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Resumen 
El ácido láctico es uno de los ácidos orgánicos de mayor aplicación en la industria cosmética, 
farmacéutica, alimenticia, entre otras. El objetivo de esta investigación fue evaluar la producción de 
ácido S-láctico empleando estimulantes de biosíntesis con dos fuentes de carbono de origen vegetal. 
Se realizaron los procesos unitarios y acondicionamiento de la materia prima; se identificó el 
microorganismo (R. oryzae) según sus características morfológicas a nivel microscópico y 
macroscópico. Se evaluó la producción de ácido láctico empleando medios de cultivo con diferentes 
concentraciones de harinas de yuca y batata de 2, 5 y 7%; a diferentes tiempos de fermentación; 
obteniéndose las mayores producciones de ácido láctico (27.60 y 26.70 g/L) a concentraciones de 
sustratos de (2% batata – 5% yuca) y 5% de harina de yuca a las 22 h, evidenciando la capacidad 
amilolítica del microorganismo. Se realizó la identificación del isómero L del ácido láctico a través de 
una prueba enzimática. De forma análoga empleando los estimulantes [deoxicolato de sodio (1 g/L), 
glicerol (0.05 g/L), manosa (0.5 g/L)], se obtuvo la mayor producción de ácido S-láctico (16.17 g/L) 
con el sustrato (2% batata – 5% yuca) y el estimulante (manosa 0.5 g/L) en 24 h. 
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Abstract 
Lactic acid is one of the most widely used organic acids in the cosmetic, pharmaceutical, chemical 
and food industries, among others. The objective of this research was to evaluate the production of 
S-lactic acid using biosynthesis stimulants with two carbon sources of vegetable origin. The unitary 
processes and conditioning of the raw material were carried out, followed by the identification of the 
microorganism (R. oryzae) by microscopy and macroscopic characteristics. The production of lactic 
acid was evaluated using culture media with different concentrations of cassava and sweet potato 
flours of 2, 5 and 7%; at different fermentation times; obtaining the highest productions of lactic acid 
(27.60 and 26.70 g/L) at substrate concentrations of (2 % sweet potato - 5% cassava) and 5% 
cassava flour at 22 h, evidencing the amylolytic capacity of the microorganism. The identification of 
the S isomer of lactic acid was carried out through an enzymatic test. Similarly, using the stimulants 
[sodium deoxycholate (1 g/L), glycerol (0.05 g/L), mannose (0.5 g/L)], the highest production of S-
lactic acid (16.17 g/L) was obtained with the substrate (2 % sweet potato – 5 % cassava) and the 
stimulant (mannose 0.5 g/L) in 24 h. 
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Introducción  
La química verde surge como una respuesta a 
la necesidad de minimizar la contaminación y 
los riesgos ambientales asociados con la 
producción industrial y el uso de productos 
químicos. Se basa en el principio de prevenir 
la contaminación desde el origen, buscando 
diseñar procesos químicos más eficientes y 
menos dañinos para el medio ambiente y la 
salud humana (Miranda et al., 2024). Es por 
ello, que esta investigación está dirigida en 
diseñar un proceso biotecnológico que sea 
beneficioso para el medio ambiente usando un 
microorganismo para generar producto de 
valor agregado, en este caso, ácido S-láctico 
partiendo de una fuente de carbono de origen 
vegetal. 
El ácido láctico también conocido como ácido 
alfa-hidroxipropanoico (ácido 2-
hidroxipropanoico), es un compuesto químico 
orgánico con la formula química (C3H6O3) que 
existe en dos isómeros ópticos: S y R ácido 
láctico. Se forma de manera natural como 
subproducto de la fermentación bacteriana del 
azúcar, el almidón de maíz o el suero lácteo, 
así como en los músculos durante el ejercicio 
intenso. El isómero S es producido 
naturalmente en el cuerpo humano y es 
metabolizado por él, mientras que el isómero 
R es menos común y puede ser perjudicial 
(García et al. 2010). 
El ácido láctico tiene muchas aplicaciones. En 
la industria alimentaria y farmacéutica, se 
utiliza en anticongelantes, biocidas y plastilina, 
y está presente en la leche, los encurtidos, la 
soja fermentada, la cerveza y la carne. En la 
industria cosmética es usado por sus 
propiedades hidratantes permiten emplearlo 
como ingrediente en cosméticos para 
conseguir una piel suave, uniforme y firme 
para prevenir las arrugas (Aladdim et al. 
2015). 
Se realizó una investigación experimental de 
nivel explicativo, donde se consideró: la 
evaluación de los sustratos seleccionados 
para la producción de ácido láctico, la 
caracterización de la materia prima, la 
obtención de las mejores condiciones 
experimentales de la fermentación para la 
producción de ácido láctico, la identificación 
del estereoisómero S del ácido láctico, la 
producción de ácido S-láctico usando 
estimulantes de biosíntesis con las mejores 
condiciones experimentales de fermentación, 
y la estimación de los costos de operación a 
nivel de laboratorio. Esto con el fin de poder 

evaluar los rendimientos obtenidos en la 
producción de ácido S-láctico a partir del 
hongo Rhizopus oryzae empleando 
estimulantes de biosíntesis mediante dos 
fuentes de carbono de origen vegetal a nivel 
de laboratorio. 
 

Materiales y métodos 
Material biológico 
La cepa del hongo R. oryzae se activó a partir 
de muestras congeladas. Para la activación se 
sembró asépticamente el hongo previamente 
hidratado en 6 fiolas individuales (Rivera & 
Wright, 2020); finalmente, se incubaron a 
temperatura ambiente hasta el completo 
desarrollo de las colonias a los 5 días, 
(Schaad et al., 2001). 
 
Preparación del inoculo del hongo R. 
oryzae 
A partir de la cepa reactivada de R. oryzae se 
tomaron colonias del hongo con una edad de 
crecimiento de 5 días, se realizó un raspado 
de superficie con la ayuda de un asa de 
platino, inoculando el hongo en una solución 
de Tween 80 al 0,1 % en agua 
desmineralizada estéril. Posteriormente se 
tomaron 3 muestras de una suspensión de 
esporas del hongo, y se determinó la 
concentración microbiana en cámara de 
Neubauer, y finalmente se ajustó a una 
concentración de 106 esporas/mL (Sánchez & 
Rosario 2011; Khunnonkwaoa et al., 2012; Gil-
Horán et al., 2008; Guevara et al., 2010). 
 
Proceso de fermentación 
Se llevó a cabo una fermentación inicial con 
dos tipos de sustratos: harina de yuca y harina 
de batata. Esto con el fin de estudiar el 
comportamiento del hongo R. oryzae ante la 
presencia de la mezcla dos fuentes de 
carbono y frente a cada una individualmente. 
El caldo de cultivo estuvo constituido por sales 
minerales: sulfato de amonio ((NH4)2SO4) 2.5 
g/L, fosfato diácido de potasio (KH2PO4) 0.3 
g/L, sulfato de zinc heptahidratado 
(ZnSO4·7H2O) 0.02 g/L, sulfato de magnesio 
heptahidratado (MgSO4·7H2O) 0.15 g/L; y 500 
mL de agua desmineralizada; las 
concentraciones de los sustratos fueron: 3, 5  
y 7 % g/L harina de yuca; 3, 5 y 7 % g/L 
(Alvarado & Pavone, 2015). Se realizó una  
 
segunda fermentación con el fin de escoger 
las mejores concentraciones para producir la 
mayor cantidad de ácido láctico, en este caso 
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se manejaron las mismas cantidades de las 
concentraciones de las sales, y modificando 
las concentraciones de los sustratos y las 
mezcla, que fueron ; 2 y 5 %  g/L harina de 
yuca; 2 y 5 %  g/L harina de batata; y la 
primera mezcla conformada por 2 % de harina 
de batata y 5% de harina de yuca; la segunda 
mezcla de 5% de harina de batata y 2 % de 
harina de yuca. 
Las fermentaciones se llevaron a cabo en 
biorreactores de 250 mL con 50 mL de caldo 
fermentativo por triplicado, más el inóculo de 
R. oryzae, con agitación orbital a 200 rpm y 
temperatura ambiente. Se tomaron muestras 
a las 18 y 36 h (Tabla 1). Culminado el tiempo 
total de fermentación, se procedió a acidificar 
con ácido clorhídrico (HCl) 4N y separar la  
 
biomasa producida por el microorganismo a 
través de una filtración por gravedad. 

Seguidamente para detener la fermentación 
del caldo obtenido, éste se esterilizó en 
autoclave a 10 psi durante de 15 min (Blas & 
Dulce, 2024). 
La concentración del ácido láctico presente en 
las muestras fue determinada a través del 
método colorimétrico del cloruro férrico, el cual 
consistió inicialmente en la preparación de una 
solución madre de cloruro férrico (FeCl3) al 0.3 
%, posteriormente se tomaron 0.05 mL de la 
muestra a analizar y se diluyeron en 2 mL de 
la solución de cloruro férrico y finalmente se 
midió su absorbancia a una longitud de onda 
a 390 nm. Las concentraciones de ácido 
láctico se determinaron mediante una curva 
patrón de ácido láctico a distintas 

concentraciones (Alvarado & Pavone, 2015). 

 

Tabla 1. Diseño experimental para la producción de ácido S-láctico. 

Factores Niveles Variable de respuesta 

Concentración (g/L) 

3 (-1) 

Producción de ácido S-láctico 
(g/L) 

5 (0) 

7 (+1) 

Sustrato 
Batata (-1) 

Yuca (+1) 

Tiempo 
18 h (-1) 

36 h (+1) 

 
Identificación del isómero S del ácido 
láctico. 
Se identificó el producto final de fermentación 
empleando el método enzimático 
QuantiQuikTM S-Lactic Acid, QQLLAC10, Lot: 
BJ11B20 de BioAssay Systems, empleando 
una muestra de 0,05 mL. Se transfirió una 
alícuota de muestra a un tubo de reacción que 
contenía soluciones de la enzima Lactato 
deshidrogenasa (LDH), la cual reaccionó 
únicamente con el ácido S-láctico formando 
una coloración en la banda de identificación. 
Finalmente, se comparó el color de la banda 
con una tabla de referencia de ácido S-láctico 
proporcionada en el paquete, tal como indica 
Saha, et al. (2021), donde al someter una 
muestra a la mezcla de NAD+ (nicotinamida 
adenina dinucleótido) y LDH (lactato 
deshidrogenasa), ocurre una serie de 
reacciones enzimáticas entre el lactato 
(almohadilla de reacción de la tira) y el NAD+ 
que cambian el color del agente cromogénico 
(formazán) de blanco a purpura en la 
almohadilla (Figura 1). 

La interacción del MTT en presencia de LDH 
y NAD+ conducen a la formación de un agente 
coloreado de tono purpura que varía en 
intensidad según la concentración de ácido   
S-láctico presente en la muestra (Figura 2). 
 
Comparación del rendimiento del ácido 
láctico con los estimulantes 
Después de aplicar el test enzimático, el cual 
detectó la presencia del ácido S-láctico, se 
seleccionaron las muestras con las mejores 
concentraciones, el cual fueron 5 % de harina 
de yuca y la mezcla compuesta de 5 % de 
harina de yuca y 2 % de harina de batata, para 
evaluar el efecto de los estimulantes de 
biosíntesis en el metabolismo del hongo para 
la producción de ácido S-láctico. En base de 
revisión de literaturas se seleccionaron 
deoxicolato de sodio 1 g/L, glicerol 0.05 g/L y 
manosa 0.5 g/L (García, et al. 2010), dado que 
presentaron un mejor efecto en la producción 
del ácido S. láctico con el R. oryzae. El caldo 
de cultivo estuvo constituido por sales 
minerales: sulfato de amonio ((NH4)2SO4) 
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Figura 1. Reacción enzimática del agente cromogénico (MTT) en las tiras de detección QuantiQuickTM S-Lactic Acid  

 

 
Figura 2. Coloración según la concentración del agente cromogénico en la muestra. 

 

2.5 g/L, fosfato diácido de potasio (KH2PO4) 
0.3 g/L, sulfato de zinc heptahidratado 
(ZnSO4·7H2O) 0.02 g/L, sulfato de magnesio 
heptahidratado (MgSO4·7H2O) 0.15 g/L; y 500 
mL de agua desmineralizada; las 
concentraciones de los sustratos fueron: 
mezcla (2 % p/v harina de batata y 5 % p/v 
harina de yuca), 5 % p/V harina de yuca; y las 
concentraciones de los estimulantes fueron: 
deoxicolato de sodio (SDC) 1 g/L, glicerol 
(C3H8O3) 0.05 g/L y manosa (C6H12O6) 0.5 g/L. 
Las fermentaciones se llevaron a cabo en 
biorreactores aireados de 250 mL con 50 mL 
de caldo fermentativo, más el inóculo de          

R. oryzae con agitación orbital de 200 rpm a 
temperatura ambiente. Se tomaron muestras 
a las 20 y 24 h (Tabla 2). Culminado el tiempo 
total de fermentación se procedió a acidificar 
con ácido clorhídrico (HCL) 4N, y separar la 
biomasa producida por el microorganismo a 
través de una filtración por gravedad. 
Seguidamente para detener la fermentación 
del caldo obtenido, éste se esterilizó en 
autoclave a 10 psi durante de 15 min (Blas & 
Dulce, 2024). 
Se utilizo el método colorimétrico 
anteriormente descrito para determinar la 
concentración de ácido S-láctico de las 
fermentaciones. 

 
Tabla 2. Diseño experimental para la producción de ácido S-láctico con estimulantes. 

Factores  Niveles Variable de respuesta 

Sustrato 
Mezcla (-1) 

Producción de ácido láctico 
(g/L) 

Yuca (+1) 

Estimulante 

Deoxycolato (-1) 

Glicerol (-0,33) 

Manosa (0,33) 

Sin estimulante (+1) 

Tiempo 
20 h (-1) 

24 h (+1) 
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Resultados y Discusión 

Determinación de ácido láctico 
El objetivo de esta investigación fue encontrar 
las mejores condiciones de operación del 
proceso que produzca la mayor concentración 
de ácido S-láctico y evaluar su producción con 
estimulantes de biosíntesis. Para las 
fermentaciones realizadas con sustratos de 
harina de yuca y batata a concentraciones de 
3, 5 y 7%, se obtuvieron dos rendimientos de 
14.35 y 12.22 g/L con 5% de harina de yuca a 
las 36 y 18 h respectivamente. Con el resto de 
las concentraciones evaluadas de  yuca (3 y 7 
%) y batata (3, 5 y 7 %) no se reportaron 
concentraciones de ácido láctico.  
Se puede observar un comportamiento similar 
a la investigación (Alvarado & Pavone, 2015) 
donde obtuvieron un máximo de 
concentración de ácido láctico (12.91 g/L) en 
un tiempo de 48 h, con la diferencia de que la 
presente investigación llego a obtener una 
máxima concentración de ácido láctico (14.35 
g/L) en un tiempo de 36 h, es decir, la cantidad 
de nutrientes que posee el sustrato harina de 
yuca son mayores que los que posee el yare, 

lo que promueve una mejora en la producción 
de ácido láctico en menor tiempo. 
En cambio, bajo las concentraciones 
estudiadas del sustrato harina de batata se 
observa que el hongo R. oryzae no parece 
producir ácido láctico a las condiciones 
estudiadas. En la investigación (Huang et al. 
2005), encontraron que las condiciones 
óptimas para la sacarificación del almidón de 
batata y la posterior formación de ácido láctico 
mediante el hongo R. oryzae son una 
temperatura de 30 °C y un pH de 6. 
 
Un análisis de tiempo realizado a las 
condiciones anteriormente descritas demostró 
que durante las primeras 7 h de fermentación, 
la actividad del hongo R. oryzae se 
encontraba en fase de adaptación, después 
de 22 h la producción de ácido láctico 
aumento hasta alcanzar una concentración 
máxima de 27.60 g/L con la mezcla 1 (2 % 
harina de batata - 5 % harina de yuca), hasta 
terminar la fermentación en 24 h (Figura 3). 
Cabe resaltar que esta concentración ha sido 
la más alta durante la investigación. 
 
 

 

  
Figura 3. Producción de ácido láctico (AL) contra el tiempo con R. oryzae en un lapso de 24 h. 

 
En el diagrama de Pareto (Figura 4) se 
observa que el efecto de sustrato y tiempo 
poseen efectos positivos a la variable de 
respuesta (producción de ácido láctico), es 
decir, que ambos contribuyen en el 
rendimiento de ácido láctico, cabe destacar 
que el tiempo es el que produce el mayor 

efecto en el rendimiento de la variable de 
respuesta, esto quiere expresar, que excede 
el límite del estadístico F que es 3,80 
aproximadamente, esto indica que la 
producción de ácido láctico se ve afectada de 
manera positiva (incrementa) con respecto al 
aumento del tiempo de fermentación hasta un  
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lapso de 24 h donde se evidencia un máximo. 
Para el sustrato evaluado el microorganismo 
alcanza su máxima producción a las 22 h, lo 
que es diferente a lo reportado en (Alvarado & 
Pavone, 2015) empleando yare como 
sustrato. Se podría explicar que la yuca 
contiene más almidones aprovechables por el  

 
 
hongo y su capacidad amilolítica así lo 
demuestra en su crecimiento. Y con el yare 
hay otros componentes. Sin embargo, se 
requieren más estudios con diferentes 
concentraciones para evaluar mejor estos 
sustratos. 

 
Figura 4. Efecto estandarizado del análisis de tiempo en la producción de ácido láctico durante 24 h. 

 
Para seleccionar el estimulante apropiado, 
previamente se realizó una búsqueda 
bibliográfica de investigación acreditadas en 
las revistas científicas del área, donde se 
seleccionaron el glicerol y el deoxicolato de 
sodio como estimulantes, fundamentado en 
las investigaciones que evidencian las 
mayores concentraciones de ácido S-láctico 
obtenidas en las experimentaciones. 
Adicionalmente, se incorporará manosa 
tomando en cuenta que es un carbohidrato 
simple que puede ser fermentado por este 
hongo como lo establece la investigación 
(García et al. 2010). 
Después de realizar un primer experimento se 
obtuvo los mejores estimulantes (glicerol y 
manosa) para realizar un nuevo experimento 
evaluando el efecto de las concentraciones de 
los estimulantes en la producción de ácido     
S-láctico en un tiempo de 24 h. Los resultados 
del proceso fermentativo con los estimulantes 
de glicerol y manosa en un tiempo de 24 h se 
presentan en la Figura 6. 
Al comparar estos resultados con los 
reportados Serna & Rodríguez (2009), donde 

obtuvieron un rango de concentración de 24 - 
58 g/L de ácido S-láctico producido usando el 
glicerol como estimulante, muestra 
incidencias, dejando la posibilidad de realizar 
nuevos experimentos con otras 
concentraciones para futuras investigaciones, 
y llegar a obtener las condiciones óptimas que 
promuevan la actividad amilolítica de la cepa 
R. oryzae en la producción de ácido S-láctico. 
 
En el gráfico de interacción (Figura 7) se 
observa que la interacción sustrato-
estimulantes no son independientes, es decir, 
que el estimulante glicerol genera una alta 
concentración con la mezcla (2% harina de 
batata-5% harina de yuca) y la harina de yuca 
(5 %) y la manosa genera otra alta 
concentración de ácido S-láctico; esto genera 
una intersección entre los sustratos y 
estimulantes, indicando que la modificación 
de las concentraciones se deben hacer en 
conjunto para asegurar la máxima producción 
de ácido S-láctico. 
 

Diagrama de Pareto Estandarizada para Ácido Láctico

0 1 2 3 4

Efecto estandarizado

A:Sustrato

AB
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+
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Figura 6. Rendimiento de ácido láctico de la fermentación con los estimulantes glicerol y manosa en 24 h. 

 

  

 
Figura 7. Gráfico de interacción de la fermentación con estimulantes durante 24 h. 

 

Figura 8. Superficie de respuesta estimada de la fermentación con estimulantes durante 24 h. 
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Conclusión 
En esta investigación se evidencio que un medio 
de cultivo para el hongo Rhizopus oryzae en la 
producción de ácido láctico (AL) constituido por 
sustratos agroindustriales, aporta nutrientes 
beneficiosos que favorecen su crecimiento y 
producción de ácido láctico. Donde la mayor 
concentración obtenida de ácido láctico (26.70 
g/L) con la harina de yuca (5 %) y la mezcla de 
harina (27.60 g/L) como sustrato fue a un tiempo 
de 22 h. Usando una prueba enzimática se 
identificó el isómero S del ácido láctico obtenido. 
Y los mejores estimulantes (glicerol y manosa) en 
la producción de ácido S-láctico alcanzaron 
concentraciones de 14.96 g/L con el sustrato 
[harina de yuca (5 %)]; 16.17 g/L con el sustrato 
(2 % batata – 5 % yuca) y 5.69 g/L con el sustrato 
[harina de yuca (5%)] en 24 h. Hay que destacar 
que esta investigación es pionera en usar la 
manosa como estimulante, donde se llegó a 
comprobar su efecto positivo en la producción de 
ácido S-láctico, representando un gran aporte a 
la comunidad científica para futuras 
investigaciones. 
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