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RESUMEN

Existe un creciente interés en el aislamiento de microorganis-
mos adaptados a fuentes de carbono de bajo costo, derivadas
de recursos renovables, para la produccién sustentable de
metabolitos utilizados en diversas industrias. Este enfoque
busca reducir la dependencia de materias primas quimicas
derivadas del petréleo, con alto impacto ambiental. En este
contexto, la presente investigacion evalué la adaptacién de
11 cepas bacterianas autéctonas del proceso de recupera-
cién de sacarosa a diferentes fuentes de carbono: glucosa,
sacarosa (comerciales) y melaza (subproducto renovable),
para la produccion de acido lactico. Las cepas fueron carac-
terizadas mediante métodos macroscépicos y bioquimicos.
Dos aislamientos de jugo de cafa filtrado (JF3 y JF2) y dos
de meladura (ML2 y ML1) demostraron capacidad de produ-
cir acido lactico, lo cual fue respaldado por espectroscopia
infrarroja por transformada de Fourier (FTIR) coincidiendo
estrechamente con las bandas (-C=0) 1720 cm™, (-OH) 1454
cm™, y (-C-0) 1375 cm’. La evaluacion del efecto del sustrato
revelé que la melaza generé los mayores rendimientos: JF3
(10.40 g-L'"), ML2 (6.82), JF2 (6.39) y ML1 (4.50). JF3 obtuvo la
maxima produccién en 28 horas. Estos resultados sugieren
que las cepas podrian estar adaptadas a la melaza, ya que
provienen del proceso de extraccion de sacarosa, y la melaza
es un recurso renovable prometedor para la produccién sus-
tentable de &cido lactico.

Palabras clave: Fermentacion, Bacterias acido lacticas, Fuen-
te de carbono, Melaza, Fuentes renovables.

ABSTRACT

There is growing interest in isolating microorganisms adap-
ted to low-cost carbon sources derived from renewable
resources for the sustainable production of metabolites used
in various industries. This approach aims to reduce depen-
dence on petroleum-derived chemical feedstocks with high
environmental impact. In this context, the present research
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evaluated the adaptation of 11 autochthonous bacterial
strains from the sucrose recovery process to different carbon
sources: glucose, sucrose (commercial) and molasses (re-
newable by-product), to produce lactic acid. The strains were
characterized by macroscopic and biochemical methods.
Two isolates from filtered sugarcane juice (JF3 and JF2) and
two from molasses (ML2 and ML1), demonstrated the abi-
lity to produce lactic acid, which was supported by Fourier
transform infrared spectroscopy (FTIR) coinciding closely
with the bands (-C=0) 1720 cm™, (-OH) 1454 cm™, and (-C-O)
1375 cm™. The evaluation of the substrate effect revealed
that molasses obtained the highest production: JF3 (10.40
g-L-"), ML2 (6.82), JF2 (6.39), and ML1 (4.50). JF3 obtained the
highest production in 28 hours. These results suggest that
these strains may be adapting to molasses, as they are auto-
chthonous to the sucrose extraction process, and molasses
is a promising renewable resource for sustainable lactic acid
production.

Keywords: Fermentation, Lactic acid bacteria, Carbon sour-
ce, Molasses, Renewable sources.

INTRODUCCION

La produccién de metabolitos de uso industrial es de inte-
rés para las industrias alimentarias, farmacéutica y quimica
debido al incremento en la demanda de productos de base
bioldgica que contribuyan a la sustentabilidad a partir del
aprovechamiento de fuentes renovables (Plamada et al.,
2024).

El aprovechamiento de fuentes renovables (biomasa y
subproductos) representa una alternativa sustentable para
la gestién de residuos. Se estima que para 2050 la genera-
cién mundial de residuos alcanzard los 3.4 mil millones de
toneladas anuales (International Solid Waste Association,
ISWA, 2021); su valorizacién no solo contribuye a reducir la
dependencia de fuentes no renovables, sino que también
promueve un aprovechamiento eficiente de los recursos al
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ser utilizados como sustrato en procesos microbianos dis-
minuyendo la contaminacién por residuos sélidos (Ramirez-
Valencia et al., 2023).

El uso de recursos renovables como sustrato en la fer-
mentacién del acido lactico permite valorizar residuos agro-
industriales, reduciendo la contaminacion y los costos de
produccién los cuales dependen principalmente del precio
de fuentes de carbono comerciales (glucosa, sacarosa, lacto-
sa y maltosa) que son relativamente costosas, por lo que las
industrias estan cambiando su enfoque hacia la valorizacion
de sustratos alternativos utilizando procesos microbianos
(Krishna et al., 2018).

Este proceso microbiano genera productos épticamen-
te puros (acido lactico L-(+) o D-(-)), a diferencia de la sintesis
quimica que produce mezclas racémicas (acido DL-lactico)
que requieren separacion generando costos energéticos y
depende de subproductos petroquimicos. Por ello se pre-
fiere la produccién microbiana para la obtencién de acido
lactico, ya que aporta beneficios econémicos y ambientales
(Diaz-Orozco et al., 2025).

El 4cido lactico (2-hidroxipropanoico) es un metabolito
con aplicaciones en las industrias quimica (precursor del
acido polilactico), cosmética (exfoliante) y alimentaria (aci-
dulante y conservador) (Balasubramanian et al., 2023). Su
mercado podria alcanzar los 5.02 mil millones de délares en
2028, por lo que para suplir la demanda resalta la necesidad
de una produccion eficiente por via microbiana, siendo
fundamental para alcanzarla una seleccién adecuada de mi-
croorganismos con adaptaciones que les permitan prosperar
en diversos entornos metabolicos y utilizar como fuente de
carbono diferentes subproductos (Agrawal y Kumar, 2022;
Rachwat y Gustaw, 2024).

Figura 1. Diagrama de proceso de la produccién de sacarosa.
Figure 1. Process diagram of sucrose production.
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Las cepas utilizadas en la seleccion de inéculos pueden
tener origenes diversos; sin embargo, en la mayoria de los
estudios, aquellas de origen autéctono suelen proporcionar
ventajas al estar previamente adaptadas al ambiente en el
que seran inoculadas obteniendo una mayor produccién de
metabolitos (Carvalho et al., 2020; Gu et al., 2024).

Para evaluar la adaptacidon de cepas microbianas se
suelen utilizar parametros tales como producciéon de meta-
bolitos y tiempo de latencia, entre otros (Li et al., 2021).

Debido a lo anterior, la investigacién tuvo como objeti-
vo evaluar la adaptacién de 11 cepas bacterianas autéctonas
del proceso de extraccion de sacarosa a diferentes fuentes
de carbono (comerciales y subproductos) para la produccion
sustentable de 4cido lactico.

MATERIALES Y METODOS

Aislamiento y conservacion de material biolégico

Las cepas bacterianas fueron aisladas tomando muestras
en diferentes etapas del proceso de extraccion de sacarosa
(Figura 1) de dos ingenios azucareros de la regién Cérdoba-
Golfo, Veracruz, México. Las muestras fueron trasladadas en
frio (4°C), para el aislamiento se sembraron muestras diluidas
(107,103 y 10°) en placas que contenian (g/L): agar de Man,
Rogosa y Sharpe (MRS) (Difco™) (55) y fueron mantenidas a
37 °C durante 48 h. El procedimiento fue repetido hasta que
se obtuvieron aislamientos puros que fueron verificados me-
diante tincion de Gram (Govindaraj et al., 2021). Los microor-
ganismos aislados fueron conservados en glicerol (Hycel™) al
30 %y 50 % (v/v) y fueron almacenados a 4 °Cy -20 °C, hasta
su uso (Vega-Vidaurri et al., 2022).
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Caracterizacion morfolégica y bioquimica de aislamien-
tos bacterianos

Las cepas aisladas fueron caracterizadas macroscépicamente
mediante la observacion morfolégica (forma, color, bordes y
elevacion) y microscépicamente realizando tincion de Gram
(Sharmaetal., 2023).

Ademads, se realizaron caracterizaciones bioquimicas
(catalasa, oxidasa y Hugh Leifson) (Figura 2). La actividad
catalasa fue evaluada adicionando una gota de H,O, al 3.5
% (Alcomex™) a un portaobjetos con un frotis bacteriano,
donde la presencia de burbujas es indicativa de un resultado
positivo (Abidin et al., 2024).

La prueba de oxidasa se realizo colocando un frotis de
los aislamientos sobre tiras reactivas (Bactident™). Un resul-
tado positivo es indicado por un cambio de coloraciéon de
azul a violeta en la zona reactiva (Jostasie et al., 2024).

Asimismo, se determiné la capacidad de los aislamien-
tos para fermentar glucosa y sacarosa mediante el método
de Hugh-Leifson. Se preparé6 medio de Hugh-Leifson que
contenia (g/L): peptona de caseina (BD Bioxon™) (2), extracto
de levadura (BD Bioxon™) (1), cloruro de sodio (J.T Baker™)
(5), fosfato dipotasico (Fermont™) (0.3), azul bromotimol
(Merck™) (0.08), agar (BD Bioxon™) (2.5), glucosa (Meyer™)
(10). La prueba se realizé inoculando las cepas por picadura
en tubos que contenian 8 mL de medio Hugh-Leifson estéril.
Para asegurar anaerobiosis se realizé la prueba en presencia
de 1 mL de parafina liquida (Merck™) en un tubo cerrado,
mientras que también se realizd en un tubo abierto. El resul-
tado se interpreta por un cambio de color de verde a amarillo
en condiciones aérobicas, indicando metabolismo oxidativo,
mientras que, en condiciones anaerdbicas es indicativo de
metabolismo fermentativo, y al reaccionar en ambos, indica
un metabolismo anaerobio facultativo (Kumar et al., 2022).

Inéculo

Cada cepaaislada se activé en tubosinclinados que contenian
(g/L): agar MRS (Difco™) (55) y se mantuvo a 37 °C durante 24
h. Las cepas reactivadas se inocularon en matraces Erlenme-
yer de 250 mL conteniendo 100 mL de medio compuesto por
(g/L): caldo MRS (Difco™) (55). Los matraces se incubaron a 37
°C en una incubadora (Binder™ Modelo:9010-0164) durante
24 h a 150 rpm; la biomasa producida se consider6 como
inéculo (Gayosso-Sanchez et al., 2024).

Cultivo en medio liquido para la producciéon de acido
lactico

La produccién de acido lactico se llevé a cabo en un sistema
que consistié en recipientes de vidrio de 110 mL de geo-
metria cilindrica uniforme (didmetro 5.5 cm, altura 4.6 cm,
operados al 70 %) que contenian (g/L): peptona (Hycel™)
(5), CaCo, (Productos Quimicos Monterrey™) (4), extracto de
levadura (BD Bioxon™) (0.5) y como fuentes de carbono in-
dependientes para cada tratamiento glucosa (Meyer™) (20),
sacarosa (BD Bioxon™) (20) y melaza obtenida del proceso
de recuperacién de sacarosa (20). La biomasa del inéculo se
coseché con 5 mL de Tween 80 (Hycel™) estéril al 0.01 % y el
sistema se inocul6 ajustando a 1x10° unidades formadoras
de colonias UFC/mL. El cultivo se mantuvo a 150 rpm y 37
°C durante 48 h. Se evalu¢ el efecto de la fuente de carbono
(glucosa (Meyer™), sacarosa (BD Bioxon™) y melaza obtenida
del proceso de recuperacién de sacarosa con una compo-
sicion de (%): sacarosa (38.1), fructosa (8.45), glucosa (7.5),
ceniza (5.35), aminoacidos (2), otros carbohidratos (21.05)
y humedad (17.55) ) sobre la produccién de acido lactico
utilizando un disefio completamente al azar unifactorial y en
intervalos de 4 h se cuantifico por triplicado la concentracion
de células/mL, concentracién de acidos orgdnicos, acido lac-
tico, pH y azucares reductores (Rodriguez-Rojas et al., 2016;
Cardenas et al., 2018; Khairul et al., 2022).

Figura 2. Ensayos bioquimicos. A) Prueba de catalasa, B) Prueba de oxidasa, C) Fermentacion de aztcares

(glucosa y sacarosa).

Figure 2. Biochemical tests. A) Catalase test, B) Oxidase test, C) Fermentation of sugars (glucose and

sucrose).
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Modelacion del crecimiento celular via parametros de
Gompertz

El crecimiento celular fue determinado mediante el uso de
una camara de Neubauer, siguiendo el método descrito por
David et al. (2022). Se utilizé el modelo de Gompertz como
método de ajuste (Ecuacién 1) donde la respuesta microbia-
na en funcién del tiempo se representa como y (In Células/L),
se evaluaron parametros clave del crecimiento, incluyendo la
tasa maxima de crecimiento especifica (umax (h)) (Ecuacion
2), la fase lag (A (h)) (Ecuacién 3) y el tiempo de inflexién (ti
(h)) (Ecuacién 4), los parametros biolégicos se describen
mediante los términos matematicos a (capacidad de carga
de biomasa del sustrato), b (dinamica de aceleraciéon) y ¢
(adaptabilidad inicial) (Lizardi-Jiménez et al., 2019).

—elb=ct)

y = ae (Ecuacion 1)

umax, Ay ti se determinaron utilizando las ecuaciones 2,3y 4
respectivamente:

umax= ac/e (Ecuacion 2)
A=(b-1) /c (Ecuacién 3)
ti= b/c (Ecuacioén 4)

Cuantificacion de acido lactico

El acido lactico fue determinado utilizando el método espec-
trofotométrico reportado por Borshchevskaya (2016). Para lo
cual se tomaron alicuotas de 50 pL del cultivo fermentado,
las cuales se afadieron a 2 mL de FeCl, (Fermont™) al 0.2 %
m/v, la absorbancia fue determinada a 390 nm utilizando un
espectrofotometro tipo UV-visible (Thermo Scientific™ Mo-
delo: Genesys 10uv). La concentracién se determiné con una
curva patron de acido lactico construida por este método
con un estandar comercial (acido lactico Meyer™ 85 % A.C.S)
(Ngouénam et al., 2024).

Cuantificacion de acidos organicos

Se realizé una cuantificacion de acidos organicos utilizando
el método de acidez titulable total reportado por Nielsen,
(2024), donde la concentracién de acidos orgénicos fue cal-
culada usando la Ecuacién 5

V1+C+100
AL (%) =
L V2+Meq

(Ecuacién 5)

Donde: V, es el gasto de NaOH (mL); V, es el volumen
de muestra (mL); C es la concentraciéon de NaOH, Meq es el
miliequivalente del &cido lactico y AL es la concentracion de
acidos organicos.

Determinacion de azicares reductores

Los azucares reductores fueron cuantificados utilizando el
método reportado por Miller (1959), con las siguientes mo-
dificaciones: se prepardé el reactivo DNS afadiendo (g/L) hi-
dréxido de sodio (Macron™) (16), tartrato de sodio y potasio
tetrahidratado (J.T. Baker™) (300), y 4cido 3,5-dinitrosalicilico
(Sigma-Aldrich™) (10). La determinacion se realizé en oscu-
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ridad mezclando 1 mL de reactivo DNS a un tubo de ensayo
que contenia T mL de muestra. Como control se empled agua
destilada. La mezcla fue mantenida en bafio maria a 100 °C
durante 15 min y posteriormente enfriada en un bafo de
agua con hielo por 15 min. Finalmente, se afadieron 5 mL de
agua desionizada a cada tubo, y la absorbancia fue determi-
nada a 575 nm en un espectrofotometro (Thermo Scientific™
Modelo:Genesys 10uv). La concentracion de azucares reduc-
tores fue determinada con una curva estandar de glucosa
(Meyer™) (rango de concentracién: 0.166 - 10.63 g/L).

Caracterizacion por FTIR

El cultivo fermentado de cada aislamiento se centrifugd y
se recuperd el sobrenadante el cual fue caracterizado por
espectroscopia infrarroja (FT-IR) con un espectrofotometro
infrarrojo (Bruker™ Modelo: Vertex 70) con el que se realizd
un barrido en la regién (4000 - 400 cm™) y se compard con
un estandar comercial (acido lactico Meyer™85 % A.C.S). Los
espectros resultantes se analizaron con el programa Origin™
6.1 (Kumar etal., 2022).

RESULTADOS Y DISCUSION

Aislamiento y conservacion de material bioldgico

Un total de 11 cepas bacterianas puras fueron aisladas a par-
tir de muestras recolectadas en diferentes etapas del proceso
de extraccion de sacarosa de dos ingenios azucareros de la
region Cérdoba-Golfo, Veracruz, México (Figura 1). De estas,
cuatro se aislaron del jugo filtrado (etiquetadas como JF1,
JF2, JF3 y JF4), dos de la meladura (etiquetadas como ML1y
ML2), una de la miel A (etiquetada como MAT), una del jugo
mezclado (etiquetada como JM1), una del jugo alcalizado
(etiquetada como JA1), una de la templa de A (etiquetada
como TA1) y una del jugo clarificado (etiquetada como JC1).
Todas las cepas aisladas crecieron en medio MRS.

Caracterizacion de aislamientos bacterianos

Los resultados de la caracterizacién (tincion Gram positiva,
actividad catalasa negativa y ausencia de la enzima citocro-
mo oxidasa) de los aislamientos bacterianos que se muestran
en la Tabla 1, indicaron que los aislados etiquetados como
JF2, ML1, ML2 y JF3 tenian caracteristicas representativas del
grupo de las bacterias acido-lacticas (Meruvu y Harsa, 2022).

Por otro lado, las pruebas de Hugh-Leifson indicaron
que estos aislamientos tienen la capacidad de fermentar la
glucosa y sacarosa a través de un metabolismo anaerobio
facultativo. Estos resultados son indicativos de que pueden
tratarse de bacterias acido-lacticas, ya que en la literatura se
indica que este tipo de bacterias son anaerobias facultativas
(Sivani et al., 2023).

En condiciones anaerobias estrictas, las bacterias acido-
lacticas realizan la fermentacion lactica, cuyo producto prin-
cipal es el lactato (Rosenbaum et al., 2021). En este proceso,
la glucosa es metabolizada a través de la via glucolitica para
generar piruvato, el cual es posteriormente reducido a lacta-
to por la enzima lactato deshidrogenasa (Kang et al., 2024).
Este mecanismo es caracteristico de las bacterias homofer-
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Tabla 1. Caracteristicas bioquimicas de los aislamientos autéctonos de la
agroindustria azucarera.

Table 1. Biochemical characteristics of native isolates of the sugar
agroindustry.

Aislamiento .
bacteriano Caracteristica
Catalasa Oxidasa HL-G HL-S Tincion de
Gram
JF2 - _ AF AF n
ML1 - _ AF AE N
MA1 + _ AF AE N
ML2 - _ AF AF N
JM1 + - AF AF -
JF3 - _ AF AF N
AT - - AP AF )
JF1 - + AF AF N
JF4 - + AF AF -
TA1 o ) AF oz .
JC1 - ¥ o AE N

HL-G=Prueba de Hugh-Leifson con glucosa; HL-S=Prueba de Hugh-
Leifson con sacarosa; AF=Anaerobio facultativo; AE=Anaerobio estricto;
O=0xidativo; - = Resultado negativo; +=Resultado positivo.

mentativas, que convierten los azlcares casi exclusivamente
en lactato a diferencia de las bacterias heterofermentativas
que ademas de acido lactico producen etanol, dcido acético
y CO, (Stephen y Saleh, 2023).

En contraste, cuando presentan condiciones facultati-
vas, las bacterias acido-lacticas pueden sobrevivir y crecer en
presencia de oxigeno, a pesar de que su metabolismo princi-
pal se lleva a cabo en condiciones anaerobias, al exponerse
al oxigeno, pueden cambiar su metabolismo, utilizando rutas
que no estan activas en condiciones anaerébicas (Pinillos-
MiRano et al., 2022). Por ejemplo, la produccién de lactato
puede seguir ocurriendo, pero el balance de productos se ve
modificado ya que el acetato reemplaza al lactato como el
principal producto final de la fermentacion de glucosa, por
lo que en procesos de produccion de acido lactico es con-
veniente utilizar bacterias homofermentativas y establecer
condiciones anaerdbicas para favorecer la produccién de
lactato, el cual es el precursor del &cido lactico (Bryukhanov
etal., 2022; Rao et al., 2023).

Los resultados de la caracterizacion morfoldgica
(colonias circulares de color blanco, con margen entero y
elevacién convexa) (Figura 3) de los aislamientos JF2, ML1,
ML2y JF3 revelaron que coincidian con las caracteristicas co-
rrespondientes al grupo de bacterias acido-lacticas (Abidin
etal., 2024).

Con el objetivo de evaluar el efecto de la fuente de car-
bono sobre la produccién de acido lactico, los aislamientos
JF2, ML1, ML2 y JF3 fueron seleccionados preliminarmente
debido a que cumplen con las caracteristicas representativas
de este grupo de bacterias.

Evaluacion del efecto de la fuente de carbono sobre la
produccion de acido lactico

La evaluacion de diversas fuentes de carbono comerciales
(glucosa Meyer™ grado reactivo, sacarosa BD Bioxon™ grado

Figura 3. Caracterizaciéon morfolégica de cepas bacterianas. A) Cepa JF2, B)
Cepa ML1, C) Cepa ML2, D) Cepa JF3.

Figure 3. Morphological characterization of bacterial strains. A) JF2 strain, b)
ML1 strain, C) ML2 strain, d) JF3 strain.

reactivo) y subproductos (melaza obtenida del proceso de
extraccién de sacarosa) en la produccién de acido lactico
permitié evidenciar un efecto significativo de la fuente de
carbono en la producciéon de este metabolito. Se observé
que al utilizar melaza se obtuvo la mayor producciéon de aci-
do lactico (g/L) en los aislamientos JF3 (10.40), ML2 (6.82), JF2
(6.39) y ML1 (4.50) posiblemente debido a que son nativos de
la agroindustria azucarera; en investigaciones similares se ha
utilizado melaza de cafa de azticar como fuente de carbono
alcanzando producciones maximas de acido lactico (g/L) de
52.4y 14.2 al utilizar Limosilactobacillus fermentum y Kosako-
nia cowanii, asi como también, pretratamientos en la melaza
y estrategias de optimizacién numérica como los disefos de
Box-Behnken y de compuestos centrales (Figura 4) (Mabia et
al., 2025; Salatein et al., 2025).

La produccién de metabolitos, como el acido lactico,
es influenciada por la fuente de carbono utilizada, constitu-
yendo un factor determinante en el rendimiento del proceso
(Castro et al., 2018). No obstante, dicho proceso suele reque-
rir fuentes de carbono relativamente costosas, como glucosa,
sacarosa, lactosa y maltosa, lo que resalta la necesidad de
investigar sustratos alternativos mas econémicos para su
produccién (Krishna et al., 2018).

Se ha reportado que es posible producir de manera
eficiente acido lactico a partir de varios sustratos alternativos
como fuente de carbono tales como: periédico hidrolizado,
suero, bagazo de yuca, almidén, jugo de sorgo dulce y bio-
masa lignocelulésica (Abedi y Hashemi, 2020). Por lo que
explorar la busqueda de microorganismos adaptaciones
evolutivas para utilizar fuentes de carbono alternativas como
la melaza para la produccién de acido lactico es de interés
(Alrefaey et al., 2020).

La Figura 4 muestra que el aislamiento JF3 produjo los
mejores resultados en la produccién de &cido lactico 10.4 g/L
a las 28 horas utilizando melaza, probablemente debido a la
adaptacion evolutiva a las fuentes de carbono del proceso
industrial de obtencion de sacarosa de donde fue aislada. De
acuerdo con Agrawal y Kumar (2022), la evolucién adaptativa
en los microorganismos es fundamental, dado que permite
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Figura 4. Efecto de la fuente de carbono sobre la produccion de acido lactico
(Letras distintas indican diferencias significativas (Tukey p < 0.05), barras de
error indican error estandar).

Figure 4. Effect of carbon source on lactic acid production (Distinct letters
indicate significant differences (Tukey p < 0.05), Error bars indicate standard
error).

que los microorganismos logren prosperar en distintos en-
tornos metabdlicos.

Una de las ventajas de la evolucién adaptativa es la
adaptacion a diferentes entornos metabdlicos como por
ejemplo, el uso de sustratos no preferidos (Tan et al., 2022).
Ademas, las mejoras en el rendimiento de las cepas causadas
por la adaptacion son a largo plazo e invariables ya que la
estabilidad a largo plazo suele estar causada por la mutacion
genética y estos rasgos producidos por la adaptacién de los
microorganismos pueden heredarse de manera perdurable
durante varias generaciones (Bagamery et al., 2020; Lee et al.,
2020).

Estos resultados evidenciaron la posible adaptacién al
sustrato (melaza) que tienen la cepas al ser autéctonas de la
agroindustria azucarera.

Modelacion del crecimiento celular via parametros de
Gompertz
Los datos de crecimiento celular de las cepas bacterianas
seleccionadas fueron ajustados al modelo de Gompertz
con el objetivo de complementar los criterios de seleccion
de bacterias y fuente de carbono utilizando pardmetros ci-
néticos de crecimiento, ya que de acuerdo con lo reportado
por Montesdeoca-Tacoronte (2020), este modelo se emplea
para analizar la respuesta microbiana en funcién del tiempo
y la produccién de metabolitos, describiendo la cinética de
crecimiento con un minimo de parametros, sin considerar el
consumo de sustrato.

Los pardmetros obtenidos al ajustar el crecimiento celu-
lar al modelo de Gompertz se presentan en la Tabla 2.

Los resultados mostraron que ML1 presentd la mayor
tasa de crecimiento especifico (umax) en melaza (4.6904 h™),
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Tabla 2. Parametros cinéticos obtenidos con el modelo de Gompertz.
Table 2. Kinetic parameters obtained with the Gompertz model.

Parametro estimado

Fuente de

arboro ) Am)  Tih) R RMLA(g/L)
JF2

Glucosa 2.5751 0.4 1.4 0.9990 2.50+0.10
Sacarosa 2.5751 0.4 1.4 0.9973 1.53+0.12

Melaza 2.5162 1.6666 2.77 0.9968 6.39 + 0.07
ML1

Glucosa 2.5751 0.3000 1.3 0.9996 1.45+0.39
Sacarosa 2.7590 2.8666 3.53 0.9563 1.10+0.02

Melaza 4.6904 2.6666 333 0.9966 4.50 + 0.01

ML2

Glucosa 2.6855 1 2 0.9994 3.46 +0.25

Sacarosa 2.7223 2.2 32 0.9856 293 +0.03

Melaza 2.7223 1 2.72 0.9985 6.82 + 0.04
JF3

Glucosa 2.7590 1 2 0.9983 3.43+0.02

Sacarosa 1.5450 0.8333 25 0.9871 2.83+0.12

Melaza 1.6333 0.8333 2.5 0.9918 10.40 + 0.34

RMLA (g/L)= Rendimiento méaximo de acido lactico; u__ (h")=Tasa especifica
de crecimiento maximo; R?= Coeficiente de determinacion; A (h)= Fase lag; +
Error estandar.

sequida de ML2 (2.7223 h™"), JF2 (2.5162 h™") y JF3 (1.6333 h").
Por otro lado la fase de latencia en melaza de JF3 fue la mas
corta (0.8333 h), sequida de ML2 (1 h), JF2 (1.66 h) y ML1 (2.66
h). Se analiz6 que la cepa que tuvo la fase de latencia mas
corta en melaza (JF3 A=0.8333h) fue la que tuvo la mayor pro-
duccién de acido lactico (10.40 g/L), investigaciones similares
utilizando melaza como fuente de carbono complementaria
y Lactiplantibacillus pentosus, reportan fases de latencia (0-8
h) ademas de efectos inhibitorios al agregar mas del 3 % de
melaza al medio de cultivo (Chen et al., 2025). De acuerdo con
Popova-Krumova et al. (2024), una fase lag corta permite a los
microorganismos iniciar la produccién de acido lactico mas
rapidamente, lo que podria mejorar la eficiencia del proceso
fermentativo. En este contexto, la corta fase lag observada
en JF3 favorecié un comienzé rapido de la fermentacién y
aprovechamiento de la melaza como sustrato.

Se observé que no hay una correlacién significativa
(- 0.8934 p = 0.1066) entre la tasa especifica de crecimiento
maximo y la produccién maxima de acido lactico probable-
mente debido a que el acido lactico, aunque es producido en
el interior de la célula, es excretado a través de su membrana
celular por difusion considerandose un producto extracelular
(Ojo y de Smidt, 2023).

Los productos extracelulares son excretados sin nece-
sidad de una disrupcién celular, su produccién es influen-
ciada por factores de tipo ambiental (temperatura, el pH y
nutrientes) por lo que no se relacionan directamente con
la produccién de biomasa, a diferencia de los metabolitos
intracelulares cuya cuantificaciéon y uso requieren la ruptura
celular, estando estrechamente vinculados al crecimiento
celular (Mora-Villalobos et al., 2020).
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Produccion de acido lactico y acidos organicos
Se determino la cinética de la fermentacion para visualizar
el comportamiento de la cepa mas productiva (JF3 en me-
laza) en términos de produccién, crecimiento y consumo de
azucares a través del tiempo. Como se muestra en la Figura
5B, y derivado de la informacién obtenida con el modelo
de Gompertz, se estima que la cepa JF3 alcanzé la fase lag
a las 0.8333 h, posteriormente a las 2.5 h llegé al tiempo de
inflexion (Ti) en donde la maxima aceleracion del crecimiento
microbiano ocurrid, seguido de una marcada disminucién en
la concentracién de biomasa entre las 16 y 20 h, Figura 5A.
La tendencia de disminucién de biomasa ocurrida entre
las 16 y 20 h se puede explicar incluyendo la posibilidad de
un metabolismo endégeno en la cepa JF3. De acuerdo con
Monteagudo et al. (1997), en el metabolismo enddgeno, las
bacterias utilizan sus propias reservas de nutrientes y com-
puestos celulares para obtener energia y mantenerse activos
en condiciones de escasez de sustratos externos. Este feno-

meno ocurre cuando los nutrientes disponibles en el medio
se agotan, lo que obliga a la bacteria a degradar sus propias
macromoléculas para sobrevivir.

La tendencia anterior en la disminuciéon de biomasa
coincide con el comportamiento de los azicares reductores,
ya a partir de las 12 h se observa una marcada disminucion
en la concentracion de azuUcares reductores alcanzando la
concentracion mas baja a las 20 h, seguido de un incremento
entre las 20 y 24 h debido a la posible hidrdlisis de los disaca-
ridos presentes en la melaza. Cuando se utiliza como fuente
de carbono melaza, esta contiene algunos disacaridos que
las bacterias hidrolizan liberando azucares simples y poste-
riormente los asimilan observandose una disminucién en los
mismos (Felis y Dellaglio, 2007).

Como se observaenlaFigura 5A, lamayor concentracién
de acido lactico (10.4 g.L") calculada por el método espectro-
fotométrico se obtuvo a las 28 h 'y de acidos orgénicos (18.14
g. L") cuantificados por el método de acidez total titulable

Figura 5. A) Cinética de produccién de acido lactico y dcidos organicos durante 48 h
de fermentacion sumergida por el aislamiento bacteriano JF3 utilizando melaza. B)
Modelacién del crecimiento celular de JF3 via parametros de Gompertz (Barras de

error indican error estandar).

Figure 5. A) Kinetics of lactic acid and organic acid production during 48 h of
fermentation submerged by the bacterial isolate JF3 using molasses. B) Modeling of
JF3 cell growth via Gompertz parameters (Error bars indicate standard error).
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se obtuvo a las 48 h. Se observé que existe una diferencia
significativa en la produccién de ambos metabolitos, siendo
mayor la produccion de acidos organicos totales que de aci-
do lactico, por lo que se corroboré el metabolismo facultativo
de la cepa JF3, ya que en las bacterias acido lacticas al estar
en presencia de oxigeno se activan rutas metabélicas que no
estan presentes en condiciones de anaerobiosis lo que mo-
difica el balance de productos y el dcido acético reemplaza
al 4cido lactico como producto principal (Giacon et al., 2022;
Rao etal., 2023).

Por otra parte, se observé una relacién directa entre la
produccion de acidos organicos y el pH. Las condiciones de
pH para la fermentacion de la cepa JF3 se ajustaron a pH de
7 al iniciar la fermentacién disminuyendo a pH de 4.62 a las
48 h debido a la produccién de acidos organicos. La produc-
cién y acumulacion de acido lactico puede producirse en un
entorno acido con un pH menor a 4 (Saboya y Serrato, 2024).

De acuerdo con Escobar et al. (2020), esta disminucion
de pH muestra un estado metabdlico activo en las bacterias
acido lacticas. El valor del pH desempena un papel crucial en
la hidrélisis, la acidogénesis, ademas la produccién de acido
lactico puede variar en funcion del pH inicial, asi como del
tipoy la concentracion del sustrato, el pH mas adecuado para
la fermentacion lactica suele estar entre 5.0 y 6.0 (Pau et al.,
2021).

El rendimiento tedrico de la produccién de acido lactico
fue calculado a partir de la composiciéon de la melaza (%):
sacarosa (38.1), fructosa (8.45) y glucosa (7.5) reportada por
Khairul et al. (2022), obteniendo un rendimiento de conver-
sidn de carbono contenido en azlcares fermentables (saca-
rosa, glucosa y fructosa) de 23%. A pesar de que la maxima
produccion de la cepa JF3 (10.4 g/L) se encuentra por debajo
a lo reportado en otras investigaciones al utilizar melaza
(36.79 g/L), donde se optimizé la produccién aplicando la
metodologia de superficie de respuesta y pretratando la
melaza con EDTA (Abdel-Rahman et al., 2020); (83 g/L), donde
se pretratd la melaza para eliminar compuestos inhibitorios
y se controld el pH a 6.5 durante la fermentacion (Vidra et
al, 2017); y (112.34 g/L), donde se utiliz6 un consorcio mi-
crobiano para la fermentacion y licor de maiz en polvo como
fuente de nitrégeno (Sun et al., 2019), se resalta la relevancia
de la adaptacion del microorganismo al sustrato, ya que se
evidencié que la cepa JF3, al ser autdctona del proceso de
extraccién de sacarosa, tuvo un mejor desempefio al utilizar
melaza obtenida de la agroindustria cafera con respecto a
las otras fuentes de carbono evaluadas (glucosa y sacarosa)
grado reactivo.

El azucar en su forma pura (sacarosa, lactosa y glucosa)
es la fuente preferida de carbono, pero su uso resulta cos-
toso, por lo que utilizar microorganismos con adaptaciones
que les permitan utilizar fuentes de carbono como la melaza
con un mejor desempeno a comparacién de los azlcares en
su forma pura es relevante para la disminucién de costos de
produccién y asi promover la valorizacidon de coproductos y
subproductos (Abdel-Rahman et al., 2020; Gali et al., 2021).
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Caracterizacion por FTIR

El acido lactico producido por la fermentacion de las cepas
bacterianas (JF3, JF2, ML2 y ML1) fue caracterizado mediante
espectroscopia infrarroja por transformada de Fourier (FT-IR).
Los espectros obtenidos del producto de la fermentacion lac-
ticade JF3,JF2, ML2y ML1 fueron comparados con el espectro
de un estandar comercial de acido lactico. Los resultados de
la caracterizacién del acido lactico por FT-IR se presentan en
la Figura 6. Los espectros FT-IR obtenidos evidenciaron que
las cuatro cepas bacterianas analizadas tienen la capacidad
de producir acido lactico. Las bandas caracteristicas de los
espectros mostraron que los grupos funcionales (-C=0) 1720
cm™, (-OH) 1454 cm™, y (-C-0) 1375 cm™ observados para las
cuatro cepas bacterianas coincidieron estrechamente con los
resultados del estandar comercial de acido lactico (Paucean
etal., 2017; Alwan y Khalaf, 2019).

Se observé que en los espectros obtenidos de la carac-
terizacion por FT-IR del acido lactico producido por las cepas
bacterianas (ML2, ML1, JF3 y JF2) se presentaron bandas (re-
gién: 1700-1500 cm™™) que no se observan en el estandar de
comparacioén, posiblemente debido a la produccién de otros

Figura 6. Espectros infrarrojos por transformada de Fourier del dcido lactico
producido por las cepas bacterianas aisladas ML2, ML1, JF3 y JF2, y de la
referencia comercial de acido lactico.

Figure 6. Fourier transform infrared spectra of lactic acid produced by
bacterial strains ML2, ML1, JF3, JF2 and commercial reference of lactic acid.
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acidos organicos como el acido acético. De acuerdo con
Ibrahim y Koglin (2004), la banda caracteristica del espectro
infrarrojo del acido acético corresponde al estiramiento del
grupo acetato (-C=0) 1709 cm™, asi como la vibracién asi-
métrica del grupo carboxilato (-COO) 1570-1590 cm'. Estas
bandas coinciden con las que se observan en los espectros
de ML2, ML1, JF3 y JF2 (Ibrahim et al., 2005; Pem et al., 2023).

Estos resultados corroboraron la capacidad de las cuatro
cepas (JF3, ML2, JF2 y ML1) para la produccién de acido lac-
tico y fueron similares a lo reportado por estudios anteriores
(Cuervo-Garcés y Echeverry-Vargas, 2017).

Este estudio evidencié el potencial de cepas bacterianas
autoctonas de la agroindustria azucarera para la valorizacion
de subproductos como la melaza; no obstante, los resultados
estan condicionados por ciertas limitaciones metodoldgicas.
La identificacion bacteriana se basd en perfiles bioquimicos,
por lo que requiere validacidon posterior mediante secuen-
ciacién del gen 16S rRNA (Ramos et al., 2025). Asimismo,
la cuantificacion del acido lactico mediante métodos co-
lorimétricos solo permitié estimar la produccién total, sin
diferenciar isémeros opticos, lo cual limita la evaluacion de
aplicaciones especificas y hace necesario el uso de técnicas
analiticas mas precisas, como el HPLC (Beitel et al., 2020).
Finalmente, el empleo de un sistema de fermentacién por
lotes con tamponamiento de carbonato de calcio restringe el
control de pHy la transferencia de masa, lo que podria subes-
timar la capacidad productiva de la cepa JF3, potencialmente
optimizable en biorreactores controlados de lote alimentado
o continuos (Kim et al., 2022).

CONCLUSIONES

Esta investigacion logré el aislamiento y la caracterizacion
fenotipica de cuatro cepas bacterianas autdctonas (JF3,
ML2, JF2 y ML1) provenientes de las etapas de jugo filtrado
y meladura de la agroindustria azucarera. Se demostré que
la cepa JF3 posee la mayor capacidad fermentativa entre
los aislamientos evaluados, alcanzando una concentracion
maxima de acido lactico de 10.40 g/L en 28 h en un sistema
de fermentacién por lote. El estudio evidencié que la fuente
de carbono es un factor determinante en el rendimiento
del bioproceso. La melaza de caia resulté ser un sustrato
superior a la glucosa y sacarosa comerciales para la cepa JF3,
induciendo una fase de latencia significativamente reducida
(A =10.83 h) y un rendimiento de conversién de carbono con-
tenido en azucares fermentables de 23 %. Estos parametros
cinéticos, modelados mediante la ecuacion de Gompertz,
evidencian una adaptacién metabdlica preexistente de la
cepa JF3 alas condiciones complejas de la melaza. Finalmen-
te, el andlisis por espectroscopia infrarroja (FTIR) validé la
identidad quimica del metabolito, confirmando la presencia
de los grupos funcionales caracteristicos del acido lactico
(bandas 1720 cm™, 1454 cm™y 1375 cm™) en el sobrenadante
de fermentacion, lo que respalda la viabilidad técnica del uso
de la cepa autéctona JF3 para la valorizacion de melazas en
la produccion de acido lactico.
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