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Resumen

En Ecuador, el cacao es un cultivo clave, especialmente las variedades CCN-51 y Nacional, apreciadas por su aroma. La produccién genera
residuos como el mucilago, considerado desecho, pero con potencial de aprovechamiento. La fermentacién es esencial en la postcosecha,
donde microorganismos transforman azicares del mucilago en compuestos que mejoran el sabor. Esta investigacion tuvo como objetivo
aislar y caracterizar cepas de Acetobacter aceti a partir del mucilago de cacao (Theobroma cacao L.), con el fin de optimizar el proceso
de fermentacion, en colaboracion con Choco Warmi y con el apoyo financiero de la Fundaciéon Maquita. Se evalu6 el potencial de estas
bacterias en aplicaciones agroindustriales, particularmente en la mejora de procesos fermentativos. El mucilago de la variedad Nacional
present6 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 mostrd
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 analisis 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 liofilizacion
del 6.66 %. El medio GYC con natamicina favoreci6 el crecimiento de Acetobacter en la variedad Nacional, alcanzando 110 UFC/mLa 30 °C.
Los aislaos fueron Gram negativos, aerobios, y la liofilizacion result6 eficaz para su preservacion.
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Isolation and characterization of Acetobacter aceti from
cocoa mucilage (Theobroma cacao L.) and its application
in agroindustry

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 Fundacion 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. INTRODUCCION

En Ecuador, el cacao (Theobroma cacao L.) es uno
de los cultivos mas importantes debido a su calidad
y aroma distintivo, lo que le otorga una posicion
relevante en la economia nacional. Las principales
zonas de produccién estan ubicadas en las provincias
costeras y amazonicas, con variedades como el CCN-
51, criollo y Nacional siendo las mas destacadas. Estas
variedades son apreciadas tanto a nivel nacional como
internacional por el contenido de mucilago que rodea
las almendras de cacao. Sin embargo, este mucilago, a
pesar de sus cualidades, es considerado un residuo en
la industria del cacao, lo que ha llevado a la bisqueda
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 gener6 grandes
cantidades de residuos. Se estima que el 56.2% de estos
residuos son organicos, y el 43.8% son inorganicos,
lo que plantea un desafio ambiental significativo
(Ministerio del Ambiente y Agua, 2020; SIPA, 2021a).
La gestién adecuada de estos desechos, en particular
el mucilago, podria contribuir tanto a la sostenibilidad
ambiental como a mejorar los procesos de fermentacion
del cacao, optimizando su calidad (Calero, 2022;
Olivares, 2022).

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

La seleccion de bacterias presentes en el mucilago es
una estrategia importante para comprender y controlar
mejor el proceso de fermentaciéon. Las bacterias
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acéticas (BAA) se aislan utilizando medios como el GYC
y Carr, con el fin de identificar su impacto en el proceso
fermentativo (Melgaco et al., 2018; Salazar, 2017;
Rodriguez et al., 2023).

Este estudio se realizd en colaboracion con la
empresa chocolatera Choco Warmi, fundada en 2019
por un grupo de mujeres del recinto San Gerardo, en
la provincia de Bolivar (Ecuador), quienes utilizan
cacao seco para la produccion artesanal de chocolate
(Pérez et al., 2021). Ademas, este trabajo cont6 con el
financiamiento de la Fundacion Maquita y Ecosol, lo
que permite profundizar en el conocimiento sobre los
microorganismos que intervienen en la fermentacion
del cacao y su potencial para optimizar la calidad del
producto final (Lange & Criollo, 2022).

La fermentacion acética es un proceso bioquimico
fundamental para la producciéon de acido acético,
un compuesto organico liquido, incoloro y de gran
relevancia industrial. Este proceso se lleva a cabo
mediante la fermentaciéon de sustratos azucarados,
como el mucilago de cacao, e involucra la oxidacion del
etanol generado previamente por levaduras y bacterias
lacticas. Bajo condiciones aerobias, las bacterias acéticas
principalmente del género Acetobacter transforman el
etanol en 4cido acético, etapa clave en la elaboraciéon de
vinagre y otros productos fermentados. Esta conversion
representa un eslabdn 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 aflade natamicina al medio. Ademas,
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 4cido acético (Davalos,
2022; Wang, 2020).

El uso de bacterias acéticas no se limita a la
produccion de vinagre, ya que estas bacterias también
estan involucradas en la produccion de alimentos
fermentados como vinos, té de kombucha y otros
productos agroindustriales. Ademas, su capacidad
para producir celulosa las hace valiosas en la industria
alimentariay en la producciéon de biopolimeros (Lemus,



2020; Ricaurte, 2020; Davalos, 2022).

La caracterizacion de las bacterias aisladas se realiza
mediante pruebas bioquimicas como catalasa, oxidasa
y rojo de metilo, las cuales permiten identificar sus
propiedades metabdlicas, evaluando funciones clave
como la descomposicién del peréxido de hidrogeno y
la presencia de enzimas respiratorias (Duchi, 2022).
La tincién de Gram también es esencial para clasificar
las bacterias en gram-positivas o gram-negativas, lo
que facilita su identificacién y su manejo en procesos
industriales (Fernandez, 2022).

Por otro lado, el proceso de liofilizacion es
fundamental para la conservaciéon de las bacterias
aisladas, permitiendo mantener sus propiedades
metabolicas intactas a través de la eliminacion de agua
por desecacion al vacio. 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 mucilago de cacao, lo que representa una
oportunidad para optimizar el proceso de fermentacion
del cacao en la empresa Choco Warmi, a su vez
mejoraria la calidad del chocolate producido.

II. MATERIALES Y METODOS
En esta investigacion, las muestras se recolectaron
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en granjas del canton Echeandia, especificamente del
centro de acopio de cacao en el recinto San Gerardo

Las actividades de caracterizaciéon y aislamiento
de las bacterias del género Acetobacter spp. presentes
en el mucilago de cacao se realizaron en el laboratorio
general de la Universidad Estatal de Bolivar.

El proceso de liofilizacion y viabilidad de las
bacterias tuvo lugar en el laboratorio de Anélisis
de Alimentos y Fitoquimica y en el laboratorio de
Bioquimica y Cromatografia del Vicerrectorado de
Investigacién y Vinculacion.

Factores en estudio

Se aplico un disefio experimental que abordé la fase
de recuperacion y seleccion de bacterias fermentadoras
del 4cido acético presentes en el mucilago de cacao.
El disefio utilizado fue AxBxC (2x2x2), con dos
repeticiones por cada combinacién. El Factor A se
asoci6 a la variedad del cacao, con dos niveles (a1: CCN-
51; a2: Nacional); el Factor B estuvo relacionado con la
temperatura de incubacién, con dos niveles (b1: 25 °C;
b2: 30 °C) y el Factor C se refiri6 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 combinacion de factores para los
tratamientos se muestra en la tabla 1.

Tabla 1. Combinacién de tratamientos para el aislamiento del BAA

Tratamiento Coeficiente Niveles
Variedad de T (°C) Medio de cultivo
1 abc CCN - 51 25 Medio GYC + natamicina
2 abc, CCN - 51 25 Medio Carr
3 ab,c CCN - 51 30 Medio GYC + natamicina
4 ab,c, CCN - 51 30 Medio Carr
5 a,b c Nacional 25 Medio GYC + natamicina
6 abc, Nacional 25 Medio Carr
7 a,b,c Nacional 30 Medio GYC + natamicina
8 ab,c, Nacional 30 Medio Carr

Manejo del experimento

Extraccion de mucilago de cacao

El mucilago de cacao es una sustancia viscosa y
blanquecina presente en varias partes de la almendra
de cacao, considerada un residuo organico. El anélisis
de bacterias acido-acéticas en el cacao implic6 un
proceso detallado que abarco desde la cosecha hasta la

identificacion bioquimica y la evaluaciéon de la cinética
de crecimiento de los microorganismos obtenidos

Recoleccion y seleccion de muestras de
cacao:

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

Preparacion de las muestras

Las mazorcas de cacao se lavaron, cortaron y
desgranaron manualmente, separando las almendras de
la placenta. Luego, se extrajo el mucilago presionando
160 g de almendras de cada variedad: la CCN-51 produjo
100 mL, y la Nacional, 60 mL. El mucilago se almacen6
en envases estériles para su analisis posterior.

Recuperacion de bacterias acido-acéticas:

El aislamiento de las bacterias se llevd a cabo
utilizando dos tipos de medios de cultivo: Carr y GYC,
siguiendo la normativa ISO 7218:2007.

Medio de cultivo Carr: El proceso inici6 con la
recepcion del mucilago de cacao, que fue diluido en
agua estéril para ajustar la concentracion de bacterias.
Se realizaron diluciones seriadas y se sembraron 100
uL 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 mucilago de cacao se
diluy6 y se sembroé 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.

Identificacion bioquimica y microscopica

Las bacterias aisladas se sometieron a diversas
pruebas bioquimicas y microscopicas para su
identificacion.

Tincién de Gram: Se utiliz6 para determinar si
las bacterias eran grampositivas o gramnegativas.

Prueba del rojo de metilo: Se prepar6 el medio

30 |

RM-VP y se inocul6 con las bacterias aisladas. Después
de incubar a 30 °C por 24 horas, se afiadi6 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 sehalaba un resultado negativo.

Prueba de catalasa: Se anadi6 perdxido de
hidrégeno al portaobjetos que contenia la bacteria. La
aparicion de burbujas indicaba una reaccion positiva, lo
que sugeria la presencia de la enzima catalasa.

Prueba de oxidasa: Utilizando tiras reactivas, se
observo 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
empled 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 eincubadas a 30 °C, monitoreando
el crecimiento de las colonias.

Determinacion de la cinética de crecimiento

Se prepar6 una solucion estéril de agua salina (5%),
la cual se utiliz6 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 permitio
observar el crecimiento de las bacterias a lo largo del
tiempo.

Para determinar las unidades formadoras de
colonias (UFC), se emplearon las siguientes formulas

matematicas.
t
n=-—
g
B In (2)
~ tgeneracién
NCE) — No
® = No—Nmax __,,
1+~ Nmax €
Donde:

n: Namero de generacion; t: tiempo de incubacion;
g: tiempo generacional; r: Tasa de crecimiento; Nmax:
Capacidad méaxima de crecimiento; N(t): Poblacion en
el tiempo t; No: Numero inicial de microrganismos.



Conservacion de los aislados bacterianos

La conservacién de los microorganismos se realizd
mediante liofilizacion, un proceso que elimina el agua
por congelacion y sublimacién a bajas presiones,
evitando que los productos metabdlicos bacterianos
pasen a fase liquida. Para liofilizar bacterias de
acido lactico y acético, se siguieron pasos especificos
establecidos en el laboratorio de investigacion y
vinculacion.

Viabilidad de las bacterias liofilizadas por
espectrofotometria

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 midi6 la
absorbancia a 625 nm cada 3 horas durante 72 horas,
incubando los medios a 30 °C.

Analisis Estadistico

Para realizar los analisis de datos cuantitativos
se utilizd programas estadisticos como Statgraphics
mediante una estadistica inferencial que se usa para
probar hipétesis. Ademas, de programas bésicos del
paquete de office como Excel.

III. RESULTADOS Y DISCUSION
Caracteristicas fisico quimicas del mucilago
Las bacterias 4cido acéticas se aislan del mucilago

de cacao de la variedad Nacional, que presenta las

siguientes caracteristicas: pH de 4.20, acidez titulable
de 0.0128 meq NaOH/100 g, grado Brix de 18, humedad
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del 81.54% y contenido de cenizas del 1.29%. Segin
Santana et al. (2019), el mucilago de esta variedad tiene
un pH de 3.57y 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 comparacion, el mucilago 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) reportd6 una humedad de 79.71% y
Arreaga (2020) un contenido de cenizas del 0.40%.
La metodologia consisti6 en recolectar muestras de
mucilago de cacao en el cantén Echeandia y realizar el
aislamiento y caracterizacion de bacterias del género
Acetobacter en laboratorios especializados. Se aplicd
un disefio experimental AxBxC para evaluar factores
como la variedad de cacao, temperatura de incubacién
y medio de cultivo. Las bacterias aisladas se analizaron
bioquimicamente, y su crecimiento fue monitoreado y
cuantificado para evaluar su viabilidad y rendimiento
tras liofilizacion.

Modelo experimental para las bacterias
acido acéticas

Para poder contabilizar el crecimiento de las
colonias bacterianas acido acéticas se realiz6 diluciones
seriadas hasta la diluciéon: 10, donde hubo presencia
de colonias aisladas.

Aislamiento de Acetobacter

Tabla 2. Tratamientos para Acetobacter

Tratamiento Variedad de T de incubacién Medif) de Crecimiento
cacao cultivo (UFC/mL)
1R, CCN-51 25 GYC+ natamicina 0
2R, CCN-51 25 Medio Carr 0
3R, CCN-51 30 GYC+ natamicina 0
4R, CCN-51 30 Medio Carr 0
5R, Nacional 25 GYC+ natamicina 50
6R, Nacional 25 Medio Carr 0
7R, Nacional 30 GYC+ natamicina 90
8R, Nacional 30 Medio Carr o)
1R, CCN-51 25 GYC+ natamicina [}
2R, CCN-51 25 Medio Carr 0
3R CCN-51 30 GYC+ natamicina 0
4R CCN-51 30 Medio Carr 0
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5R, Nacional 25 GYC+ natamicina 30
6R Nacional 25 Medio Carr 0
7R, Nacional 30 GYC+ natamicina 110
8R, Nacional 30 Medio Carr 0
1R, CCN-51 25 GYC+ natamicina 0o
2R, CCN-51 25 Medio Carr 0
3R, CCN-51 30 GYC+ natamicina 0
4R, CCN-51 30 Medio Carr o)
5R, Nacional 25 GYC+ natamicina 25
6R, Nacional 25 Medio Carr 0
7R, Nacional 30 GYC+ natamicina 38
8R, Nacional 30 Medio Carr 0

La tabla 2 presenta la interaccion entre variedad de  estadistico evidencia diferencias significativas para
cacao (CCN-51 y Nacional), temperatura de incubaciéon ~ "Variedad de cacao," "Medio de cultivo" e interaccion
y medios de cultivo, mostrando el crecimiento de  AC (p=0,0001**).

Acetobacter en UFC/mL. En 0,0000001 mL de muestra
hay 110 UFC, sin presencia en CCN-51. El anélisis Pruebas de maultiples rangos para
crecimiento por medio de cultivo
Tabla 3. Pruebas de rangos multiples del Crecimiento por medio de cultivo para Acetobacter

Medio de cultivo Casos Media LS Sigma LS Grup’os
Homogéneos
Medio Carr 12 0 4.02639 X
Medio GYC + natamicina 12 28.5833 4.02639 X

La Tabla 3 muestra un andlisis LSD de Fisher, produccion de 4cido acético en Acetobacter. Rodriguez
revelando una diferencia significativa de -28.5833 et al. (2023) sugirieron diluir el mucilago y sembrarlo
entre los medios de cultivo Carr y GYC + natamicina.  en medio GYC, incubando a 30 + 2 °C por 48 horas.
Aunque Salazar (2017) recomend6 Agar GYC para
estas bacterias, Avendano et al. (2021) observaron Pruebas de multiples rangos para
que aumentar la dextrosa en el medio AM favorece la  crecimiento por variedad de cacao

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

Variedad de cacao Casos Media LS Sigma LS Gm[{os
Homogéneos
Nacional 12 28.5833 4.02639 X
CCN - 51 12 o} 4.02639 X

La Tabla 4 Se encontré una diferencia significativa  presencia de Acetobacter en el mucilago fermentado
de -28.5833 al comparar las variedades de cacao  del cacao Nacional o Chuncho, que se sembr6 en Agar
Nacional y CCN-51. Segtn Salazar (2017), se detectbla ~ GYC a 30°C durante 48 horas.

Grafico de Interacciones

59 B, Variedad de cacao
" CCN61

™ N —— Nacional

Cracimisnto (UFCiml)
B

GYC con natami Medio Carr
Medio de cultivo

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

Garcia. Aislamiento y caracterizacion de Acetobacter aceti

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

B

Figura 2. Dilucion de Acetobacter A (Investigacion) y B (Gerard, 2015)

La Figura 2 presenta las diluciones de Acetobacter,
en donde la imagen de la placa A muestra un cultivo
con una dilucién de 10 (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.

Caracterizacion de los aislados obtenidos
mediante técnicas microscopicasybioquimicas.
bacterianos  presentados a
continuacién, pertenecen a las cajas petri donde hubo

Los aislados
presencia de bacterias con mayor crecimiento, las cuales
se les someti6 a pruebas bioquimicas y microscopicas
de tincion de Gram.

Tabla 5. Identificacion bioquimica de cepas aisladas BAA

R -abc - + - -
R -ab.c - - + -
R -abc - - + -
R -abc - + + -
R,-abec, - - - -
R,-ab.ec, - - - -

Nota: En los andlisis bioquimicos destinados a la identificacion de BAL, se evidencia que la especie R, - a,b,c,
satisface las especificaciones correspondientes para ser clasificada como una bacteria del género Acetobacter spp.

La Tabla 5y 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
fermentacion acida mixta y produce acido. La prueba
de catalasa también fue positiva, evidenciando la

capacidad de descomponer perdxido de hidrégeno
(H,0,), lo que se manifest6 con efervescencia. Sin
embargo, la prueba de oxidasa fue negativa, indicando
que la bacteria no produce esta enzima y, por lo tanto,
no realiza respiracion aerdbica.

C D
-7

Figura 3. Identificacion bioquimica de aisladas Acetobacter spp.

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

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

de wun sustrato con el
propoésito de potenciar el crecimiento de
biomasa en las bacterias

A

Incorporacion

Al replicar bacterias Acetobacter spp., se sustituyd
el agar GYC + natamicina por agar Acetobacter, el cual
contenia una mayor cantidad de carbonato de calcio
y glucosa. Esto resulto en una mayor abundancia de
microorganismos, y se observd un aumento en su

velocidad de crecimiento ver figura 4.

B

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 estd sembrada en el agar GYC + natamicina.
Figura 4. Bacteria Acetobacter spp., en diferentes medios de cultivo

Kim et al. (2019) sefialan que el agar Acetobacter,
con altas concentraciones de glucosa y CaCO,, favorece
el crecimiento de bacterias acido-acéticas (BAA) y
limita el de otras especies. Orellana (2022) también us6
este medio enriquecido, lo que increment6 la biomasa
de BAA. Ricaurte (2020) reportd6 que el hongo de
kombucha, con Acetobacter aceti y té verde, alcanzo
173.33 UFC/mL tras 96 horas.

] 12 24 46 48
3

y =-0,2202x2 + 4,8512x + 233,91

Tiempo (Horas)

Cinética de crecimiento para aislados
Acetobacter spp., con sustrato

La cinética de crecimiento se realizé 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 dilucién 103 donde se realiz6 el conteo de
colonias.

R?=10,9698
54 52 72

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

Modelo matematico adaptado de Gompertz

N() = 253,53

265,00
260,00
255,00
250,00
245,00
240,00
235,00
230,00
225,00

# de colonias (UFC)

12 24 46

y =-0,1985x% + 4,3098x + 237,01
R?=10,9696

48 50
Tiempo (Horas)

54 52 72

Figura 6. Cinética de crecimiento microbiano modelo matematico adaptado de Gompertz
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La Figura 6 muestra la cinética de crecimiento de
Acetobacter spp. segiin el modelo de Gompertz, donde
lafase exponencial se extiende delas 12 alas 72 horas, sin
observarse fases estacionarias ni de declive. Syed et al.
(2020) también informaron que Acetobacter xylinum
omiti6 la fase de latencia, iniciando directamente la
fase exponencial desde el primer dia hasta el dia 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
elaboracion de té de kombucha, la cual es una bebida
fermentada con un ligero sabor acido, que presenta
una vida 1til prolongada sin perder sus caracteristicas
distintivas. Este té ofrece un potencial en el tratamiento
de Sindrome metabdlico y posee propiedades
antinflamatorias, hipoglucemiantes, antioxidantes y
antihipertensivas (Ricaurte, 2020). Teniendo en cuenta
a Nufez (2022), para la elaboracion de vinagre a partir
de naranja, es esencial fermentar la fruta y afadir
la bacteria en una concentracion de 3x10® UFC/mL,
ademas, 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 result6 ser el mas
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 mostrd
crecimiento. La caracterizaciéon de los aislados reveld
que eran Gram negativos, catalasa positivos y oxidasa
negativos, lo que sugiere su capacidad aerdbica para
producir acido acético, ttil en procesos agroindustriales.

La cinética de crecimiento de Acetobacter no
presentd fase de adaptacién ni muerte celular durante
72 horas, proporcionando informacion valiosa para
la optimizacion de procesos industriales. Ademas, la
liofilizacion demostr6 ser una técnica efectiva para
la preservacion de cepas de bacterias acéticas, con
rendimientos consistentes que destacan su potencial
para la conservacion a largo plazo.
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