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Abstract

Cacao is one of the products with the highest demand in the world, either for direct consumption
or as a raw material for derived products, one of the most important being chocolate. The
organoleptic quality of cocoa depends on many factors, in which fermentation is perhaps the most
important aspect, together with the drying treatment.

A multitude of microorganisms intervene in fermentation, in a characteristic sequence and
dynamics. Normally, fermentation takes between 5 and 7 days, depending on the place r. During
this time, the populations of microorganisms change, according to the biochemistry of the
fermentation matrix. While yeasts are the dominant organisms in the early stages, sporulating
organisms prevail in the latter stages, capable of resisting the changes in pH, temperature and
oxygen availability occurring in the process. Lactic acid and acetic acid bacteria are normally more
abundant in the intermediate stages of fermentation.

Knowledge of the ecology of fermentation, including aspects related to the biodiversity of
fermentative microorganisms, is a basic aspect that should be studied with a view to desig high-
quality starter cultures that comply with health safety standards, or with in order to associate
particular organoleptic characteristics with specific microbial consortia or microorganisms. This was
the objective of the present component of the project. The fermentations took place in localities
and research facilities in Colombia and Peru.

In the case of Peru, a total of 13 yeast strains were isolated, which according to their morphological
characterization, would be presumptively related to the genera Candida and Saccharomyces.
Regarding lactic acid bacteria, 14 isolates were obtained, using the sequence of the 16S rRNA gene,
were found to be related to the Lactobacillus and Pediococcus genera (> 99% similarity). Among the
sporogenic bacteria, 26 isolates were obtained, which were identified belonging to various species
of the genera Bacillus, Lysinibacillus and Rummeliibacillus.

In Colombia, the diversity found was more restricted. Of 80 isolates obtained in total, Leuconostoc
pseudomesentedamientos and Lacticaseibacillus rhamnosus were identified as lactic acid bacteria
that frequently occurred in fermentation processes. Among the acetic acid bacteria, the most
frequent was Acetobacter fabarum. Among the sporogenic bacteria, Bacillus species, B. licheniformis
and B. zhangzhouensis, were represented in the samples. In the case of yeasts, Saccharomyces
cerevisiae and Debaryomyces nepalensis were identified, which have already been reported as a
microbiota associated with fermentation in cocoa.

Keywords:
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Resumen

El cacao es uno de los productos con mayor demanda mundial, bien para consumo directo o como
materia prima de los productos derivados, siendo uno de los mas importantes, el chocolate. La
calidad organoléptica del cacao depende de muchos factores, en los que la fermentacion es tal vez
el aspecto mas importante, junto con el tratamiento de secado.

En la fermentacién intervienen multitud de microorganismos, en una secuencia y dindmica
caracteristicas. Normalmente, la fermentacidn lleva entre 5y 7 dias, dependiendo del lugar y de las
costumbres del productor. Durante este tiempo, las poblaciones de microorganismos cambian, de
acuerdo con la bioquimica de la matriz de fermentaciéon. Mientras en las primeras etapas las
levaduras son los organismos dominantes, en las uUltimas prevalecen los organismos esporulantes,
capaces de resistir los cambios de pH, temperatura y disponibilidad de oxigeno que van ocurriendo
en el proceso. Las bacterias acido-lacticas y acido acéticas normalmente son mds abundantes en las
etapas intermedias de la fermentacidn.

El conocimiento de la ecologia de la fermentacion, incluyendo los aspectos relativos a la
biodiversidad de los microorganismos fermentativos, es un aspecto basico que debe estudiarse con
miras al disefio de cultivos iniciadores de alta calidad, que cumplan con estandares de seguridad en
salud, o con el fin de asociar caracteristicas organolépticas particulares a consorcios microbianos o
microorganismos especificos. Este fue el objetivo del presente componente del proyecto. Las
fermentaciones se desarrollaron en localidades e instalaciones de investigacidon de Colombia y Peru.

En el caso de Perq, se asilaron un total de 13 cepas de levaduras, las cuales, de acuerdo con su
caracterizacién morfoldgica se encontrarian presuntivamente relacionadas a los géneros Candida y
Saccharomyces. En cuanto a las bacterias del 4cido lactico, se obtuvieron 14 aislamientos, los cuales
de acuerdo con la secuencia del gen del ARNr 16S, se encontraron relacionados a los géneros
Lactobacillus y Pediococcus (similitud >99%). Entre las bacterias esporogénicas, se obtuvieron 26
aislamientos, los cuales fueron identificadas pertenecientes a diversas especies de los géneros
Bacillus, Lysinibacillus y Rummeliibacillus.

En Colombia, la diversidad encontrada fue mas restringida. De 80 aislamientos obtenidos en total,
Leuconostoc pseudomesenteroides y Lacticaseibacillus rhamnosus se identificaron como las
bacterias acido-lacticas que se presentaron de forma frecuente en los procesos fermentativos.
Dentro de las bacterias acido acéticas, la mas frecuente fue Acetobacter fabarum. Entre las bacterias
esporogénicas, las especies de Bacillus, B. licheniformis y B. zhangzhouensis, estuvieron
representadas en las muestras.

En el caso de las levaduras, se lograron identificar Saccharomyces cerevisiae y Debaryomyces
nepalensis, las cuales ya han sido reportadas como microbiota asociada a la fermentacion en cacao.

Palabras Clave:

Fermentacién, bacterias acido-lacticas, bacterias 4cido-acéticas, cacao, poscosecha, levaduras,
Bacillus.



Introduccion

El grano de cacao es la materia prima principal para la elaboracién del chocolate. Se
encuentran contenidos en bayas provenientes del arbol Theobroma cacao, cubiertas de una
capa blanquecina mucilaginosa rica en azucares. El grano de cacao se caracteriza por
presentar un sabor astringente y amargo, debido a ello, estos deben pasar por diferentes
procesos post cosecha que modifican los componentes presentes en el grano, obteniéndose
asi las caracteristicas sensoriales propias del chocolate.

El genotipo de la planta influye mucho en el sabor y aroma del grano de cacao, sin embargo,
estas caracteristicas sensoriales pueden variar en funcién a la presencia de precursores de
sabor obtenidos en procesos post cosecha tales como la fermentacién microbiana, seguida
de un tratamiento de secado y tostado (Lopes y Dimick, 1995).

La fermentacidn es una etapa clave para la obtencién de diversos precursores del sabor y
aroma caracteristicos del chocolate. Durante la fermentacidn suceden diferentes procesos
bioquimicos que permiten la modificacién del grano de cacao medidandose la difusion de
diversos metabolitos tales como teobromina, cafeina y polifenoles en los granos (Schwany
Wheals, 2004). La fermentacién es llevada a cabo gracias a la participacion de diferentes
microorganismos, los cuales aprovechan los carbohidratos presentes en la pulpa entorno al
grano de cacao. Los cambios que se dan durante esta fase son importantes ya que generan
un impacto en el sabor y aroma del chocolate (Wacher, 2011).

Se ha descrito la presencia de diferentes géneros microbianos implicados en el proceso de
fermentacion, tales como las levaduras, las bacterias acido lacticas y acéticas y también,
bacterias esporogénicas (Schwan y Wheals, 2004).

La sucesién microbiana es importante para la correcta transformacion de los compuestos
presentes para la adquisicién de precursores aromaticos y de sabor. Debido a ello, es de
interés la deteccidn e identificacion de aquellas poblaciones microbianas que se encuentran
presentes durante el proceso fermentativo del cacao.

El proceso de fermentacion

La fermentacién del grano de cacao es un procesamiento post-cosecha que condiciona
especialmente la calidad del grano de cacao, y por tanto del producto final. Este proceso
implica especificamente la descomposicién de la pulpa mucilaginosa que rodea los granos
y causa la muerte de los cotiledones. Esto contribuye a la disminucién de la amargura y
astringencia del grano de cacao, asi como también en la obtencién de los precursores
aromaticos necesarios y de las caracteristicas fisicas, pasando del color gris hasta el marrén
caracteristico.



La fermentacidn del cacao es un proceso espontdneo que dura alrededor de 6 dias. Tras la
apertura de las vainas de la pulpa mucilaginosa ricas en azlcar que rodea el grano de cacao
puede contaminarse con una variedad de microorganismos procedentes del ambiente o por
manipulaciéon de los trabajadores, o por medio de los contenedores utilizados para el
transporte, los cuchillos, las superficies de la vaina, entre otros (Schwan y Wheals, 2004).

Los procesos bioquimicos que se llevan a cabo son gracias a la accion metabdlica de
diferentes microorganismos implicados. En general, se ha reportado que la sucesién de
diferentes grupos microbianos en el proceso de fermentacién y la de su actividad
metabdlica en la trasformacién del mucilago de la pulpa que rodea los granos tiene una
influencia decisiva en el proceso de maduracién del interior del grano y en el desarrollo del
color y sabor del producto final (Nielsen et al., 2008).

En una primera etapa de fermentacién se da el consumo y transformacion los azucares
presentes en la pulpa alrededor del grano. En esta primera etapa el pH es acido (entre 3.3
y 4) debido a la presencia del acido citrico. El alto contenido de azucares, el pH acido en el
ambiente y el bajo contenido de oxigeno (condiciones anaerdbicas) favorece al crecimiento
de poblaciones de Levaduras. Esta se incrementa y presente alta actividad en las primeras
24 h. Las levaduras mediante la fermentacién alcohdlica transforman azucares como la
glucosa, fructosa y sacarosa en etanol y CO,, asi también metabolizan el acido citrico
presente. El resultado de todo este proceso es el aumento de la temperatura y del pH
dentro del sistema. Se ha reportado numerosas cepas de levaduras implicadas en el proceso
de fermentacién. Nielsen et al. (2008) reportaron la presencia de especies tales como
Saccharomycopsis crateagensis, Hanseniaspora guilliermondii y Pichia membranifaciens.
Por otro lado, Salazar et al. (2017) reportd la presencia de los géneros Saccharomyces,
Kloeckera y Candida mediante técnicas bioquimicas, mientras que Papalexandratou et al.
(2013) reporté a H. guilliermondii, H. opuntiae, H. uvarum, P. membranifaciens vy
Saccharomyces cerevice.

Posteriormente, en condiciones anaerobias o micro anaerobias y el aumento de la
temperatura se favorece el crecimiento y actividad de las bacterias acido lacticas (BAL).
Estas favorecen el proceso de fermentacién de la pulpa transformando los acidos orgdanicos
presentes, como el acido citrico de la pulpa, en acido lactico o acido acético. (De Vuyst y
Weckx, 2015). Se ha reportado la presencia de cepas del género Lactobacillus brevis y L.
plantarum, asi como del género Leuconostoc en el proceso de fermentacién de cacao
Chuncho (Salazar et al., 2017). Lactobacillus son bacterias gran positivas bacilares, mientras
qgue Leuconostoc son cocobacilos, ambos géneros son anaerobias facultativas. Asi también,
De Bruyne et al. (2010) reportd la presencia de cepas de Weissellafabaria, en la
fermentacion de cacao en Ghana. Las bacterias acido-acéticas, bacterias gram negativas,
bacilares/elipsoidales y aerobias estrictas, se encargan de metabolizar el etanol producido
por las levaduras convirtiéndolo en acido acético, el cual sirve como precursor de sabor en
el grano de cacao. Géneros como Gluconobacter y Acetobacter han sido detectados en
fermentos de cacao (Nielsen et al., 2007). Tanto el etanol y 4cido acético difunden dentro
del grano de cacao, lo cual promueve la muerte del embrién (Wacher, 2011).



En la Ultima fase de fermentacion, el género Bacillus hace su aparicidn. Bacillus es un género
conocido por su habilidad de producir enzimas proteasas y lipasas. Asi también, se han
reportado especies productoras de enzimas pectinoliticas, sugiriendo que dichos
microorganismos podrian actuar en conjunto con las levaduras en el consumo de pectina
permitiendo una mejor oxidacién en el proceso de fermentacion (OQuattara et al., 2011). Yao
et al. (2017) reportaron la presencia de cepas de Bacillus thuringiensis con actividad
pectinolitica en fermentados de cacao. Por otro lado, catalizan reacciones cuyos productos
dan al cacao sabores y olores desagradables debido a la degradacion de las proteinas, pero
podrian contribuir en el sabor con la produccion de acidos orgdnicos y saborizantes, cepas
de Bacillus subtilis pueden generan también diferentes compuestos durante Ia
fermentacion tales como el 2,3 butanodiol y tetrametil pirazina que son responsables de
generar sabores extranos en el chocolate (Zaket al., 1972).



Objetivo

. Aislar, caracterizar morfoldgica y bioquimicamente, e identificar las poblaciones de
microorganismos derivados de los procesos de fermentacidn de los granos de cacao
en las condiciones de Colombia y Peru.



Metodologia

En Perdq, la recoleccidn de las diferentes muestras se realizé en la Cooperativa Agroindustrial
CP-Cacao Tocache Ltda., ubicada en el Nuevo horizonte, Distrito La Pdlvora, provincia
Tocache, departamento San Martin. El material de fermentacién utilizado correspondio a la
linea CCN51.

En Colombia, las muestras del material fermentado se obtuvieron en una finca localizada
en la Reserva natural La Primavera, ubicada en la vereda La Helena del municipio de Ibagué,
en el departamento del Tolima. El material de fermentacion utilizado correspondié a la linea
ICS60.

Utilizando protocolos que garantizaran la asepsia, se tomaron varias muestras de semillas
de cacao CCN51 en fermentacién, en bolsas de polietileno con cierre hermético. Las
muestras, con aproximadamente 150 g de fermentado, se tomaron a partir de las cajas de
fermentacién a una profundidad correspondiente a la mitad de su altura. El muestreo se
llevé a cabo en tres periodos: a las 24-36, 72 y 144 horas de iniciada la fermentacién. Por
cada fase se obtuvieron 4 réplicas.

Figura 1. Cuarto de produccién con cajones fermentadores de granos de
cacao en diferentes tiempos de fermentacién. Cooperativa Agroindustrial
CP-Cacao Tocache Ltda.

En Colombia, los muestreos se hicieron a las 0, 12, 36, 60, 84 y 108 horas de fermentacién.

Las muestras, una vez identificadas y embaladas, se llevaron bajo condiciones de
refrigeracidon hasta los laboratorios correspondientes en las ciudades de Lima e Ibagué, en
Perd y Colombia, respectivamente.



Ya en laboratorio, se procedié de la siguiente manera: de cada muestra se tomaron,
aproximadamente, 20 g de fermentado, los cuales se depositaron en 180 ml de solucién
salina 0.85%. La mezcla se agitd por 10 minutos y se dejé reposar. De esta primera dilucidon
se obtuvieron diluciones sucesivas, a partir de las cuales se tomaron las alicuotas
correspondientes para la caracterizacién microbioldgica.

En los laboratorios de Colombia, se utiliz6 para el aislamiento preliminar de los
microorganismos medio agar — pulpa de cacao 50:50, propiciando condiciones de aerobiosis
y anaerobiosis, segun el tipo de microorganismo a aislar.

En los laboratorios peruanos, se utilizaron medios selectivos, asi: para el caso de las
bacterias esporogénicas, medio Triptona-Glucosa-Extracto de carne; para las bacterias
acido-lacticas, medio MRS (Man-Rogosa-Sharpe); en el caso de las levaduras se usé el medio
OYG suplementado con oxitetraciclina 0.1%; para el recuento de aerobios mesofilos viables
se uso agar PC; para el caso de los anaerobios, agar triptona sulfito neomicina. Por ultimo,
los coliformes totales y fecales se Caldo lauril sulfato triptona.

Los tubos que manifestaron crecimiento presuntivo en funcién a la presencia de gas y
turbidez en el medio, se confirmaron en caldo verde brillante lactosa bilis incubados a 35°C
por 24h, anotandose aquellos tubos positivos por dilucién, calculando el NMP para
coliformes. Para la numeracion de coliformes fecales, la confirmacion se realizé en caldo EC
incubados a 44.5°C por 24h, anotandose los resultados positivos, calculandose el NMP para
coliformes fecales. Las condiciones de incubacidn se presentan en la tabla 1.

Tabla 1. Medios de cultivo y condiciones de incubacién para la determinacién de las
poblaciones microbianas a analizar

Analisis Medio de cultivo Condiciones
de incubacion

Bacterias esporogénicas Agar TGE 28°C por 48 horas
(Bacillussp.)

Bacterias acido lacticas Agar MRS 35°C por 24 horas
Recuento de Levaduras Agar OGY* 28°C por 48 horas
Aerobios meséfilos Agar Plate Count  28°C por 48 horas
Anaerobios Agar TSN 35°C por 24 horas
Enumeracién de coliformes Caldo Lauril 35°C por 48 horas

*Suplementado con Oxitetraciclina al 0.1%

Para el conteo de UFC se utilizaron solo aquellas placas que contuvieron entre 30 y 300
colonias.



Para proceder a la purificacion de los aislamientos se utilizaron los mismos medios de
cultivo que en la fase de aislamiento. Los aislamientos por purificar y multiplicar se
seleccionaron por criterios morfoldgicos, abarcando la mayor diversidad aparente.

Los aislamientos seleccionados se caracterizaron morfolégicamente, utilizando métodos
estandar (Willey et al., 2008) y molecularmente, por amplificacion por PCR y secuenciacién
del gen ARNr 16S, en el caso de las bacterias, y del segmento ITS en el caso de las levaduras.

Previamente, el ADN gendmico fue obtenido utilizando el kit Genejet Genomic DNA
Purification (Thermo Fisher, UK), en el caso de las muestras peruanas, y el método fenol-
cloroformo, en el caso de los laboratorios colombianos. La integridad del ADN gendmico se
verificod en gel de agarosa y la cuantificacion se hizo por espectrofotometria.

Los productos PCR purificados fueron secuenciados por la empresa Macrogen Inc. (Seoul,
Corea) de acuerdo con las especificaciones de la compaiiia. Los resultados de las secuencias
fueron examinados y editados con el programa de alineamiento de secuencias BioEdit (Hall,
1999). Posteriormente, se identifico las cepas mads relacionadas y con mayor porcentaje de
similitud de la base de datos del GeneBank utilizando la herramienta BLASTn (Basic Local
Alignment Tool for nucleotides) de la base de datos publica del National Center for
Biotechnology Information (NCBI) (http//:www.ncbi.nlm.nih.gov).

Una vez purificados, los diversos aislamientos se criopreservaron en glicerol al 30% y -80°C.
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Resultados y discusion

Estudio de caso: Peru

Los granos de cacao se caracterizan por estar envueltos por una cubierta mucilaginosa
blanca rica en azucares. Las cajas en tiempo 24-36 horas (T1) se caracterizaron por
presentar una alta cantidad de mucilago presente, en contraste al contenido de las cajas de
3 dias de fermentacion (72 horas, T2). El mucilago es consumido casi en su totalidad a los
5-6 dias (144 horas, T3), periodo en el cual el nivel de fermentacion del grano de dicho grano
de cacao se encuentra entre un 85-100% (Fig. 2).

Figura 2. Cajas de madera conteniendo granos de cacao en diferentes tiempos de
fermentacién (horas)

Se monitorearon parametros fisicoquimicos tales como temperatura (°C) y pH en los
sistemas de fermentacion muestreados (Tabla 1). A medida que se da el proceso de
fermentacioén, la temperatura en los sistemas se incrementa, observandose que al inicio del
proceso (T1) fueron alrededor de los 31°C, aumentado a valores alrededor de los 47°C al
final del proceso (T3). Asi también, se obtuvo que la temperatura ambiental era 29.5°C. Por
otro lado, los valores de iniciales de pH eran mds acidos en comparacion a los registrados al
final del proceso (Tabla 1).

Tabla 1. Parametros fisicos presente en las diferentes fases de fermentacion.

FASE Tiempo de pH T(°C)
fermentacién
T1 24-36 horas 3.61+0.08 31.33+0.21
T2 3 dias 4.33+0.03 45.03+1.11
T3 6 dias 4.18 +0.04 47.18 +1.25

+ SD: desviacion estdndar en base a cuatro repeticiones.

Cuantificacién de poblaciones microbianas

Se realizd la cuantificacion de las poblaciones microbianas presentes en los fermentos
muestreados en los diferentes tiempos (Fig.3).
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Figura 3. Dindmica poblacional microbiana del proceso de fermentacion espontanea de
granos de cacao.

De acuerdo con los resultados, el nivel poblacional de levaduras en las muestras T1 se
encontraba en 107 UFC.mL™%, observandose que dicho valor va disminuyendo a medida que
se da la fermentacién hasta valores alrededor de los 10> UFC.mL™ casi al final del proceso.
La fermentacidn se inicia con la conversion de los azlcares presentes en la pulpa que cubre
el grano de cacao a mondmeros tales como glucosa y fructosa, los cuales son transformados
a etanol bajo condiciones de anaerobiosis. Dicha transformacion se da principalmente por
accion de las levaduras en las primeras horas del proceso.

En cuanto a las poblaciones bacterianas estudiadas, exceptuando al grupo de las bacterias
esporogénicas, estas se encontraron en alrededor de 10% UFC.g en las muestras de la T1.
Tanto el nivel poblacién de aerobios como de anaerobios mostraron un declive a medida
que se da la fermentacién, siendo mas marcado en la poblacion de microorganismos
anaerobios en el tiempo. La fermentacidn del cacao se inicia con una fase anaerébica en la
cual se promueve la conversidn de los azlcares presente en la pulpa a etanol. A medida que
se da esta conversidn, los cambios fisicoquimicos que se producen en el sistema, asi como
la aplicacién de aeracidon mediante mezclas mecdanicas esporadicas de los granos dentro de
la caja de fermentacién, generan las condiciones de un sistema aerobio, promoviendo la
sucesidon bacteriana, proceso necesario para que la conversion de los diferentes
compuestos presentes en la pulpa continue.

Las bacterias acido-lacticas (BAL) presentaron sus mayores valores poblacionales en las
primeras horas del proceso de fermentaciéon (10”7 UFC.mL™). Se ha reportado que el pico
poblacional de las BAL se da durante la T1, esto es debido a que el entorno cambia a un
sistema de microaerobiosis por efectos del consumo de azicares y aumento del pH y

12



temperatura producto del metabolismo de las levaduras, promoviendo asi el crecimiento
de las BAL. Sin embargo, ciertas especies de BAL pueden estar presentes junto con las
levaduras desde etapas muy tempranas de la fermentacion, principalmente aquellas del
género Lactobacillus (Schwan & Wheals, 2004). Posteriormente, se observo un descenso en
las siguientes 48 h, hasta valores alrededor de 10® UFC.mL, manteniéndose dicho nivel
hasta los 5 dias. Esta La disminucidn del nivel poblacional estd atribuido principalmente a
los cambios que se dan en el sistema debido a la alta presencia de etanol y el incremento
de la temperatura (De Vuyst & Weckx, 2016), asi como al aumento de la presencia de
oxigeno en el sistema (Passos et al., 1984).

Por otro lado, el nivel poblacional de las bacterias esporogénicas fue detectado en las tres
fases de fermentacién evaluados. En el presente estudio se observd que el mayor pico
poblacional se dio en la ultima fase de fermentacién, con un nivel poblacional de 10°
UFC.mL?, asi también durante este periodo la temperatura del sistema fue la més elevada
(alrededor de las 47 °C) en contraste a la inicial (31°C). Las bacterias del género Bacillus
pueden estar presentes en todas las fases de la fermentacidn, sin embargo su crecimiento
se manifiesta a partir de las 72h (Sarbu & Csutak, 2019). Factores como el aumento de
temperatura y pH hacen que las bacterias de este género se reproduzcan tardiamente.
Estos cambios en las condiciones fisicoquimicas del sistema de fermentaciéon pudieron
haber favorecido la proliferaciéon de este género bacteriano.

Finalmente, se realizd el recuento de coliformes totales y fecales. De acuerdo a los
resultados, no se detectd la presencia de coliformes en los diferentes fermentos analizados
(< 3 NMP.mL1).Estos resultados fueron similares a los reportados por Ostovar & Keeney
(1973) en los que indica que dicho grupo microbiano se encuentra presente en utensilios
de trabajo, asi también existe una cierta carga originaria de la manipulacién de los mismos
trabajadores, sin embargo su presencia no es detectada en pods de fermentacién. Asi
también, Da Silva do Nascimento et al.(2010) reporté que la ausencia de coliformesy E. coli
en granos de cacao previa a la fermentacién, mientras que existe una ligera carga
microbiana (alrededor de 1.5log UFC.ml de E. coli y 1.7 log UFC.ml! de coliformes) en
granos de cacao en fermentacion, sin embargo dicho recuento observado lo atribuyen a
una contaminacién de las semillas durante la manipulacion de los sistemas de fermentacién
mas no al producto de una multiplicacién de alguna carga inicial propio del cacao. El no
haberse detectado cantidades significantes de coliformes en las diferentes fases analizadas
podria indicar una reducida carga existente propia de las técnicas artesanales de
manufactura existente en la planta. Por otro lado, el pH de los diferentes fermentos
evaluados estuvo entre los 3.5 y 4. Las condiciones exigentes del sistema de fermentacion
tales como pH 4cidos al inicio del proceso y aumento de la temperatura producto del
metabolismo microbiano a medida que pasa el proceso fermentacién pudieron restringir la
proliferacién de estos microorganismos patégenos dentro de los sistemas de fermentacién.
Asi también, la presencia en el sistema de compuestos antimicrobianos como 3acidos
organicos, peroxido de hidrogeno o bacteriocinas producto de la actividad de las BAL
pudieron generan una inhibicidn del crecimiento de microorganismos asociados al proceso
de putrefaccién del cacao tales como E. coli (Saltini et al., 2013).
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Purificacion y caracterizacion de microorganismos fermentativos

Se realizo la caracterizacién de microrganismos pertenecientes a grupo de las levaduras,
bacteria acido lacticas y bacterias esporogénicas, los cuales se reportan implicados en el
proceso de fermentacién de granos de cacao.

Los diferentes aislamientos fueron obtenidos de los ensayos de recuento para cada grupo
microbiano.

Levaduras

Se asilaron un total de 13 cepas de levaduras de las muestras de fermentos T1, T2y T3, de
las cuales el 46 % fueron obtenidos de los fermentos de 1aT1,30.8 % delaT2y 23.2 % de la
T3. Todas las cepas fueron caracterizadas fenotipicamente (Tabla 2), detectdndose una
mayor diversidad morfoldgica en la T1. Segun varios autores, la poblacion de levaduras es
alta en las primeras horas de fermentacién. Diferentes géneros como Candida,
Saccharomyces y Pichia (Nielsen et al.2008), asi también de Kloeckera (Salazar et al., 2017)
han sido reportados participes en diferentes estudios. La diversidad de especies es amplia,
siendo dificil de determinar si la diferencias en la diversidad de estos microorganismos
presentes en diferentes estudios es debido a la localizacion geografica o las practicas de
fermentacion empleadas en el proceso (Schwan & Wheals, 2004).

Por otro lado, se observé que la forma predominante en todas las fases analizadas fue de
aquellas cepas cuya forma celular se caracterizd por ser del tipo ovoide. Géneros de
levaduras como Saccharomyces y Candida se caracterizan por presentar una morfologia
celular del tipo ovoide. Especies de ambos géneros han sido reportados en diferentes
estudios como principales participes del proceso de fermentacidén en etapas tempranas. S.
cerevisiae es una de las especies dominantes durante la fase de fermentacion alcohélica,
capaz de sobrevivir durante todo el proceso de fermentacién (Ardhana & Fleet, 2003), esto
probablemente a su rapido crecimiento y tolerancia al etanol en comparaciéon a otras
especies de como Kloeckera o Kluyveromyces. Por otro lado, Candida spp. también es capaz
de crecer en las primeras 24 horas y es una de los géneros predominantes en el proceso de
fermentacion, especies como C. rugosa puede soportar temperaturas alrededor de los 50°C,
condicién caracteristica de la ultima fase de fermentacion (Schwan & Wheals, 2004). De
acuerdo con lo anterior, existen indicios que las cepas detectadas estén relacionados a
dichos géneros microbianos Candida y Saccharomyces, en funciéon a su caracteristica
morfoldgica y presencia en las diferentes fases analizadas.
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Tabla 2. Caracterizacion fenotipica de las cepas de levaduras aisladas de fermentos de cacao.

CEPAS

LEV.T1.1
LEV.T1.2
LEV.T1.5
LEV.T1.12
LEV.T1.14
LEV.T1.26
LEV.T2.3
LEV.T2.5
LEV.T2.6
LEV.T2.10
LEV.T3.1

LEV.T3.2

LEV.T3.3

CARACTERIZACION MACROSCOPICA

CARACTERIZACION MICROSCOPICA

FORMA BORDE ELEVACION COLOR TEXTURA TAMANO FORMA CELULAR TIPO DE GEMACION
(mm)
Circular Completa Convexa Blanco hueso Cremosa 2 Elipsoide bipolar
Ovada Dentada  Convexa Blanco hueso Seca 1.5 Ovoide polar
Circular Completa Convexa Blanco hueso Cremosa 1.2 Alargado polar
Circular Completa Convexa Blanco hueso Cremosa 1.2 Ovoide polar
Ovada Dentada  Plana Blanca Seca 2 Elipsoide polar
Circular Completa Convexa Blanco hueso Seca 1.3 Ovoide polar
Circular Completa Convexa Blanco hueso Seca 1.5 Ovoide
Circular Completa Convexa Blanco hueso Seca 1.8 Ovoide polar
Circular Completa Convexa Blanco hueso Seca 1.8 Ovoide polar
Circular Completa Convexa Blanco hueso Seca 1.5 Ovoide polar
Puntiforme ND ND Blanco Seca <0.5 Elipsoide pequefio  polar
transparente
Puntiforme ND ND Blanco Seca <05 Elipsoide
transparente
Circular Completa Convexa Blanco hueso Seca 2 Ovoide polar

15



LEV.T1.2 LEV.TL.5 LEV.T1.12 LEV.T1.14 LEV.T126

; _ %‘1 ..:'_'.:'"' e \
Bhg i 1R

M)
20N

LEV.F2.10 _
S

Figura 4. Morfotipos de cepas de levaduras aisladas de los diferentes fermentos de granos
de cacao de la zona de Tocache.
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Figura 4. Continuacion.
Bacterias dcido-ldcticas (BAL)

Se aisld un total de 14 cepas bacterianas concerniente al grupo de las BAL en medio MRS
(gram positivas y catalasa negativa), de los cuales el 57 % del total fueron obtenidos de la
T1, 28.7 % de la T2 y 14.3 % de la T3.El morfotipo predominante en las muestras T1 se
caracterizaban por presentar colonias blancas, circulares y cuya forma celular era del tipo
cocobacilar, mientras que la forma predominante en la T2 fue de aquellas con colonias
circulares, blancas y pequefias, y forma celular del tipo bacilar (tabla 3, Fig. 5).

Las BAL, al igual que las levaduras, son responsables de la degradacién de la pulpa entorno
al grano de cacao. Las especies de BAL que mds comunmente han sido reportados en
diferentes estudios pertenecen a los géneros Lactobacillus, Lactococcus, Leuconostoc,
Pediacoccus y Weisella (Sarbu y Csutak, 2019).

Durante las primeras horas, las condiciones del sistema promueven el crecimiento de
especies microaerdfilas, etanol-tolerantes, acido tolerante y fructofilicos (De Vuyst &
Weckx, 2016). Las BAL heterofermentativas dominan la fermentacién al trasformar la
glucosa y fructosa a acido lactico, acido acético, etanol, manitol y CO2. Mientras que las
especies homofermentativas producen acido lactico como producto principal (Schwan,
1998).
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Tabla 3. Caracterizacion fenotipica de las cepas BAL aisladas de fermentos de cacao.

CEPAS CARACTERISTICAS MACROSCOPICAS
FORMA BORDE ELEVACION COLOR TEXTURA

LAC.F1.3 Circular Entera Convexa Blanco Cremoso
LAC.F1.6 Circular Entera Convexa Blanco Cremoso
LAC.F1.7 Circular Entera Convexa Blanco Cremoso
LAC.F1.15 Circular Entera Convexa Blanco Cremoso
LAC.F1.22 Circular Entera Convexa Blanco Cremoso
LAC.F1.24 Puntiforme ND ND Blanco claro Seco
LAC.F1.27 Puntiforme ND ND Blanco claro Seco
LAC.F1.32 Circular Entera Convexa Blanco Cremoso
LAC.F2.1 Circular Entera Convexa Blanco humo Cremoso
LAC.F2*.3 Puntiforme Entera Convexa Blanco humo Seca
LAC.F2*.4 Puntiforme Entera Convexa Blanco humo Cremoso
LAC.F2*.12 Circular Entera Convexa Blanco humo Cremoso
LAC.F3.2 Puntiforme ND ND Beige Cremoso
LAC.F3.5 Circular entera Convexa Blanco Cremoso

El analisis filogenético en base a la secuencia del gen del ARNr16S permitio la identificacién
de los géneros Lactobacillus (93 % del total) y Pediococcus en las muestras de fermentos de
cacao con valores de similitud >99% (tabla 4). Se pudo detectar diversidad de especies de
Lactobacillus presente en el proceso de fermentacién del cacao.

Dentro del grupo de las Lactobacillus, L. plantarumy L. brevis fueron identificadas presentes
en la T1, siendo L. plantarum la especie predominante, observandose posteriormente una
sucesion de su dominancia por L. fermentum, la cual fue predominante en la T2.

La diversidad de especies de las BAL en la fermentacion es limitada. Tanto L. plantarum, L.
brevis y L. fermentum son especies que han sido identificados como principales participes
en la fermentacion en diferentes estudios (Meersman et al., 2013; De Bruyne et al., 2010;
Kostinek et al., 2008). El éxito y dominancia de L. plantarum y L. fermentum se puede deber
a la gran capacidad metabdlica que poseen. De acuerdo con lo reportado, L. plantarum
participan principalmente al inicio del proceso de fermentacidn convirtiendo la glucosa e
incluso al acido citrico en acido lactico, acido acético y etanol. Posteriormente es seguida
por la especie heterofermentativa L. fermentum, la cual persiste en fases mas tardias del
proceso (Ardhana y Fleet, 2003). Al igual que L. plantarum, L. fermentum es capaz de
metabolizar el acido citrico presente en los fermentos de cacao, dicho proceso es
importante dado que da lugar a la adquisicion de compuestos de sabor y aroma. Las BAL
pueden transformar el acido citrico por la via del oxalacetato obteniéndose finalmente
acido lactico, acido acético y etanol; asi también, mediante la ruta del acido citrico, pueden
producir acetoin y 2,3 butanodiol, los cuales dan lugar al sabor caracteristico de diversos
productos derivados del cacao (Lefeber et al. 2011).
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Figura 5. Morfotipos de cepas BAL aisladas de los diferentes fermentos de granos de cacao
de la zona de Tocache.
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Tabla 4. Identificacion taxondmica de las cepas BAL aisladas de muestras de fermentos
de granos de cacao.

Cepa Cepa con mayor similitud (Genbank) Accesion Similitud
LAC.T1-3 Lactobacillus plantarum JCM 1149 NR_115605.1 100.00%
LAC.T1-6 Lactobacillus plantarum JCM 1149 NR_115605.1 99.86%
LAC.T1-7 Lactobacillus plantarum JCM 1149 NR_115605.1 99%
LAC.T1-15 Lactobacillus plantarum JCM 1149 NR_115605.1 100.00%
LAC.T1-22 Lactobacillus plantarum CIP 103151 NR_104573.1 99.81%
LAC.T1-24 Lactobacillus brevis ATCC 14869 NR_044704.2 99.53%
LAC.T1-27 Lactobacillus plantarum CIP 103151 NR_104573.1 99.93%
LAC.T1-32 Lactobacillus plantarum NBRC 15891 NR_113338.1 99.93%
LAC.T2-1 Lactobacillus fermentum CIP 102980 NR_104927.1 99.93%
LAC.F*-3 Lactobacillus fermentum CIP 102980 NR_104927.1 99.86%
LAC.F*-4 Lactobacillus fermentum CIP 102980 NR_104927.1 99.93%
LAC.F*-12 Lactobacillus fermentum CIP 102980 NR_104927.1 99.80%
LAC.T3-2 Lactobacillus farraginis NRIC 0676 NR_041467.1 99.80%
LAC.T3-5 Pediococcus acidilactici DSM 20284 NR_042057.1 99.73%

La dominancia de estas dos especies de BAL también puede ser explicada a nivel genético,
ya que ambas poseen a nivel de su genoma diversos genes involucrados en procesos de
adaptacion a condiciones de estrés, en el caso de L. fermentum presenta genes de
produccién de exopolisacaridos y ornitina ciclodeaminasa, mientras que L. plantarum posee
genes de respuesta al estrés oxidativo y de degradacion de proteinas (llleghems et al.,
2015).

En cuanto a L. brevis, dicha especie también ha sido identificado anteriormente (Camu et
al., 2007), sin embargo, a diferencia de L. plantarum, su presencia es limitada. Douglas
(2009) menciona que, debido al bajo nivel poblacional de esta especie, probablemente no
contribuya significativamente en la adquisicion de sabores y calidad de granos de cacao.

Se detectd también, aunque en menor cantidad, especies como L. farraginis y Pediococcus
acidilactici en las muestras T3. La presencia de P. acidilactici ha sido reportada
anteriormente (Miguel et al., 2017). Su presencia limitada y crecimiento en la T3 pudo
haberse debido al efecto de las condiciones propias del proceso de fermentacion como es
lo es la presencia mas frecuente de oxigeno dentro del sistema. Durante la fermentacion,
se realizan mezclas en las cuales se promueve el ingreso del oxigeno al sistema, afectando
el crecimiento de las BAL. Tanto Pediacoccus como Lactobacillus son sensibles al oxigeno.
(Douglas, 2009).

Finalmente, L. farraginis no ha sido antes reportada presente en la fermentacién del cacao,
por lo contrario, si lo ha sido en otros procesos fermentativos espontdneos (Aldrete-Tapia
et al 2019). Sin embargo, estos ultimos consideran a dicha especie un tipo de contaminante
durante la fermentacidon alcohdlica del agave debido justamente a la capacidad de
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produccién de acido lactico en lugar de etanol, siendo por tanto uno de los principales
causantes de la baja produccién de etanol en la elaboracién de tequila. Por otro lado, L.
farraginis se encuentra altamente relacionado a la especie L. hilgardii, especie identificada
presente en el proceso de fermentacion la cual es etanol tolerante y que es capaz de tolerar
altas concentraciones de etanol (Ardhanay Fleet, 2003).

r LAC.T3-5
96— Pediococcus acidilactici NR 042058.1
et — Pediococcus acidilactici NR 042057.1
Pediococcus claussenii NR 075029.1
LD Pediococcus pentosaceus NR 042058.1
— 5 Pediococcus stilesii NR 042401.1
LAC.T1-27
r LAC.T1-6
10pLAC.T1-22
f LAC.T1-3
61|LAC.T1-15
LAC.T1-32
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Lactobacillus plantarum NR 042394 .1
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99 67Lactobacillus brevis NR 044704.2
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Figura 6. Arbol filogenético en base a las secuencias del gen el ARNr 16S de cepas BAL
aisladas del proceso de fermentacion de granos de cacao de la regién TOCACHE (San Martin,
Peru). La distribucién evolutiva fue inferida con el método de Neighbor-joining construido
con el modelo Kimura-2-pardmetros. Los valores bootstrap en base a 1000 réplicas que
fueron mayores a 60% fueron mostrados.
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Bacterias esporogénicas

Se aislaron un total de 26 cepas del tipo esporogénicas (gran positivas, catalasa positiva)
(tabla 5, Fig. 7). El 12 % del total de las cepas provinieron de las muestras T1, 30.8 % de las
muestras de la T2 y finalmente, el 57.2 % del total fueron aisladas de las muestras T3.

Tabla 5. Caracterizacién fenotipica de las bacterias esporogénicas aisladas de fermentos de
granos de cacao.

CEPAS CARACTERISTICAS MACROSCOPICAS CARACTERISTICAS
MICROSCOPICAS
FORMA BORDE ELEVACION COLOR TEXTURA TAMARNO (mm)
BAC.T1.7 * Irregular lobulada Plana Blanco claro Cremoso 1.5 bacilar
BAC.T1.8 * Circular aserrada Papilado Amarillo claro Cremoso 1.2 bacilar
BAC.T1.10 * Irregular Ondulado Plana Blanco Cremoso 1.5 bacilar
BAC.T2.2 * Irregular Espiculada Plana Blanco Cremoso <1 bacilar
BAC.T2.3 * Irregular Ondulado Plano Beige claro Seco 1.7 bacilar
BAC.T2.6 Irregular Espiculada Plana Blanco Cremoso 1.8 bacilar
BAC.T2.9 Irregular Espiculada Plana Blanco Cremoso 4 bacilar
BAC.T2.13 Circular aserrada Papilado Amarillo claro Cremoso 1.8 bacilar
BAC.T2.21 Circular Entera Convexa Blanco Cremoso 1 bacilar
BAC.T2.23 * Circular Entera Convexa Blanco Cremoso 1 bacilar
BAC.T2.24 * Ovada Irregular plana Blanco crema Cremoso 1 bacilar
BAC.T2.43 * Circular Entero plano Blanco crema Cremoso 3 bacilar
BAC.T3.2 Circular Entero Convexo Blanco hueso Cremoso <1 bacilar
BAC.T3.5 * Irregular Ondulado Plano Beige daro Seco 4.5 bacilar
BAC.T3.8 Irregular Ondulado Plano Beige claro Seco 2.5 bacilar
BAC.T3.11 * Circular Entero Convexo Blanco hueso Cremoso <1 bacilar
BAC.T3.16 Irregular Ondulado Plano Beige daro Seco 1.8 bacilar
BAC.T3.18 * Irregular Ondulado Plano Beige daro Seco 3.8 bacilar
BAC.T3.21 * Irregular Ondulado Plano Blanco Cremoso 2 bacilar
BAC.T3.30 Circular Entero Plano Amarillo claro Cremoso 1.8 bacilar
BAC.T3.35 Irregular Ondulado Plano Beige claro Seco 2 bacilar
BAC.T3.36 Irregular Ondulado Plano Beige daro Seco 2 bacilar
BAC.T3.37 * Circular Entero Plano Amarillo claro Cremoso 2.5 bacilar
BAC.T3.40 Irregular Ondulado Plano Beige claro Seco 1 bacilar
BAC.T3.41 Irregular Ondulado Plano Beige claro Seco 2.5 bacilar
BAC.T3.45 Irregular Ondulado Plano Beige daro Seco 1.5 bacilar

Las bacterias esporogénicas participan durante la fermentacién del cacao al ser capaces de
producir una variedad de compuestos quimicos que contribuyen en el grado de acidez de
los granos de cacao durante el proceso (Schwan & Wheals, 2004).

En el presente estudio, el maximo nivel poblacional de las bacterias esporogénicas se
observd en los fermentos de la T3. El maximo nivel poblacional de este grupo microbiano
se da en las fases mas tardias de la fermentacién (alrededor de los 5-8 dias), en las que
condiciones como pH (entre 4-5), temperatura (por encima de los 45°C) y nivel de
oxigenacion alcanzas valores dptimos para su crecimiento (Schwan et al., 1986). Sin
embargo, pueden estar también presentes en etapa mas tempranas de proceso (Sarbu &
Csutak, 2019).

Los fermentos analizados en el presente estudio mostraron una amplia diversidad

morfolégica de este grupo microbiano, al poder detectarse colonias de diferentes tamafios,
formas y coloracién (Tabla 5, Fig. 7). En funcién a dicha diversidad, se selecciond una cepa
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representante de los diferentes morfotipos detectados para la correspondiente
identificacion taxondmica mediante el secuenciamiento del gen del ARNr 16S.

BAC.T1.7

~

Figura 7. Morfotipos de cepas esporogénicas aislados de los diferentes fermentos de granos
de cacao de la zona de Tocache.
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De acuerdo con el analisis taxondmico (tabla 6), se pudo identificar la presencia de
diferentes especies del género Bacillus presentes en las diferentes muestras de fermentos
de cacao. Asi también, se pudo identificar cepas que se encontraban relacionadas a los
géneros Lysinibacillus y Rummeliibacillus.

Tabla 6. Identificacion taxondmica de las cepas de bacterias esporogénicas aisladas de
muestras de fermentos de granos de cacao.

N° de Cepa Cepa con mayor similitud (Genbank) Accesion Similitud
cepas por representante
morfotipo
1 BAC.T1-7 Bacillus circulans ATCC 4513 NR_104566.1 99.93%
1 BAC.T1-8 Bacillus aryabhattai B8W22 NR_115953.1 100.00%
1 BAC.T1-10 Bacillus paramycoides MCCC 1A04098 NR_157734.1 100.00%
3 BAC.T2-2 Bacillus wudalianchiensis FIAT-27215 NR_157742.1 99.24%
1 BAC.T2-3 Bacillus subtilis DSM 10 NR_027552.1 100.00%
2 BAC.T2-23 Rummeliibacillus  stabekisii NBRC NR_114270.1 99.93%
104870
1 BAC.T2-24 Lysinibacillus telephonicus S5H2222 NR_157637.1 99.52%
1 BAC.T2-43 Bacillus albus MCCC 1A02146 NR_157729.1 98.48%
5 BAC.T3-5 Bacillus subtilis DSM 10 NR_027552.1 99.87%
2 BAC.T3-11 Lysinibacillus macroides LMG 18474 NR_114920.1 100.00%
5 BAC.T3-18 Bacillus subtilis DSM 10 NR_027552.1 100.00%
1 BAC.T3-21 Bacillus paramycoides MCCC 1A04098 NR_157734.1 100.00%
2 BAC.T3-37 Bacillus megaterium ATCC 14581 NR_117473.1 99.46%

Dentro del género Bacillus, las cepas mostraron estar relacionadas filogenéticamente a las
especies B. circulans, B. aryabhattai, B. paramycoides,B. albus, B. wudalianchiensis, B.
subtilisy B. megaterium.

La presencia de este género bacteriano en la fermentacion ha sido ampliamente descrita y
reportada. Sumaximo nivel poblacional se da en fases tardias de la fermentacion, en la cual
la principal actividad metabdlica es producir proteinas proteoliticas cuya accién
proporciona al grano de cacao sabores y olores desagradables, pero que podrian aportar en
el sabor con la produccidn de compuestos saborizantes tales como 2,3-butanodiol y acidos
organicos (Ardhana y Fleet, 2003).

En el caso particular de B. circulans es una especie que ha sido aislada de granos de cacao
en Trinidad (Ostovar y Keeney, 1973). De acuerdo con Schwan et al. (1986), es una de las
especies, junto con B. subtilis, de las mas frecuentes durante el proceso de fermentacion, y
es capaz de tolerar procesos como la desecacién y asi como las altas temperaturas por su
habilidad de producir endoesporas (Barrile et al., 1971).
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B. aryabhattai ha sido aislado por primera vez de muestras de aire sobre atmosférico en
criotubos de coleccion, y se encuentra filogenéticamente relacionado a B. megaterium
(Shivaji et al., 2009). Ha sido aislado de diferentes ambientes, tales como suelo y rizdsfera
(Pailan et al., 2015; Mesa et al., 2015). Dicha especie posen una gran capacidad metabdlica
al ser reportadas como promotoras de crecimiento de plantas (Park et al., 2017). Asi
también, se ha reportado que una cepa de dicha especie es capaz de producir compuestos
aromaticos de manera natural tales como la vainilla y 4-vinylguaiacol, y de presentar
actividad celulasa, laccasa, lipasa y pectinasa (Paz et al., 2016), haciendo de esta especie
relevante a nivel biotecnolégico.

B. paramycoides y B. albus son especies capaces de crecer a temperaturas alrededor de los
40 °C, y que a nivel taxondmico pertenecen al grupo de Bacillus cereus (Liu et al., 2017),
siendo reportado este ultimo participe en el proceso de fermentacion del cacao junto con
B. subtilis, B. megaterium y B. pumilus (Ardhana y Fleet, 2003; Nielsen et al., 2007; Pereira
etal., 2012).

Por otro lado, B. subtilis ha sido identificado presente en sistemas de fermentacién en
Ghanay Malasia (Carr et al., 1979; Carr y Davies, 1980). Junto con B. megateriumy B. cereus
estudios realizados por Lopez y Quesbel (1971) han sugerido su posible participacién en la
adquisicion de olores desagradables en el chocolate durante la fase aerdbica del proceso.
Asi también, dichas especies son capaces de generar otros compuestos tales como 2,3-
butanodiol, acido lactico, acido acético y tetrametil pirazina, los cuales pueden tener un
impacto en el aroma del grano de cacao. (Lopez y Quesbel, 1971; Zak et al., 1972). En
particular, se ha reportado que la produccion de 2,3, 5, 6 tetrametil pirazina por parte de
Bacillus es uno de los mayores componentes aportantes de aroma del cacao (Serra, 2005).
Asi también, la importancia del género Bacillus radica en su accion complementaria de
despectinizacion de la pulpa en fases mds tardias del proceso fermentativo (Ouattara,
Reverchon, Niamke, y Nasser, 2011).

B. wudalianchiensis, aislada por primera vez por Li et al. (2017) a partir de muestras de
grass, y actualmente reclasificada como Pseudobacillus wudalianchiensis, es una especie
capaz de crecer entre los 10y 60°C (Verma et al., 2019). Dichos valores aluden a la capacidad
de dicha especie de estar presente en el proceso de fermentacién del cacao, el cual se
caracterizd, de acuerdo al registro, de encontrarse entre los 45 y 49 °C. Sin embargo, adn
no se tiene informacidn o reporte de la participacién de esta especie en el proceso de la
fermentacion del cacao.

Se identificé también la presencia de cepas de los géneros Lysinibacillus. El género
Lysinibacillushan sido identificado en diferentes procesos de fermentacion (Chettri y
Tamang, 2015; Chakrabarty et al., 2014). L. telephonicus se encuentra filogenéticamente
emparentada a la especie L. sphaericus (Fig. 8). En el caso particular del cacao, dicha especie
ha sido reportada en diferentes estudios en Brasil, Ghana, Malasia, Trinidad, Indonesia y
Republica Dominicana (Ardhana y Fleet 2003; Schwan y Wheals 2004; Camu et al. 2007;
Lagunes Galvez et al. 2007; Nielsen et al. 2007; Daniel et al. 2009; Pereira et al. 2013).
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Algunas cepas de este género han sido detectadas como endégenas de la planta de cacao,
y que presentan una accidn antagonista frente a fitopatdgenos tales como Phytophthora
capsici, Moniliophthora roreri, y M. perniciosa (Melnick et al., 2011). Por otro todo, L.
macroides se encontré cercanamente emparentada a L. boronitolerans (fig. 8), la cual ha
sido originariamente aislada de productos fermentados de soya en Korea (Nam et al., 2012).
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Figura 8. Arbol filogenético en base a las secuencias del gen el ARNr 16S de cepas de
bacterias esporogénicas aisladas del proceso de fermentacién de granos de cacao de la
region TOCACHE (San Martin, Peru). La distribucion evolutiva fue inferida con el método de
Neighbor-joining construido con el modelo Kimura -2- pardmetros. Los valores bootstrap en
base a 1000 réplicas que fueron mayores a 60% fueron mostrados.
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Actualmente no hay informacién especifica acerca de la participacidn de Rummeliibacillus
stabekisii en el proceso de fermentacion del grano de cacao. Lima et al. (2012) reportaron
la presencia de la especie R. stabekisii en muestras provenientes de la cadena productiva
de derivados del cacao.

Estudio de caso: Colombia

Aislamiento y conteo de microorganismos

Para el momento cero del muestreo, es decir, cuando apenas se colocaron las semillas a
fermentar, no se presentd presencia de colonias en los medios de cultivo, de acuerdo con
lo expresado por Vuyst & Weckx (2016), quienes afirman que mientras los frutos de cacao
no tengan ninguna entrada o apertura, la pulpa permanece libre de microorganismos.

A las doce horas de iniciada la fermentacién se obtuvieron conteos de 8 log UFC/g de cacao
en el caso de los cultivos incubados en condiciones aerdbicas. Un valor cercano se obtuvo
para la microbiota almacenada en las mismas condiciones de temperatura, pero bajo
condiciones minimas de disponibilidad de oxigeno (anaerobiosis). Los valores de los conteos
se presentan en la figura 9.
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Figura 9. Conteo de UFC en medios incubados en anaerobiosis y aerobiosis.

Durante todo el tiempo de fermentacion se lograron aislar y discriminar de acuerdo con
criterios morfoldgicos y pruebas bioquimicas, un total de 80 aislamientos, cinco de los
cuales fueron catalasa negativos. Cuando se cuantificaron por tipo de microorganismo, las
poblaciones presentaron tendencias tipicas de acuerdo con la etapa de la fermentacion.
Este comportamiento se puede apreciar en la figura 10.
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Los microorganismos dominantes durante los dos primeros dias de fermentacién fueron las
levaduras. A partir de las doce horas empezaron a crecer bacterias acido acéticas (BAA),
llegando a su mayor numero a los 4 dias. En este periodo, los granos de cacao liberaron
olores desagradables. Las bacterias acido-lacticas solo se obtuvieron al final del proceso
fermentativo. Todos los aislamientos fueron crioconservados a -80°C con glicerol al 30%.

Frecuencia de microorganismos

1
3
mLEV
. 4 BACILLUS
H BAA
1 H BAL

1 2 3 4 5
Dias de fermentacion

Figura 10. Frecuencia de aislamientos microbianos de acuerdo con la etapa de
fermentacion.

Pruebas Bioquimicas

Los resultados de las pruebas bioquimicas se presentan en la tabla 7. La actividad de la
citrato permeasa solo se evidencio en los aislamientos A58, A27 y A45, los dos primeros
corresponden a levaduras y el tercero a una bacteria. En cuanto la produccién de
pectinasas, solo se presentd respuesta positiva en el caso del aislamiento A36, la cual
presumiblemente es una bacteria acido acética.

La mayoria de las bacterias formadoras de endosporas se aislaron al final del proceso
fermentativo.
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Tabla 7. Caracterizacion bioquimica de los aislamientos obtenidos de la fermentacién del

cacao.
Cédigo | Disponibilidad | Oxidasa KOH Catalasa Gram Citrato
de oxigeno

Al 1 Aero. - - + Lev -
A2 1 Aero. - - + Lev -
A3 1 Aero. - - + Lev -
A5 1 Aero. - - + + -
A6 1 Aero. - - + Lev -
A7 2Anaero. - - + Lev -
A8 1Aero. - - + Lev -
A9 2Aero. - - + + -
Al10 2Aero. - + + - Rk -
All 2 Aero. - - + + -
Al2 2 Aero. - - + + -
Al3 2Anaero. - - + Lev -
Al4 1 Aero. - - + Lev -
Al15 2Anaero. - - + Lev -
Al6 2Anaero. - - + + -
Al7 2Anaero. - + + - -
Al8 2Anaero. - - + + -
Al9 2Anaero. - - + + -
A20 2Anaero. - + + - -
A21 2Anaero. - - + Lev -
A23 2Anaero. - - + Lev -
A24 3Anaero. - - + Lev -
A25 3Anaero. - - + Lev -
A26 2Anaero. - + + - -
A27 2Anaero. - - + Lev +
A28 2Anaero. - - + + -
A29 2Anaero. - - + + -
A30 3 Aero. - - + +** -
A31 3 Aero. - - + + -
A32 4Anaero. - + + -
A35 4 Aero. - - + Lev -
A36 4 Aero - + + - -
A37.1(a) 4 Aero - + + - -
A37.2(b) 4 Aero - + + - -
A37.(L) 4 Aero + + + - -
A38 4 Aero - + + - -
A 39 4Anaero. - + + - -
A40 4 Aero - + + - -
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A4l 4 Aero - - + Lev -
A42 4 Aero - - - + -
A43 4Anaero. - + + - -
A44 4Anaero. - - + Lev -
A45 3Anaero. - - + + +
Ad6 3Anaero. - - + Lev -
A47 3Anaero. - - + Lev -
A48 3Anaero. - + + - -
A49 3Anaero. - - + + -
A50 3Anaero. - + + - -
A51 3Anaero. - - + + -
AS53 3Anaero. - + + - -
A54 2Anaero. - - + Lev -
A55 2Anaero. - - + Lev -
A57 2Anaero. - - + Lev -
A58 2Anaero. - - + Lev +
A59 2Anaero. - - + Lev -
A60 1Anaero. - + + - N.R
A61 1Anaero. - + + N.R
A62 5Anaero. - - - + N.R
AG65 5Anaero. - + + - N.R
A66 4Anaero. - + + - N.R
A67 4Anaero. - + + - N.R
A68 5 Aero. - + + - N.R
A69 5Aero. + + + - N.R
A70 5 Aero. - - + Lev N.R
A71 5 Aero. - - - +** N.R
A72 5 Aero. - - + +** N.R
A73 5 Aero. - + + WX N.R
A74 5 Aero. + - - X% N.R
A75 5 Aero. - - + - N.R
A76 5 Aero. - - - 4% N.R
A78 5 Aero. - - + + N.R
A79 5 Aero. - - + N.R
A80 5 Aero. - + + - N.R

NR: prueba no realizada; **: bacterias con formacién de endosporas.

El medio de Citrato de Simmons es un medio diferencial ya que su lectura se basa en el
cambio del color inicial verde a un azul si hay actividad del citrato permeasa como se
aprecia en la Figura 11.
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Figura 12. citrato positiva; B: citrato negativo; C: Control sin siembra.

Purificacion y caracterizacién de microorganismos fermentativos

Los microorganismos se purificaron para proceder al aislamiento del ADN gendmico y
posterior amplificacién del gene ADNr 16S. Desafortunadamente varias de las
amplificaciones, especialmente en el caso de las levaduras no produjeron ADN gendémico
de suficiente calidad para poder ser utilizadas en la clonacidn de la region ITS.

Los resultados demostraron una relativa baja diversidad de los microoganismos asociados
a cada una de las etapas fermentativas. En general, los microoganismos aislados se pueden
incluir dentro de alguna de las siguientes categorias: bacterias acido-lacticas, bacterias
acido acéticas, bacterias esporogénicas o levaduras.
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La tabla 8 registra, en el caso de los aislamientos bacterianos, la identificacién lograda con
la secuenciacion del gen ARNr 16S. La tabla 9, la correspondiente en el caso de las levaduras.

Tabla 8. Resultados Blast para los aislamientos bacterianos presentes en la matriz de
fermentacion del cacao, en condiciones de Colombia.

AISLAMIENTO Scientific Name Max Score Total Score Query Cover Evalue Per.ldent  Acc.Len  Accession
Aislamiento 1 Acetobacter fabarum 2451 2451 99% 0.0 99.63% 1372 KU686732.1
Aislamiento 2 Leuconostoc pseudomesenteroides 1871 1871 100% 0.0 97.70% 1395 MF354169.1
Aislamiento 3 Acetobacter fabarum 702 702 79% 0.0 97.56% 1389 MT611597.1
Aislamiento 4 Acetobacter fabarum 2440 2440 99% 0.0 99.55% 1372 KU686732.1
Aislamiento 5 Acetobacter fabarum 1225 1225 87% 0.0 95.81% 1380 MH633719.1
Aislamiento 6 Leuconostoc pseudomesenteroides 784 784 56% 0.0 98.86% 1460 MT597672.1
Aislamiento 7 Leuconostoc pseudomesenteroides 2663 2663 99% 0.0 99.93% 1502 LC223100.1
Aislamiento 9 Leuconostoc pseudomesenteroides 2645 2645 99% 0.0 99.65% 1502 LC223100.1
Aislamiento 12 Staphylococcus pasteuri 2606 2606 98% 0.0 99.58% 1487 MT072161.1
Aislamiento 13 Staphylococcus pasteuri 2556 2556 100% 0.0 99.71% 1487 MT072161.1
Aislamiento 16 Staphylococcus saprophyticus 2619 15620 100% 0.0 99.86% 2639876  CP054831.1
Aislamiento 17 Bacillus licheniformis 2614 2614 100% 0.0 99.31% 1455 JN366781.1
Aislamiento 18 Staphylococcus saprophyticus 2632 2632 100% 0.0 99.79% 1438 MK026832.1
Aislamiento 20 Bacillus zhangzhouensis 2351 2351 100% 0.0 99.92% 1498 MN826587.1
Aislamiento 25 Lacticaseibacillus rhamnosus 2641 13186 100% 0.0 100.00% 3022021 CP044228.1
Aislamiento 26 Lacticaseibacillus rhamnosus 2643 13196 100% 0.0 99.79% 3022021 CP044228.1

Tabla 9. Identificacidon taxondmica de las levaduras aisladas de muestras de fermentos de
granos de cacao, a partir de las secuencias ITS.

AISLAMIENTO Scientific Name Max Score Total Score Query Cover Evalue Per.ldent  Acc.Len  Accession
Aislamiento 30 Saccharomyces cerevisiae 1262 1262 100% 0.0 99.15% 722 MT641207.1
Aislamiento 31 Debaryomyces nepalensis 1109 1109 100% 0.0 99.83% 611 MT584873.1

Leuconostoc pseudomesenteroides y Lacticaseibacillus rhamnosus son bacterias acido-
lacticas que se presentan de forma frecuente en los procesos fermentativos, incluyendo la
fermentacion del cacao. Acetobacter fabarum es una representante de las bacterias acido
acéticas, también reportada reiterativamente en la fermentacion del cacao. Las especies de
Bacillus, B. licheniformis y B. zhangzhouensis, también han sido encontradas en la matrices
de fermentacion de mora, de grasa de cerdo o en el caso de la soya, sin embargo, no se
encontraron reportes de su presencia en fermentaciones de cacao.

En el caso de las levaduras, Saccharomyces cerevisiae y Debaryomyces nepalensis, las dos
también han sido reportadas como microbiota asociada a la fermentacidn en cacao.
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Conclusiones

El proceso de fermentacion es un sistema dinamico en donde la conversion de diferentes
sustratos se realiza constante producto de la actividad microbiana, dicha actividad hace que
cambios en las condiciones fisicoquimicos se den en el sistema, lo cual promueve a su vez
la sucesion microbiana de determinados géneros bacterianos en particular.

El presente trabajo permitié el estudio de la dindmica poblacional microbiana participe en
el proceso de fermentacidon de granos de cacao, observandose una predominancia en
diversidad del grupo de levaduras y bacterias acido lacticas (BAL) en los primeros dias del
proceso, mientras que en las fases mas tardias la predominancia pertenecié al grupo de
bacterias esporogénicas.

Asi también, la cuantificacion de poblaciones microbianas permitié el aislamiento de
diferentes cepas de levaduras, BAL y bacterias esporogénicas, todas ellas participes en el
proceso de fermentacidon, obteniéndose informacion acerca de la diversidad fenotipica
presente en cada grupo microbiano en estudio, detectdndose en el caso de las levaduras
cepas morfoldgicamente similares a los géneros Candida y Saccharomyces. Por otro lado, a
nivel molecular, se pudo identificar la presencia de diferentes géneros microbianos
relevantes tales como Lactobacillus, Pediococcus, Bacillus, Lysinibacillus y Rummeliibacillus
en las diferentes muestras de fermentos de granos de cacao, los cuales participan
activamente en la fermentacién y transformacién de la quimica del grano de cacao de la
zona de Tocache.

La presente informacion resulta relevante para el entendimiento de la microbiologia del
proceso de fermentacion del cacao de la zona de Tocache - San Martin, asi también el
estudio de la diversidad taxondmica permitié identificar los principales géneros
microbianos que se encuentren implicados a nivel microbioldgico y bioquimico, asi como la
posibilidad de encontrar especies nuevas potenciales que puedan estar implicadas en el
proceso.
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