, acidity of 0.0128 meq NaOH/100 g, 18 
°Brix, and 81.54% moisture content, whereas the CCN-51 variety showed a pH of 3.83, acidity of 0.0106, 18.3 °Brix, and 76.06% moisture. 
Acetobacter strains capable of growing in GYC medium supplemented with natamycin were identified. Significant differences in bacterial 
growth were observed between the two cacao varieties. Growth kinetics were assessed using the Gompertz model, with a lyophilization yield 
of 6.66%. GYC medium with natamycin promoted the growth of Acetobacter in the Nacional variety, reaching 110 CFU/mL at 30 °C. The 
isolates were Gram-negative, aerobic, and lyophilization proved effective for their preservation.

Keywords: Isolation, Characterization, Acetobacter aceti, Cocoa mucilage, Agroindustry.
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I. INTRODUCCIÓN
En Ecuador, el cacao (Theobroma cacao L.) es uno 

de los cultivos más importantes debido a su calidad 
y aroma distintivo, lo que le otorga una posición 
relevante en la economía nacional. Las principales 
zonas de producción están ubicadas en las provincias 
costeras y amazónicas, con variedades como el CCN-
51, criollo y Nacional siendo las más destacadas. Estas 
variedades son apreciadas tanto a nivel nacional como 
internacional por el contenido de mucílago que rodea 
las almendras de cacao. Sin embargo, este mucílago, a 
pesar de sus cualidades, es considerado un residuo en 
la industria del cacao, lo que ha llevado a la búsqueda 
de métodos para su aprovechamiento en otros procesos 
productivos (Lara & Segarra, 2022; Olivares, 2022).

En 2021, Ecuador produjo aproximadamente 
302,094 toneladas de cacao, lo que generó grandes 
cantidades de residuos. Se estima que el 56.2% de estos 
residuos son orgánicos, y el 43.8% son inorgánicos, 
lo que plantea un desafío ambiental significativo 
(Ministerio del Ambiente y Agua, 2020; SIPA, 2021a). 
La gestión adecuada de estos desechos, en particular 
el mucílago, podría contribuir tanto a la sostenibilidad 
ambiental como a mejorar los procesos de fermentación 
del cacao, optimizando su calidad (Calero, 2022; 
Olivares, 2022).

La fermentación del cacao es un proceso esencial 
en la postcosecha, pues permite que las almendras 
desarrollen los sabores y aromas característicos 
del chocolate. Durante la fermentación, los 
microorganismos, entre ellos levaduras, bacterias 
lácticas y acéticas, juegan un papel crucial al 
transformar los azúcares del mucílago en compuestos 
como etanol y ácido acético, que favorecen la formación 
de precursores del aroma y sabor del cacao (Paredes 
et al., 2022). Este proceso involucra múltiples etapas 
microbianas que incluyen la acción de levaduras como 
Pichia kudriavzevii y Saccharomyces cerevisiae, 
seguidas por bacterias lácticas como Lactobacillus 
plantarum y Leuconostoc pseudomesenteroides, y 
finalmente bacterias acéticas como Acetobacter aceti 
y Gluconobacter oxydans, que convierten el etanol 
en ácido acético, descomponiendo el mucílago y 
mejorando la calidad de las almendras (Erazo, 2019).

La selección de bacterias presentes en el mucílago es 
una estrategia importante para comprender y controlar 
mejor el proceso de fermentación. Las bacterias 

acéticas (BAA) se aíslan utilizando medios como el GYC 
y Carr, con el fin de identificar su impacto en el proceso 
fermentativo (Melgaço et al., 2018; Salazar, 2017; 
Rodríguez et al., 2023).

Este estudio se realizó en colaboración con la 
empresa chocolatera Choco Warmi, fundada en 2019 
por un grupo de mujeres del recinto San Gerardo, en 
la provincia de Bolívar (Ecuador), quienes utilizan 
cacao seco para la producción artesanal de chocolate 
(Pérez et al., 2021). Además, este trabajo contó con el 
financiamiento de la Fundación Maquita y Ecosol, lo 
que permite profundizar en el conocimiento sobre los 
microorganismos que intervienen en la fermentación 
del cacao y su potencial para optimizar la calidad del 
producto final (Lange & Criollo, 2022).

La fermentación acética es un proceso bioquímico 
fundamental para la producción de ácido acético, 
un compuesto orgánico líquido, incoloro y de gran 
relevancia industrial. Este proceso se lleva a cabo 
mediante la fermentación de sustratos azucarados, 
como el mucílago de cacao, e involucra la oxidación del 
etanol generado previamente por levaduras y bacterias 
lácticas. Bajo condiciones aerobias, las bacterias acéticas 
principalmente del género Acetobacter transforman el 
etanol en ácido acético, etapa clave en la elaboración de 
vinagre y otros productos fermentados. Esta conversión 
representa un eslabón esencial en la cadena de valor de 
diversos procesos (Torres & Vera, 2019; Illescas, 2021).

Para aislar las bacterias acéticas, se utilizan medios 
de cultivo como el Agar Acetobacter, que contiene 
glucosa, extracto de levadura y carbonato de calcio. 
Sin embargo, a fin evitar el crecimiento de hongos y 
levaduras, se añade natamicina al medio. Además, 
el medio Carr modificado se utiliza para fomentar el 
crecimiento de Acetobacter en presencia de etanol, 
que inhibe el crecimiento de otras bacterias. El medio 
GYC, compuesto por glucosa, extracto de levadura y 
carbonato de calcio, también se emplea para identificar 
y aislar bacterias productoras de ácido acético (Dávalos, 
2022; Wang, 2020).

El uso de bacterias acéticas no se limita a la 
producción de vinagre, ya que estas bacterias también 
están involucradas en la producción de alimentos 
fermentados como vinos, té de kombucha y otros 
productos agroindustriales. Además, su capacidad 
para producir celulosa las hace valiosas en la industria 
alimentaria y en la producción de biopolímeros (Lemus, 
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2020; Ricaurte, 2020; Dávalos, 2022).
La caracterización de las bacterias aisladas se realiza 

mediante pruebas bioquímicas como catalasa, oxidasa 
y rojo de metilo, las cuales permiten identificar sus 
propiedades metabólicas, evaluando funciones clave 
como la descomposición del peróxido de hidrógeno y 
la presencia de enzimas respiratorias (Duchi, 2022). 
La tinción de Gram también es esencial para clasificar 
las bacterias en gram-positivas o gram-negativas, lo 
que facilita su identificación y su manejo en procesos 
industriales (Fernández, 2022).

Por otro lado, el proceso de liofilización es 
fundamental para la conservación de las bacterias 
aisladas, permitiendo mantener sus propiedades 
metabólicas intactas a través de la eliminación de agua 
por desecación al vacío. Este método es ampliamente 
utilizado en la industria alimentaria para conservar 
productos fermentados y otros alimentos sensibles a la 
humedad (Ruiz, 2019).

Con este antecedente, el objetivo del presente 
estudio fue, aislar y caracterizar bacterias acéticas a 
partir del mucílago de cacao, lo que representa una 
oportunidad para optimizar el proceso de fermentación 
del cacao en la empresa Choco Warmi, a su vez 
mejoraría la calidad del chocolate producido. 

II. MATERIALES Y MÉTODOS
En esta investigación, las muestras se recolectaron 

Manejo del experimento
Extracción de mucílago de cacao 
El mucílago de cacao es una sustancia viscosa y 

blanquecina presente en varias partes de la almendra 
de cacao, considerada un residuo orgánico. El análisis 
de bacterias ácido-acéticas en el cacao implicó un 
proceso detallado que abarcó desde la cosecha hasta la 

en granjas del cantón Echeandía, específicamente del 
centro de acopio de cacao en el recinto San Gerardo

Las actividades de caracterización y aislamiento 
de las bacterias del género Acetobacter spp. presentes 
en el mucílago de cacao se realizaron en el laboratorio 
general de la Universidad Estatal de Bolívar. 

El proceso de liofilización y viabilidad de las 
bacterias tuvo lugar en el laboratorio de Análisis 
de Alimentos y Fitoquímica y en el laboratorio de 
Bioquímica y Cromatografía del Vicerrectorado de 
Investigación y Vinculación.

Factores en estudio 
Se aplicó un diseño experimental que abordó la fase 

de recuperación y selección de bacterias fermentadoras 
del ácido acético presentes en el mucílago de cacao. 
El diseño utilizado fue AxBxC (2x2x2), con dos 
repeticiones por cada combinación. El Factor A se 
asoció a la variedad del cacao, con dos niveles (a1: CCN-
51; a2: Nacional); el Factor B estuvo relacionado con la 
temperatura de incubación, con dos niveles (b1: 25 °C; 
b2: 30 °C) y el Factor C se refirió al medio de cultivo, 
con dos niveles (c1: Medio GYC + natamicina y c2: 
Medio Carr). La variable respuesta en este escenario fue 
el crecimiento (UFC/mL) de las bacterias aisladas del 
género Acetobacter, la combinación de factores para los 
tratamientos se muestra en la tabla 1.

identificación bioquímica y la evaluación de la cinética 
de crecimiento de los microorganismos obtenidos

Recolección y selección de muestras de 
cacao:

Las muestras fueron recolectadas del centro de 
acopio del Recinto San Gerardo. El cacao fue cosechado 

Tabla 1. Combinación de tratamientos para el aislamiento del BAA

Tratamiento Coeficiente
Niveles

Variedad de T (°C) Medio de cultivo

1 a1 b1 c1 CCN - 51 25 Medio GYC + natamicina

2 a1 b1 c2 CCN - 51 25 Medio Carr

3 a1 b2 c1 CCN - 51 30 Medio GYC + natamicina

4 a1 b2 c2 CCN - 51 30 Medio Carr

5 a2 b1 c1 Nacional 25 Medio GYC + natamicina

6 a2 b1 c2 Nacional 25 Medio Carr

7 a2 b2 c1 Nacional 30 Medio GYC + natamicina

8 a2 b2 c2 Nacional 30 Medio Carr
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en función del grado de madurez, seleccionando 
mazorcas de cacao CCN-51, que presentaban un color 
rojizo, y mazorcas de la variedad Nacional, de color 
amarillo. En cuanto a la textura, ambas variedades 
presentaban una superficie rugosa pero suave. 
Posteriormente, se seleccionaron cuatro mazorcas de 
cada variedad. El peso promedio de las mazorcas de 
CCN-51 fue de 350 g, mientras que las mazorcas de la 
variedad Nacional pesaron un promedio de 272 g.

Preparación de las muestras
Las mazorcas de cacao se lavaron, cortaron y 

desgranaron manualmente, separando las almendras de 
la placenta. Luego, se extrajo el mucílago presionando 
160 g de almendras de cada variedad: la CCN-51 produjo 
100 mL, y la Nacional, 60 mL. El mucílago se almacenó 
en envases estériles para su análisis posterior.

Recuperación de bacterias acido-acéticas:
El aislamiento de las bacterias se llevó a cabo 

utilizando dos tipos de medios de cultivo: Carr y GYC, 
siguiendo la normativa ISO 7218:2007.

Medio de cultivo Carr: El proceso inició con la 
recepción del mucílago de cacao, que fue diluido en 
agua estéril para ajustar la concentración de bacterias. 
Se realizaron diluciones seriadas y se sembraron 100 
µL de la muestra en placas con agar Carr, preparadas 
con extracto de levadura, agar, verde de bromocresol, 
natamicina y etanol, a pH 6,8. Las placas se sellaron y 
se incubaron a 25-30 °C, monitoreando el crecimiento 
bacteriano cada 24 horas

Medio de cultivo GYC: El mucílago de cacao se 
diluyó y se sembró en placas con el medio preparado con 
extracto de levadura, bactoagar, dextrosa, carbonato 
de calcio, etanol y natamicina. Al igual que con el 
medio Carr, las placas fueron selladas, etiquetadas y 
se incubaron a 25-30 °C, supervisando el crecimiento 
bacteriano.

Identificación bioquímica y microscópica
Las bacterias aisladas se sometieron a diversas 

pruebas bioquímicas y microscópicas para su 
identificación.

Tinción de Gram: Se utilizó para determinar si 
las bacterias eran grampositivas o gramnegativas.

Prueba del rojo de metilo: Se preparó el medio 

RM-VP y se inoculó con las bacterias aisladas. Después 
de incubar a 30 °C por 24 horas, se añadió el indicador 
rojo de metilo. Un cambio de color a rojo indicaba un 
resultado positivo, mientras que la ausencia de cambio 
o un color amarillo señalaba un resultado negativo.

Prueba de catalasa: Se añadió peróxido de 
hidrógeno al portaobjetos que contenía la bacteria. La 
aparición de burbujas indicaba una reacción positiva, lo 
que sugería la presencia de la enzima catalasa.

Prueba de oxidasa: Utilizando tiras reactivas, se 
observó el cambio de color para identificar la actividad 
oxidasa. Un color azul indicaba una prueba oxidasa 
positiva.

Incremento de biomasa de bacterias acido-
acéticas

Para incrementar la biomasa de las bacterias, se 
empleó el medio Acetobacter agar, preparado con 
extracto de levadura, agar, glucosa y carbonato de 
calcio. Las bacterias aisladas se sembraron utilizando 
la técnica de agotamiento en placa. Las placas fueron 
selladas, etiquetadas e incubadas a 30 °C, monitoreando 
el crecimiento de las colonias.

Determinación de la cinética de crecimiento
Se preparó una solución estéril de agua salina (5%), 

la cual se utilizó para realizar diluciones seriadas de las 
muestras bacterianas. Las diluciones fueron sembradas 
en placas con medio para Acetobacter spp. (GYC). Las 
placas se incubaron a 30 °C durante 72 horas, revisando 
las colonias cada 12 horas. Este proceso permitió 
observar el crecimiento de las bacterias a lo largo del 
tiempo.

Para determinar las unidades formadoras de 
colonias (UFC), se emplearon las siguientes fórmulas 
matemáticas.

Donde:
n: Número de generación; t: tiempo de incubación; 

g: tiempo generacional; r: Tasa de crecimiento; Nmax: 
Capacidad máxima de crecimiento; N(t): Población en 
el tiempo t; No: Número inicial de microrganismos.
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Conservación de los aislados bacterianos
La conservación de los microorganismos se realizó 

mediante liofilización, un proceso que elimina el agua 
por congelación y sublimación a bajas presiones, 
evitando que los productos metabólicos bacterianos 
pasen a fase líquida. Para liofilizar bacterias de 
ácido láctico y acético, se siguieron pasos específicos 
establecidos en el laboratorio de investigación y 
vinculación.

Viabilidad de las bacterias liofilizadas por 
espectrofotometría 

Las bacterias liofilizadas de Acetobacter spp. 
se activaron en caldo nutriente, con caldos sin 
microorganismos usados como blancos. Se inocularon 
0.05 g de aislados en 50 mL de caldo y se midió la 
absorbancia a 625 nm cada 3 horas durante 72 horas, 
incubando los medios a 30 °C.

Análisis Estadístico
Para realizar los análisis de datos cuantitativos 

se utilizó programas estadísticos como Statgraphics 
mediante una estadística inferencial que se usa para 
probar hipótesis. Además, de programas básicos del 
paquete de office como Excel.

III. RESULTADOS Y DISCUSIÓN 
Características físico químicas del mucilago
Las bacterias ácido acéticas se aíslan del mucílago 

de cacao de la variedad Nacional, que presenta las 
siguientes características: pH de 4.20, acidez titulable 
de 0.0128 meq NaOH/100 g, grado Brix de 18, humedad 

del 81.54% y contenido de cenizas del 1.29%. Según 
Santana et al. (2019), el mucílago de esta variedad tiene 
un pH de 3.57 y acidez titulable de 0.88. Jordan & Parra 
(2020) reportan un grado Brix de 17.40, humedad del 
80.48% y cenizas del 2.15%.

En comparación, el mucílago de cacao CNN-51 
tiene un pH de 3.83, acidez titulable de 0.0106 meq 
NaOH/100 g, grado Brix de 18.3, humedad del 76.06% 
y cenizas del 0.46%. Vera et al. (2023) obtuvieron 
un pH de 3.91 y un grado Brix de 16, mientras que 
Garcés (2021) reportó una humedad de 79.71% y 
Arreaga (2020) un contenido de cenizas del 0.40%. 
La metodología consistió en recolectar muestras de 
mucílago de cacao en el cantón Echeandía y realizar el 
aislamiento y caracterización de bacterias del género 
Acetobacter en laboratorios especializados. Se aplicó 
un diseño experimental AxBxC para evaluar factores 
como la variedad de cacao, temperatura de incubación 
y medio de cultivo. Las bacterias aisladas se analizaron 
bioquímicamente, y su crecimiento fue monitoreado y 
cuantificado para evaluar su viabilidad y rendimiento 
tras liofilización. 

Modelo experimental para las bacterias 
ácido acéticas 

Para poder contabilizar el crecimiento de las 
colonias bacterianas ácido acéticas se realizó diluciones 
seriadas hasta la dilución: 10-6, donde hubo presencia 
de colonias aisladas.

Aislamiento de Acetobacter

Tabla 2. Tratamientos para Acetobacter

Tratamiento Variedad de 
cacao T de incubación Medio de 

cultivo
Crecimiento 

(UFC/mL)

1 R0 CCN-51 25 GYC+ natamicina 0

2 R0 CCN-51 25 Medio Carr    0

3 R0 CCN-51 30 GYC+ natamicina 0

4 R0 CCN-51 30 Medio Carr    0

5 R0 Nacional 25 GYC+ natamicina 50

6 R0 Nacional 25 Medio Carr    0

7 R0 Nacional 30 GYC+ natamicina 90

8 R0 Nacional 30 Medio Carr    0

1 R1 CCN-51 25 GYC+ natamicina 0

2 R1 CCN-51 25 Medio Carr    0

3 R1 CCN-51 30 GYC+ natamicina 0

4 R1 CCN-51 30 Medio Carr    0
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5 R1 Nacional 25 GYC+ natamicina 30

6 R1 Nacional 25 Medio Carr    0

7 R1 Nacional 30 GYC+ natamicina 110

8 R1 Nacional 30 Medio Carr    0

1 R2 CCN-51 25 GYC+ natamicina 0

2 R2 CCN-51 25 Medio Carr    0

3 R2 CCN-51 30 GYC+ natamicina 0

4 R2 CCN-51 30 Medio Carr    0

5 R2 Nacional 25 GYC+ natamicina 25

6 R2 Nacional 25 Medio Carr    0

7 R2 Nacional 30 GYC+ natamicina 38

8 R2 Nacional 30 Medio Carr    0

La tabla 2 presenta la interacción entre variedad de 
cacao (CCN-51 y Nacional), temperatura de incubación 
y medios de cultivo, mostrando el crecimiento de 
Acetobacter en UFC/mL. En 0,0000001 mL de muestra 
hay 110 UFC, sin presencia en CCN-51. El análisis 

La Tabla 3 muestra un análisis LSD de Fisher, 
revelando una diferencia significativa de -28.5833 
entre los medios de cultivo Carr y GYC + natamicina. 
Aunque Salazar (2017) recomendó Agar GYC para 
estas bacterias, Avendaño et al. (2021) observaron 
que aumentar la dextrosa en el medio AM favorece la 

La Tabla 4 Se encontró una diferencia significativa 
de -28.5833 al comparar las variedades de cacao 
Nacional y CCN-51. Según Salazar (2017), se detectó la 

estadístico evidencia diferencias significativas para 
"Variedad de cacao," "Medio de cultivo" e interacción 
AC (p=0,0001**).

Pruebas de múltiples rangos para 
crecimiento por medio de cultivo

producción de ácido acético en Acetobacter. Rodríguez 
et al. (2023) sugirieron diluir el mucílago y sembrarlo 
en medio GYC, incubando a 30 ± 2 °C por 48 horas.

Pruebas de múltiples rangos para 
crecimiento por variedad de cacao 

presencia de Acetobacter en el mucílago fermentado 
del cacao Nacional o Chuncho, que se sembró en Agar 
GYC a 30°C durante 48 horas.

Tabla 3. Pruebas de rangos múltiples del Crecimiento por medio de cultivo para Acetobacter 

Tabla 4. Pruebas de rangos múltiples del Crecimiento por variedad de cacao para Acetobacter 

Medio de cultivo Casos Media LS Sigma LS Grupos 
Homogéneos

Medio Carr 12 0 4.02639         X

Medio GYC + natamicina 12 28.5833 4.02639               X

Variedad de cacao Casos Media LS Sigma LS Grupos 
Homogéneos

Nacional 12 28.5833 4.02639         X

CCN - 51 12 0 4.02639               X

Figura 1. Gráfico de interacciones entre medio de cultivo y variedad de cacao Acetobacter
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La Figura 1 muestra la interacción entre el tipo de 
medio de cultivo y la variedad de cacao, destacando un 

La Tabla 5 y la Figura 3 se evidencia que los aislados 
son Gram negativos bacilares. La prueba de rojo de 
metilo fue positiva, lo que indica que la bacteria realiza 
fermentación ácida mixta y produce ácido. La prueba 
de catalasa también fue positiva, evidenciando la 

La Figura 2 presenta las diluciones de Acetobacter, 
en donde la imagen de la placa A muestra un cultivo 
con una dilución de 10-6 (R1 - A2B2C1), utilizando cacao 
Nacional en medio GYC a 30°C. Mientras que la imagen 
B, basada en el trabajo de Gerard (2015), muestra 
el aislamiento de BAA en medio GYC a la misma 
temperatura, analizando vinagres de fruta.

mayor crecimiento en la variedad Nacional cuando se 
cultiva en el medio GYC + natamicina.

capacidad de descomponer peróxido de hidrógeno 
(H2O2), lo que se manifestó con efervescencia. Sin 
embargo, la prueba de oxidasa fue negativa, indicando 
que la bacteria no produce esta enzima y, por lo tanto, 
no realiza respiración aeróbica.

Caracterización de los aislados obtenidos 
mediante técnicas microscópicas y bioquímicas.

Los aislados bacterianos presentados a 
continuación, pertenecen a las cajas petri donde hubo 
presencia de bacterias con mayor crecimiento, las cuales 
se les sometió a pruebas bioquímicas y microscópicas 
de tinción de Gram.

Figura 2. Dilución de Acetobacter A (Investigación) y B (Gerard, 2015)

Tabla 5. Identificación bioquímica de cepas aisladas BAA

Nota: En los análisis bioquímicos destinados a la identificación de BAL, se evidencia que la especie R
1
 - a

2
b

2
c

1

satisface las especificaciones correspondientes para ser clasificada como una bacteria del género Acetobacter spp.

Cepas 
aisladas

Tinción de 
Gram

Rojo de 
metilo Catalasa Oxidasa

R0 - a2b1c1 - + - -

R0 - a2b2c1 - - + -

R1 - a2b1c1 - - + -

R1 - a2b2c1 - + + -

R2 - a2b1c1 - - - -

R2 - a2b2c1 - - - -

Figura 3. Identificación bioquímica de aisladas Acetobacter spp.

En la figura 3, Las imágenes A, B, C y D presentan 
los resultados de la investigación: tinción de Gram, 
prueba de rojo de metilo, prueba de catalasa y prueba de 
oxidasa, respectivamente. Según El-Askri et al. (2022), 
las bacterias acéticas de manzanas y uvas cultivadas en 

medio GYC a 30 °C resultaron ser Gram negativas, con 
morfología en pares y cadenas. Rodríguez et al. (2023) 
y Duchi et al. (2023) confirmaron que Acetobacter 
sp. es Gram negativa, con colonias crema brillantes 
y puntiformes. Bioquímicamente, estas cepas son 
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catalasa positivas y oxidasa negativas, lo que indica un 
metabolismo aeróbico estricto.

Incorporación de un sustrato con el 
propósito de potenciar el crecimiento de 
biomasa en las bacterias

Kim et al. (2019) señalan que el agar Acetobacter, 
con altas concentraciones de glucosa y CaCO3, favorece 
el crecimiento de bacterias ácido-acéticas (BAA) y 
limita el de otras especies. Orellana (2022) también usó 
este medio enriquecido, lo que incrementó la biomasa 
de BAA. Ricaurte (2020) reportó que el hongo de 
kombucha, con Acetobacter aceti y té verde, alcanzó 
173.33 UFC/mL tras 96 horas.

Modelo matemático adaptado de Gompertz

Al replicar bacterias Acetobacter spp., se sustituyó 
el agar GYC + natamicina por agar Acetobacter, el cual 
contenía una mayor cantidad de carbonato de calcio 
y glucosa. Esto resulto en una mayor abundancia de 
microorganismos, y se observó un aumento en su 
velocidad de crecimiento ver figura 4.

Cinética de crecimiento para aislados 
Acetobacter spp., con sustrato 

La cinética de crecimiento se realizó al aislado 
procedente de las condiciones de cultivo que resultaron 
ser mejores en la etapa de desarrollo de bacterias, en el 
cacao Nacional incubado a 30°C en medio Acetobacter 
agar. Para poder contabilizar las colonias fue necesario 
realizar diluciones con el 5% de NaCl en agua destilada, 
hasta la dilución 10-3 donde se realizó el conteo de 
colonias.

Nota: En la figura A, se observa la bacteria sembrada en Acetobacter agar, donde se evidencia un aumento de 
biomasa, mientras que, en la figura B la bacteria está sembrada en el agar GYC + natamicina.

Figura 4. Bacteria Acetobacter spp., en diferentes medios de cultivo

Figura 5. Cinética de crecimiento microbiano (Acetobacter spp.)

Figura 6. Cinética de crecimiento microbiano modelo matemático adaptado de Gompertz 
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La Figura 6 muestra la cinética de crecimiento de 
Acetobacter spp. según el modelo de Gompertz, donde 
la fase exponencial se extiende de las 12 a las 72 horas, sin 
observarse fases estacionarias ni de declive. Syed et al. 
(2020) también informaron que Acetobacter xylinum 
omitió la fase de latencia, iniciando directamente la 
fase exponencial desde el primer día hasta el día 12, 
manteniéndose luego en fase estacionaria sin una fase 
de declive evidente.

Uso de las bacterias liofilizadas en la 
agroindustria 

Los aislados de Acetobacter aceti se emplea para la 
elaboración de té de kombucha, la cual es una bebida 
fermentada con un ligero sabor ácido, que presenta 
una vida útil prolongada sin perder sus características 
distintivas. Este té ofrece un potencial en el tratamiento 
de Síndrome metabólico y posee propiedades 
antinflamatorias, hipoglucemiantes, antioxidantes y 
antihipertensivas (Ricaurte, 2020). Teniendo en cuenta 
a Núñez (2022), para la elaboración de vinagre a partir 
de naranja, es esencial fermentar la fruta y añadir 
la bacteria en una concentración de 3x108 UFC/mL, 
además, se requiere que el grado Brix de las naranjas 
esté en el rango de 8,3 – 9,4 y que la acidez titulable se 
encuentre entre 1,46 – 1,55. 

IV. CONCLUSIONES
El medio GYC + natamicina resultó ser el más 

efectivo para el crecimiento de Acetobacter en la 
variedad de cacao Nacional, alcanzando 110 UFC/
mL a 30 °C, mientras que el medio Carr no mostró 
crecimiento. La caracterización de los aislados reveló 
que eran Gram negativos, catalasa positivos y oxidasa 
negativos, lo que sugiere su capacidad aeróbica para 
producir ácido acético, útil en procesos agroindustriales.

La cinética de crecimiento de Acetobacter no 
presentó fase de adaptación ni muerte celular durante 
72 horas, proporcionando información valiosa para 
la optimización de procesos industriales. Además, la 
liofilización demostró ser una técnica efectiva para 
la preservación de cepas de bacterias acéticas, con 
rendimientos consistentes que destacan su potencial 
para la conservación a largo plazo.
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