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FERMENTACION DEL CACAO DE LA VARIEDAD CCN-51 CON REEMPLAZO
DE PULPA EMPLEANDO UN CULTIVO INICIADOR

RESUMEN

El presente trabajo constituye un informe técnico sobre fermentacion del cacao de la variedad
ccn-51 con reemplazo de pulpa empleando un cultivo iniciador. La calidad de fermentacion del
cacao esta determinada por varios factores. Uno de ellos es la biodiversidad de los
microorganismos que pueden estar presente a lo largo de la fermentacion como levaduras, BAL
y BAA. El objetivo general de este trabajo fue analizar la calidad de fermentacion de cacao
CCN-51 con reemplazo de pulpa empleando este cultivo iniciador, analizando la dindmica de
crecimiento de los microorganismos a lo largo de la fermentacion e identificandolos mediante
pruebas de PCR. Se desarrollaron dos fermentaciones, una de manera esponténea (FE) y otra
con un cultivo iniciador (Cl) compuesto por las levaduras S. cerevisiae, P. kudriavzevii, y las
bacterias L. plantarum y A. ghanensis. Mediante un conteo de colonias se constatd que el
numero de levaduras fue mayor a lo largo de la fermentacion seguido de BAL y BAA. Las
pruebas de PCR mostraron que S. cerevisiae predomind todos los dias de fermentacion,
mientras que L. plantarum solo un dia y A. ghanensis ninguno. Se evidencié una mejor
fermentacidn de los granos de cacao en Cl con un 24% de granos bien fermentados frente a un
2% en FE.

Palabras clave: Cacao CCN-51, cultivo iniciador, ADN, microorganismos, fermentacion.



FERMENTATION OF COCOA OF THE CCN-51 VARIETY WITH PULP
REPLACEMENT USING A STARTER CULTURE

ABSTRACT

This work constitutes a technical report on fermentation of cocoa of the ccn-51 variety with
pulp replacement using a starter culture. The fermentation quality of cocoa is determined by
several factors. One of them is the biodiversity of the microorganisms that may be present
throughout the fermentation such as yeasts, LAB and BAA. The general objective of this work
was to analyze the fermentation quality of CCN-51 cocoa with pulp replacement using this
starter culture, analyzing the growth dynamics of the microorganisms throughout the
fermentation and identifying them through PCR tests. Two fermentations were developed, one
spontaneously (FE) and the other with a starter culture (IC) composed of the yeasts S.
cerevisiae, P. kudriavzevii, and the bacteria L. plantarum and A. ghanensis. Through a colony
count it was confirmed that the number of yeasts was greater throughout the fermentation
followed by BAL and BAA. PCR tests showed that S. cerevisiae predominated on all days of
fermentation, while L. plantarum only one day and A. ghanensis none. A better fermentation
was observed for cocoa beans fermented with CI, accunting 24% of well fermented beans,

compared to 2% obtained with FE.

Keywords: Cacao CCN-51, starter culture, DNA, microorganisms, fermentation.
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FERMENTACION DEL CACAO DE LA VARIEDAD CCN-51 CON REEMPLAZO
DE PULPA EMPLEANDO UN CULTIVO INICIADOR

INTRODUCCION

Fermentacion del cacao y microorganismos que participan en el proceso

La fermentacion del cacao, la cual puede durar hasta siete dias, es clave para lograr el desarrollo
de compuestos fendlicos, alcaloides, polifenoles y &cidos volatiles. Estas moléculas son
responsables de la pigmentacion color marrdén y sirven como precursores de aromas y sabores,
los cuales determinaran la calidad fisica y quimica de la fermentacién (Rivera et al., 2012;
Teneda, 2016; Chavez-Salazar., 2023). Que estos compuestos se desarrollen de una manera
eficaz dependeréa de varios factores, entre ellos: el tipo de grano de cacao, origen geografico,
época de cosecha, condiciones ambientales, préacticas de manejo, tipo de material que se utiliza
para la fermentacion (cajas de madera, sacos de yute, tinas de plastico, entre otros), el método
de drenado del exudado producido por la masa de cacao, procesos tecnoldgicos, la
contaminacion ambiental (aire, polvo o microorganismos) y la accion de enzimas enddgenas
(De Vuyst & Weckx., 2016; Magagna et al., 2017; Tovar et al., 2020).

El proceso de fermentacion del cacao se puede dar espontanea o naturalmente y ocurre en la
pulpa, es decir, en el mucilago que recubre los granos (Wacher, 2011). Este mucilago contiene
todos los nutrientes necesarios para la proliferacion de grupos particulares de microorganismos
los cuales a su vez generan metabolitos que ayudan a cambiar las caracteristicas de los granos
de cacao. Dentro de la composicidn del mucilago se encuentran carbohidratos como glucosa,
fructosa y sacarosa con un 10-13%, ademas de 1-2% &cido citrico, un 82-87% de agua 'y 8-10%
de sales (Tovar et al., 2020).

La fermentacion del cacao se da en diferentes etapas, cada una de ellas representando la
proliferacion de un grupo de microorganismos distinto. La diversidad microbiana durante la
fermentacion se ha logrado identificar, empleando métodos que incluyen analisis
metagendmicos, métodos de cultivo, secuenciacion de regiones genicas conservadas como el
ARNr 16S o la utilizacion de primers especificos como (GTG)s. Estas herramientas han
permitido la clasificacién e identificacion de levaduras, bacterias acido lacticas (BAL),

bacterias acido acéticas (BAA), y algunas especies del género Bacillus, estas ultimas son



sinbnimo de una mala fermentacion (De Vuyst et al., 2008; Wacher., 2011; Teneda., 2016;
Visintin., 2016; Serra et al., 2019; Agyirifo et al., 2019; Mota-Gutiérrez et al., 2018).

Durante la primera etapa, los microorganismos dominantes son las levaduras, debido a los
carbohidratos presentes en el mucilago como la glucosa, fructosa y sacarosa, ademas de un pH
bajo de 3.3 debido al &cido citrico. Las levaduras consumen estos azlcares produciendo
metabolitos secundarios como el etanol y son responsables de la disminucion del &cido citrico
y el oxigeno. Adicionalmente, ayudaran a la eliminacién del mucilago de los granos de cacao
mediante la despolimerizacion de pectina. Dentro de las diferentes especies de levaduras que
se han logrado identificar se encuentran Hanseniaspora guilliermondii, H. opuntiae, Candida
pelliculosa, C. silvae, C. zemplinina, C. diversa, C. krusei, C. halmiae, C. tropicalis, C.
zeylanoide, Geotrichum ghanense, C. awuaii, Saccharomyces cerevisiae, Pichia
membranaefaciens, P. kudriavzevii, Kluyveromyces marxianus, Torulopsis candida, T. castelli,
T. holmii, Kloeckera apiculata, K. apis (Jespersan et al., 2005; Daniel et al., 2009; Wacher.,
2011; Kouame et al., 2015; Meersman et al., 2016; Koné et al., 2016; Ordofiez-Araque RH.,
2020; Rodriguez-Velazquez et al., 2022).

En la segunda etapa, las BAL continlan metabolizando los carbohidratos residuales del
mucilago, logrando crear un medio con menos cantidad de alcohol, produciendo acido l4ctico
y reduciendo la fructosa a manitol. Las especies que se han logrado identificar son
Lactiplantibacillus plantarum, L. fermentum, L. collonides, L. mesenteroides, L. mali, L.
cellobiosus Fructobacillus pseudoficulneus, Lactococcus lactis, Leuconostoc fallax, L.
pseudomesenteroides, L. pseudoficulneum, L. mesenteroides, Weisella cibaria, W. fabaria,
Enterococcus casseliflavus, E. saccharolyticus y Pediococcus acidilactici, entre otras (Wacher,
2011; Moreira et al., 2017; Ouattara et al., 2017 Ordofiez-Araque RH., 2020; Rodriguez-
Velazquez et al., 2022).

En una tercera etapa proliferan las BAA, las cuales metabolizan el alcohol producido por las
levaduras, oxidandolo a acetaldehido y después a acido acético (Teneda., 2016). Estas
reacciones producen un aumento de temperatura en la masa de fermentacion de hasta 50
°C dependiendo de la masa total que se esté fermentando, logrando asi aumentar la acidez en
lo granos y causar la muerte del embrion. Las especies de BAA mas comunmente encontradas
en la fermentacion de cacao son Gluconobacter oxydans, G. xilenos, Acetobacter aceti, A.

pasteurianus, A. syzygii, A. tropicalis, A. fabarum, A. senegalensis, Roseomonas sp,



Acidisphaera sp, Komagataeibacter hansenii. (Wacher., 2011; Moreira et al., 2017; Ordofiez-
Arague RH., 2020; Rodriguez-Velazquez et al., 2022)

Se puede dar una cuarta etapa, debido a las altas temperaturas que se puede alcanzar durante la
tercera etapa, la aireacion de la masa y el aumento de pH. En esta etapa proliferan bacterias
aerobias formadoras de esporas, las cuales pueden producir compuestos quimicos que
contribuyen con sabores desagradables del chocolate, como acidos grasos libres, acido acético
y lactico, 2-3 butanodiol y la tetrametilpirazina. (Dulce et al., 2021). Estas bacterias pertenecen
en su mayoria al género Bacillus como B. licheniformis, B. megaterium, B. pumilus B. subtilis,
B. megaterium y B. pumilus, B. stearothermophilus, B. coagulans, B. circulans, B. cereus
(Wacher., 2011; Moreira et al., 2017; Rodriguez-Velazquez et al., 2022). Pasados los 6 dias de
fermentacidn, se han encontrado tipos de bacterias diferentes a las ya mencionadas, como
Micrococcus luteus, M. flavus, Xanthomonas citri, Arthrobacter insolita, Brevibacterium
amoniagenes, Corynebacterium xerosis, Zymomonas mobilis, Staphylococcus capitis, S.
aureus, S. hominis y Micrococcus kristinae. Probablemente estas pueden venir de la superficie
de las mazorcas, manos de los agricultores, procesos de division de las mazorcas, superficies
de los recipientes de fermentacion y del suelo (Wacher., 2011; Rodriguez-Velazquez et al.,
2022).

Cultivos iniciadores aplicados para la fermentacion de cacao

Debido a que la fermentacién del cacao es un proceso que se da de manera espontanea, un buen
resultado depende de varios factores. Quizas el més relevante es la proliferacion de
microorganismos, los cuales seran responsables de lograr el desarrollo de diferentes
compuestos aromaticos y sabores (Moreira et al., 2017). La diversidad microbiana puede variar
notablemente dependiendo de las condiciones de fermentacion y, en consecuencia, 10s
resultados finales pueden ser poco predecibles. Por estas razones se han intentado desarrollar
diferentes cultivos iniciadores con el objetivo de tener una fermentacion mas controlada y
mejorar las caracteristicas del cacao mediate la sintesis de moléculas precursoras de sabores y

aromas (Salazar et al., 2022).

Un cultivo iniciador es una preparacion de cultivos microbioldgicos, los cuales pueden ser
utilizados para mejorar la calidad de los granos de cacao, permitiendo tener un mejor control
del proceso de fermentacion (Malo & Urquhart, 2016; Diaz-Mufioz et al., 2021). Una de las
mayores ventajas de utilizar cultivos iniciadores para la fermentacion del cacao, es que

permiten mejorar las caracteristicas organolépticas del producto final como la textura, sabor y



aroma. En la actualidad, a nivel industrial se puede encontrar cultivos iniciadores en estado
liofilizado, seco o congelado (Malo & Urquhart, 2016; Martinez & Sanchez., 2017;). Diferentes
criterios se toman en cuenta para poder seleccionar un microorganismo como cultivo iniciador,
como su crecimiento bajo condiciones ambientales estresantes, la identificacion de cepas
productoras de metabolitos de interés y la evaluacion de parametros tecnolégicos como la

caracterizacion sensorial (Malo & Urquhart, 2016; Pereira et al., 2020; Salazar et al., 2022).

Durante los tltimos afios se han propuesto varios cultivos iniciadores para la fermentacion del
cacao, los cuales fueron seleccionados debido a su gran abundancia durante una fermentacion
espontaneay por su produccién de compuestos aromaticos, acido lactico, &cido acético y etanol
(Batista et al., 2016; Figueroa — Hernandez et al., 2019; Pereira et al., 2020; Diaz-Mufoz et al.,
2021; Gutiérrez-Rios et al., 2022; Diaz-Murioz et al., 2023). Los cultivos iniciadores para la
fermentacidn del cacao estarian compuestos por levaduras, bacterias acido lacticas y acéticas,
las cuales ya han sido aisladas y preparadas previamente en medios de cultivos ricos en
nutrientes, evitando la presencia de otros tipos de microorganismos patégenos como hongos
filamentosos (Visintin et al., 2017).

Las levaduras corresponden al grupo de microorganismos mas utilizados debido a que se ha
logrado evidenciar que producen diferentes compuestos aromaticos como aldehidos superiores,
alcoholes superiores, acidos organicos y ésteres (Diaz-Mufioz et al., 2021). Entre las especies
de levaduras que se han utilizado como cultivo iniciador estan S. cerevisiae, P. kluyveri, P.
kudriavzevii, Kluyveromyces marxianus, K. fragilis, Torulaspora delbrueckii, Candida
famata, C. norvegensis, C. tropicalis, Hanseniaspora guilliermondii, H. uvarum (Diaz-Mufioz
& Luc De Vuyst., 2021). En cuanto a bacterias acido lacticas y acéticas, se han utilizado L.
plantarum, L. fermentum, L. delbrueckii, A. pasteurianus, A. tropicalis, A. ghanensis, A.
fabarum, A. senegalensis, A. aceti y Gluconobacter oxydans (Lefeber et al., 2012; Meersman
et al., 2016; L. De Vuyst & S. Weckx., 2016; Moreira et al., 2017). Los estudios que se han
realizado para estos microorganismos, con el fin de examinar sus comportamientos y efectos
como cultivo iniciador, han sido analisis microbioldgicos, pruebas moleculares mediante PCR
(Polymerase Chain Reaction) empleando primers inespecificos como (GTG)s para la
identificacion de bacterias (De Vuyst et al., 2008), aisladas de los granos de cacao fermentado.
Adicionalmente, el primer (GTG)z y la pareja de primers tTRNASc/ISSR-MB se han empleado
en estudios para diferenciar las diversas especies de levaduras presentes en el vino (Nisiotou,
2022). Otras metodologias tales como ASV (Amplicon Variant Sequence) y electroforesis en

gel con gradiente de desnaturalizacion (DGGE), utilizando primers especificos para cada
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microorganismo han contribuido a comprender la dindmica de proliferacion de los
microorganismos durante la fermentacion del cacao. Por otro lado, anélisis de compuestos
volatiles mediante pruebas como cromatografia de gases y andlisis sensoriales mediante
panelistas especializados, se han empleado para comparar las caracteristicas organolépticas
obtenidas después de la fermentacion. Los resultados han sido positivos ya que han mostrado
mayor presencia de los microorganismos presentes en el cultivo iniciador durante la
fermentacidn, mayores concentraciones de compuestos volatiles y diferencias significativas en
cuanto al aroma (Lefeber et al., 2012; Meersman et al., 2016; Visintin et al., 2017; Moreira et
al., 2017; Diaz-Murioz et al., 2021; Salazar et al., 2022)

CAPITULO | - METODOLOGIA

1.1. Generacion de biomasa de microorganismos para el cultivo iniciador

El cultivo iniciador que se prepar6 para esta fermentacion se conformo por bacterias acido
aceticas (BAA), bacterias acido lacticas (BAL) y levaduras, los cuales fueron previamente
aisladas y seleccionadas. Para BAA se utilizo la especie Acetobacter ghanensis, como BAL se
utilizé Lactiplantibacillus plantarum, y para las levaduras se utilizaron dos especies diferentes,
Saccharomyces cerevisiae y Pichia kudriavzevii. La generacion de biomasa de estos
microorganismos se realiz6 empleando medios de cultivo enriquecidos con diferentes
nutrientes dependiendo de las necesidades de cada bacteria y levadura (Anexo 1).
Adicionalmente, se emplearon condiciones de tiempo y temperatura de incubacion especificos
para cada uno. Luego de evaluar distintas formulaciones de medios, se decidio utilizar medio
MRS enriquecido con 10 g/L de peptona para crecer L. plantarum. Para las levaduras se utilizd
medio YPG, enriquecido con 2% de glucosa, 0.5% de extracto de levadura y 1% de peptona.
Por ultimo, para A. ghanensis se determind que la mejor formulacion correspondié a medio
GYC, extracto de levadura al 1%, glucosa al 5%, Natamicina al 0.01% y etanol al 5%,
regulandolo a pH de 5,5 con &cido citrico.

Una vez estandarizados los caldos, se cultivaron en ellos los microorganismos y se obtuvo un
pellet de cada uno, lo que representa a la “biomasa”. Como primer paso, se preparé un
precultivo en un Erlenmeyer, donde se adicionaron 20 ml de caldo nutritivo que fue inoculado
con una colonia del microorganismo correspondiente. En el caso de las levaduras, se incubd
por 17 h para S. cerevisiae y 20 h para P. kudriavzevii, ambas a una temperatura de 30 °C. En
el caso de L. plantarum se incubo por 20 h a una temperatura de 37 °C. Para A. ghanensis, se

incub6 por 72 h a una temperatura de 40 °C y en agitacion a 120 rpm. Una vez pasado el tiempo



de incubacion, se realiz6 una lectura en el espectrofotometro (Genesys 50, Thermo Scientific)
a 600 nm, con ¢l objetivo de tener minimo un valor ODsoo = 0.5. Una vez alcanzada la ODeoo
deseada, se prosiguié a tomar el 2% de los 20 ml del precultivo y se lo inocul6 en otros
Erlenmeyer con un volumen de caldo especifico para cada microorganismo, los cuales fueron
600 ml para P. kudriavzevii, 3.6 L para S. cerevisiae, 20 ml para L. plantarum y 800 ml para
A. ghanensis, en las condiciones de incubacion antes descritas. Para obtener la biomasa del
cultivo iniciador se centrifug6 por 10 min a 9000 rpm con una temperatura de 4 °C para formar
el pellet. Después se utilizdé una solucidon salina a una concentracion de 0.1% para hacer un
lavado del pellet obtenido y eliminar cualquier residuo del caldo, a excepcidn de S. cerevisiae

para la cual se utilizd una solucién de peptona al 0.1%,

1.2. Fermentacion del cacao con reemplazo de pulpay con cultivo iniciador

Para la fermentacion del cacao se reemplazé su mucilago por una mezcla de fruta entre banano
(Musa x paradisiaca) y maracuya (Passiflora edulis). Cada fermentacién tenia un 56% de
granos de cacao y un 44% de pulpa de frutas, constituida por pulpa de maracuya (89%) y
banana (11%) (Carrion, 2019). El primer paso fue lavar las mazorcas de cacao CCN-51y las
frutas con agua clorada y jabén, eliminando particulas extrafias e impurezas. Una vez lavada la
fruta, se abrid las mazorcas de cacao y el maracuya con un cuchillo previamente desinfectado.
Antes de homogenizar el cacao con la fruta, se elimind la mayoria del mucilago del cacao con
la ayuda de la enzima pectinasa (ROHAPECT PTE 100, Granotec) utilizando 0.5 ml por cada
kilogramo de cacao. Se incubo por 30 min y se prosiguid a desprender el mucilago con la ayuda
de trozos de gasa. Los pesos utilizados para la fermentacion fueron 7.8 kg de cacao, 5,5 kg de
maracuyda y 0.682 kg de banano, siendo asi un total de 14 kg de mezcla. Esta se dividio en dos
lotes de 7 kg, una para la fermentacién de cacao espontanea y otra para la fermentacion con el
cultivo iniciador. Para ambos tipos de fermentacidn se utilizaron coolers de plastico, a los
cuales se les adecu6 para que pueda drenar el exudado de la mezcla. Para el cultivo iniciador
se inocul6 4 log (UFC/g de masa de fermentacion) de cada microorganismo, a excepcion de A.
ghanensis, ya que su crecimiento no fue tan eficaz como se esperaba y por lo tanto se estima
que se inoculd un tercio de lo esperado. Las masas de cada microorganismo presente en el
cultivo iniciador para los 7kg de cacao fueron: 0.867g de A. ghanensis, 0.130g de L. plantarum,

19.39 g de S. cerevisiae y 5.97g de P. kudriavzevii.



1.3. Optimizacion de medios de cultivo selectivos para la siembra de microorganismos
durante la fermentacion del cacao

Los medios utilizados para la siembra de microorganismos fueron probados mediante
experimentacion dias antes de empezar la fermentacion. En estos medios se emplearon tres
tipos de antimicrobianos. La Natamicina se utilizé como antifingico, para evitar el crecimiento
de hongos y levaduras en los medios de cultivo para L. plantarum y A. ghanensis. El
Cloranfenicol se utiliz6 para evitar el crecimiento de bacterias en el medio de S. cerevisiae y
P. kudriavzevii. Para A. ghanensis se utilizé el medio GYC Agar, con 0.1% de Natamicina y
7% de alcohol. A este medio se le hirvid en vez de esterilizarlo en un autoclave, y una vez
enfriado se le colocé el alcohol filtrado, con el fin de evitar que el alcohol se evapore. En el
caso de L. plantarum, se utilizd6 medio MRS Broth, més 0.1% de Natamicina y 0.1% de
Cisteina, ajustando el pH a 5.5 y por ultimo afiadiendo agar al 1.5%. Para S. cerevisiae y P.

kudriavzevii se utiliz6 medio PDA con 100 mg/L de Cloranfenicol.

Cada dia de fermentacion se extrajo 20 g de muestra para después mezclarlo con 180 ml de
agua peptonada, y homogenizarlo en el stomacher (SCIENTZ-11) por un tiempo de 3 min a
una temperatura de 21 °C. Finalmente, se realizaron las diluciones seriadas especificadas en la
Tabla 1, y se sembré 100 ul en placas Petri preparadas segun lo descrito previamente. La
incubacion de levaduras fue de 24 h a 30 °C; las BAL se incubaron por 48h a 35°C en
condiciones de anaerobiosis; y las BAA se incubaron a 40 °C por 120 h. Terminada la
incubacion fueron almacenadas a 4 °C hasta sus posteriores pruebas. Los datos del conteo de
colonias de todas las placas, fueron registrados en una hoja de Excel, y se hizo una correccion
de acuerdo a cada dilucion sembrada para determinar las UFC/mI. Cabe destacar que, de ser
posible, solo se selecciond las diluciones que tenian un nimero de colonias entre 30 y 300.

Tabla 1

Diluciones sembradas cada dia de fermentacién en su respectivo medio de cultivo en la

fermentacidn espontanea (FE) y en la del cultivo iniciador (CI).

FE Cl
Dias PDA | MRS | ovc PDA | MRS Gvc

0 100-1 — 1040-3 10M-3(104-4 no) —» 108-9

1 10A-2 - 107-4 107-3 - 107-8

2 104-3 - 107-5 10A-1 - 107-3 10/-3 - 104-6 100-1 - 107-6
3 101-4 - 101-6 10A-3 - 10M-5 10A-1 - 10n-4 10/-5 - 10°-7 10M-3 - 107-6 10/-1 - 107-5
4 10/-3 - 1005 10°-3 - 1075 10/4-1 - 107-5 10A-5 - 100-7 1073 - 1006 | 1041 - 1076
7 104-5- 1007 10A-4 —» 1076 10/-1 - 10A-5 100-5- 100-7 100-4 - 100-6 | 10A-1 - 107-5




1.4. Registro de temperatura y pH

Comenzando desde el dia 0 de fermentacion, se registré la temperatura con un Data Logger
(GSP-5, Elitech). También se hicieron andlisis del pH tanto de la pulpa como del grano. Para
la medicion del pH de la pulpa se utilizd un potenciémetro (PH60S-Z, Apera Instruments)
previamente calibrado y se hizo la lectura directa. Para el caso del pH del grano, se realiz6 un
pelado manual, seguido por la trituracion de estos en un molino de café (GX4100, Krups). Una
vez triturado se pes6 5 g de la muestra y se dejé en remojo con un volumen de 50 ml de agua
destilada por 30 min. Por ultimo, se realizé la lectura en el potenciometro para liquidos (Seven

Compact, Mettler Toledo).

1.5. Pruebas moleculares para identificacién de microorganismos

Seleccionadas las placas Petri con el nimero de colonias adecuadas para llevar a cabo los
analisis moleculares, se realizaron pruebas de PCR con el objetivo de identificar si los
microorganismos presentes en las muestras de cacao, coincidian con los microorganismos
inoculados con el cultivo iniciador. Previo a este ensayo, se realizaron varias pruebas para
evaluar el método més directo y sencillo para llevar a cabo las reacciones de PCR. Se probo
empleando los siguientes moldes para la reaccion: ADN extraido de los microorganismos
(previamente crecidos en caldos), pellets de células diluidas 1:5 y 1:10, y colonias picadas
directamente de las placas Petri. Después de varias pruebas se decidié utilizar el método de
“colonias” para L. plantarum y A. ghanensis. En el caso de las levaduras se utilizé el método
tradicional de extraccion de ADN (Purelink Genomic DNA Mini Kit, Invitrogen). Las
reacciones de PCR se realizaron utilizando el primer GTG-5 para las bacterias, y la pareja de
primers TtRNASc /5CAG para las levaduras (De Vuyst et al., 2008; Nisiotou., 2022). Las
reacciones se realizaron con un termociclador (Miniamp plus, Thermo Fisher Scientific)
usando distintos programas para las bacterias y las levaduras. Para las primeras el programa
consistié en una desnaturalizacién inicial a 94°C por 4 min, seguido por 30 ciclos de una
desnaturalizacion a 95°C por 30 s, alineamiento a 45°C por 1 min y una extension a 72°C por
8 min, terminando la PCR con un ciclo de extension final a 72°C por 16 min. Para las levaduras
se utiliz6 un programa compuesto por una desnaturalizacion inicial a 95°C por 5 min, seguido
por 35 ciclos de una desnaturalizacion a 95°C por 1 min, alineamiento a 50°C por 1 min y una
extension a 72 °C por 1 min 'y 30 s, terminando la PCR con un ciclo de extension final a 72°C
por 10 min.  Finalmente, los resultados se evaluaron mediante electroforesis en geles de
agarosa al 1.5% aplicando 100V por 2 h, y registrando las fotos en un foto documentador

(Labnet, ENDURO™ GDS TOUCH). Cabe recalcar que antes de realizar el gel de



electroforesis de los productos de PCR de las levaduras, se hizo una cuantificacion por

espectrofotometria (Epoch, BioTeK) del ADN extraido.

1.6. Prueba de corte

Transcurrido los siete dias de fermentacion, se secaron los granos de cacao en la camara de
secado marca (Tecnoplast) a una temperatura de 50°C. A partir de las 24 h se midi6 la humedad
de los granos con un higrometro (SKZ Industrial, SKZ111B-2) hasta que alcance un valor
inferior a 9%. Una vez que la humedad se encontr6 dentro del rango, se prosiguio a tomar una
muestra de 50 granos, y con la ayuda de una guillotina para cacao se realiz6 un corte por la
mitad de los granos. Finalmente, se pudo analizar el color del interior del grano y la presencia
de surcos, para poder determinar la calidad de fermentacion de los granos obtenidos con Cl y
con FE, segun los criterios establecidos en la NTE INEN 176 (2021).

CAPITULO Il - RESULTADOS Y DISCUSION

2.1. Analisis de temperatura 'y pH
La medicion del pH mostro variaciones minimas en el caso del pH interno de los granos de
cacao Y variaciones considerables en el pH de la pulpa, tanto en la fermentacion espontanea

como la del cultivo iniciador (Figura 1).



Figura 1. Analisis del pH y temperatura de la fermentacion espontanea (FE) y del

cultivo iniciador (ClI) y de los granos de cacao
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Se puede apreciar que la disminucion de pH interno es leve durante los tres primeros dias. En
el tercer dia se puede evidenciar una mayor variacion, ya que el pH bajé aproximadamente de
6.3 a 5.66, tanto en FE como en CI. La fermentacidn termind al séptimo dia con un pH interno
de 5.56 en el caso del cultivo iniciador y un pH interno de 6.12 para la fermentacion espontanea.
En el caso del pH de la pulpa, compuesta por maracuya y banano, se puede observar una
minima variacion hasta el dia 4 en ambos tipos de fermentacion. A partir del dia 4, el pH
comenzd a aumentar, terminando la fermentacion con un valor de 6 aproximadamente para la

FE, y un valor de 5.6 para el CI.

Analizando los resultados, se puede observar que, a partir del tercer y cuarto dia de
fermentacién, el pH comienza a variar de manera mas significativa, tanto internamente como
externamente. Desde el cuarto dia el pH externo comienza a aumentar en FE y CI, pudiendo
ser debido a la migracion de los acidos hacia el interior del grano y provocando asi la
disminucion del pH en el interior de este, lo que se aprecia mas claramente para Cl. Este
comportamiento de los &cidos se ha descrito como clave para provocar la muerte del embrion
(Mosquera et al., 2020; Rodriguez-Velazquez et al., 2022). En fermentaciones espontaneas se
han encontrado pH internos del grano entre 5.19 y 5.26, considerado un rango correcto de una
buena fermentacion (Mosquera et al, 2020; Chavez-Salazar et al., 2023; Sipe & Rodriguez.,

2023). En otros casos se han encontrado valores de fermentaciones en cajones que comienzan

10



en 6.46 desde el dia 0, y disminuyen progresivamente hasta el dia 6 de fermentacidn, acabando
con un pH interno de 4.45 (Chavez-Salazar et al., 2023). Comparando estos resultados con los
obtenidos en la presente investigacion, es claro que la poca variacion pH observada en el grano
conlleva a un valor més alto (pH 6.12) que los reportados por otros autores. En caso de
fermentaciones con Cl se han encontrado pH externos que van desde 3, hasta terminar la
fermentacion con 5.5 (Sandhya et al., 2016, Diaz-Mufioz et al., 2021). No obstante, es
importante indicar que estos experimentos no tuvieron un reemplazo del mucilago del cacao
por pulpas de frutas, por lo tanto, las diferencias observadas se podrian deber a la distinta
composicion de azucares, acidos, vitaminas y otros nutrientes entre el mucilago y las pulpas

utilizadas.

Durante la fermentacion del cacao ocurren reacciones exotérmicas, es decir, que liberan calor,
por lo que se espera un aumento progresivo de la temperatura, pudiendo llegar a alcanzar hasta
aproximadamente los 50 °C (Lima et al., 2021). Se puede observar que ambas fermentaciones
analizadas en el presente trabajo mostraron un comportamiento similar (Figura 1). Para el caso
de FE, la temperatura aumenta de manera progresiva hasta el dia 4, donde alcanza su méaxima
temperatura de 31.7°C, disminuyendo luego hasta una temperatura de 25.22°C en el dia 7. En
el caso del Cl, la variacion de temperatura es similar a la de FE, a diferencia que esta alcanza
una temperatura maxima de 30.8°C en el quinto dia de fermentacion. Se puede observar que
existe un desfase hasta alcanzar la maxima temperatura en cada fermentacion. A partir del
quinto dia es evidente la caida de temperatura hasta el séptimo dia, terminando con una
temperatura de 26.8 °C. Cabe recalcar que ambos cajas termicas se mantuvieron en las mismas

condiciones ambientales.

En fermentaciones con CI se han reportado valores de temperatura que empiezan a 24°C desde
el dia 0, y aumentan hasta 32°C durante un periodo de 4 dias, considerando que las masa total
de fermentacion que se utilizo fueron de 20kg (Diaz-Mufioz et al., 2021). Por otro lado, en
fermentaciones espontaneas llevadas a cabo en cajas y coolers, pueden ir desde los 31°C al
inicio y llegar hasta 52,30°C terminando la fermentacién, obteniendo como promedio 40°C
(Chavez-Salazar et al., 2023; Sipe & Rodriguez., 2023). Analizando las medidas obtenidas en
la fermentacion realizada en el presente experimento, tanto en FE como en Cl, se observa que
en ambos casos las diferencias de temperaturas no son muy grandes entre estas dos, aunque si
existe una diferencia minima, sobre todo en el dltimo dia de fermentacién. Las diferencias de

los resultados encontrados en este trabajo, con los mencionados en otros experimentos puede
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ser debido a la masa total de fermentacion utilizada (7kg), el material del cooler, y las

condiciones climaticas de la region donde se realizo el experimento.

2.2 Dinamica de crecimiento de microorganismos
Una vez terminado el periodo de incubacion para cada tipo de microorganismo, se procedio a
seleccionar las placas para la toma de fotografias y el conteo de colonias. Los resultados se

presentan en la figura 2.

Figura 2. Dindmica de crecimiento de presuntas levaduras, BAA y BAL (FE — Fermentacion

espontanea; Cl — Cultivo iniciador)
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En el medio PDA se puede apreciar una clara diferencia entre el nimero de microorganismos
al inicio de la fermentacion, ya que en FE hay un aproximado de 5,5 log (UFC/ml), mientras
que en CI hay un aproximado de 6,5 log (UFC/ml). Estos nimeros aumentan de manera
progresiva, donde en el caso de FE, alcanza un maximo de 8,1 log (UFC/ml) en el segundo dia
y en el caso de Cl, el nUmero de microorganismos aumenta hasta el cuarto dia con un
aproximado de 9 log (UFC/ml). Finalmente, en el dia 7 acaban con la misma diferencia de
microorganismos con la que empezaron el dia 0, es decir, con una diferencia de 1 log (UFC/ml),
siendo mayor el numero de levaduras en CI. Estos resultados indican que la inoculacion de
levaduras en el CI tuvo un efecto notable tanto en la abundancia de levaduras como en la

dindmica de su crecimiento durante la fermentacion (Moreira et al., 2017).
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Una tendencia contraria a la de las levaduras se observé para el medio MRS, ya que el nUmero
de presuntas BAL casi siempre es mayor en FE que en ClI, a excepcion del dia 3 donde CI
supera al de FE, aunque la diferencia es minima. Dejando de lado los conteos, se puede apreciar
que la dindmica de crecimiento de las BAL tanto en FE como en ClI son similares, a pesar de
que el CI fue inoculado con 4 log (UFC/g) de L. plantarum.

Finalmente, en cuanto a la dindmica de crecimiento de las presuntas BAA en medio GYC, hay
una clara evidencia que hubo un mayor numero de microorganismos en Cl, comenzando con
un numero aproximado de 5 log (UFC/ ml). En ambas fermentaciones la dinamica es similar,
aunque en los dias 3 y 4 hay un descenso de microorganismos en el caso de Cl, mientras que
en FE se evidencia un ligero aumento. A partir de esos dias comienza un aumento rapido de
bacterias hasta el dia 7. Hay que recordar que el nimero de A. ghanensis inoculados fue inferior
al deseado, razén por la cual el nimero de UFC por ml es inferior a comparaciéon de las

levaduras y las BAL.

Estos resultados demuestran que las levaduras son las que mostraron mayor prevalencia desde
el dia 0, seguidas por las presuntas BAL y BAA, tanto en FE como en Cl. Comparando estos
resultados con la fermentaciébn montada por Diaz-Mufioz et al (2021), la dindmica de
crecimiento de colonias en cada medio, fueron diferentes, ya que en ese caso predominaron
BAL, seguidas por BAA y levaduras. Cabe destacar que en la investigacidn recién mencionada
el cultivo iniciador empleado contenia cantidades similares de levaduras y BAL que las

utilizadas en el presente trabajo.

Para FE, segun Lefeber et al (2011) y Rodriguez-Velazquez et al (2022), las bacterias que
predominan desde un inicio son BAL, seguidas por levaduras por un tiempo corto, para después
ser superadas por BAA. De igual manera podemos ver que en esta fermentacién hay un nimero
de proliferacion de microrganismos totalmente diferente en FE a lo descrito por los autores
mencionados anteriormente. Esta diferencia de microorganimos puede ser debido a las
condiciones de fermentacion como las temperaturas que se dio cada dia, las cuales no fueron
las mas optimas, al tipo de cacao, el lugar de origen del fruto y al reemplazo del mucilago

propio del cacao por pulpa de fruta.

2.3. PCR y tinciones
Los resultados de las pruebas de PCR vy tinciones realizadas a las colonias presentes en cada

medio mostraron presencia de otros microorganismos diferentes a los inoculados con el CI,
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debido a sus diferentes bandas en la electroforesis y tinciones con respecto a los controles.

Estos resultados se describen a continuacion para cada grupo de microorganismos.

Presuntas BAA en medio GYC del cultivo iniciador

Se observo un numero reducido de colonias en el medio GYC y, en consecuencia, el nimero

de reacciones de PCR y tinciones realizadas fueron menos en comparacion con los otros grupos

de microorganismos.

Analizando los resultados de las tinciones, se puede observar que existen colonias que son

Gram positivas como la 0, 3-Ca, 4-Cb y 4-Ca y por lo tanto dejarian de ser candidatas para ser

una bacteria acido acética (Tabla 2). El resto de las colonias como la 1, 2, 3-Ch, 7-Cp y 7-Cg

corresponden a bacterias Gram negativas, mismo tipo que A. ghanensis.

Tabla 2

Tinciones de colonias presentes en medio GYC del Cl

Dia Codigo | Gram (+/-) Descripcion
*Colonia blanca redonda
0 0 +
*Estreptobacilo
1 L *Colonia blanca redonda
*Espiroquetas
*Colonia blanca pequefia
2 2 - redonda
*Bacilos
*Colonia blanca
3-Ch -
*Bacilos
3
*Colonia amarilla
3-Ca + .
*Bacilos
*Colonia blanca
4-Cb +
4 *Estreptococos
*Colonia amarilla
4-Ca +
*Estreptococos
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*Colonia pequetia

7-Cp '
7 *Espiroquetas
*Colonia grande
7-Cg '
*Espiroquetas
. *Colonia blanca redonda
Control positivo +

*Bacilos

Figura 3. Electroforesis de PCR de colonias presentes en medio GYC del CI.
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Comparando estas colonias, en el gel de electroforesis (Figura 3), se puede constatar que, a

pesar de ser Gram negativas, no tienen ninguna similitud con el control positivo (+), a

excepcion de la colonia 3- Cb, la cual tiene bandas similares (pero no idénticas) a A. ghanensis,

ademas de tener la misma forma bajo el microscopio. Cabe recalcar que los dias 3, 4y 7,

presentaron varias colonias en las placas Petri, razon por la cual se hicieron varias pruebas para

esos dias picando colonias similares entre ellas y dandoles codificaciones en base al dia de

proliferacion y al tamafio de colonia o color (Ejemplo: 3(dia)-Cb (Colonia blanca)), para

después constatar si se trataban de un mismo grupo de bacterias. El resultado es que los
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patrones de bandas difieren entre colonias en apariencia similares desde el punto de vista macro

y microscopico (Figura 3 y tabla 2).

Tomando en cuenta el namero reducido de BAA inoculadas en el Cly los resultados arrojados
por las PCR y los geles de electroforesis, se podria decir que A. ghanensis no se encontro con
la metodologia aplicada. También fue evidente la poca eficacia del medio selectivo al tener la
presencia 3 bacterias Gram positivas. No obstante, no se puede descartar que A. ghanensis se
encontrara en niveles inferiores a los que permite detectar la metodologia empleada. Al
encontrar bacterias Garm negativas en el medio GYC cuya morfologia es similar a BAA, se
podria especular que se trata de especies como A, pasterianus, A. syzygii, A. tropicalis, A.
lovaniensis 0 A. senegalensis ya identificadas en otras fermentaciones (Luc De Vuyst., 2008;
Lefeber et al., 2011; Diaz-Mufioz et al.,2021). Para estos microorganismos no identificados se
podrian hacer estudios metagendmicos mediante técnicas como DGGE, RFLPs, oPCR, y
analisis de la region 16s con NGS, los cuales ya han sido implementados en otros experimentos
(Cocom., 2021)

Presuntas BAL en medio de cultivo MRS del cultivo iniciador

En el caso de las BAL, se obtuvo un mayor nimero de colonias y una mayor diversidad de
estas en comparacion con los cultivos en medio GYC. Para estudiar en méas detalle esta
diversidad, las pruebas de PCR se realizaron por triplicado considerando que habia colonias

similares en tamafio y forma.

Analizando los resultados, las colonias R0, Bg0, R1, P1, Rp2, Rg2, Rg3, C4, B4, Cp4, p7, Rp7
y Rg7 mostraron ser Gram negativas (Tabla 3) por lo cual se descartd la probabilidad de que
sean L. plantarum, ya que esta es Gram positiva con forma de bacilos. Dentro de las colonias
que cumplen con las caracteristicas de L. plantarum estan las colonias de color amarillo como
Al, P3y AT.
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Tabla 3

Tinciones de colonias presentes en medio MRS del ClI

Gram
Dia Codigo | (+/-) Descripcion
* Colonia amarilla
A0 + '
*Bacilos
* Colonia Rosada
RO - _
* Bacilos
O .
* Colonia blanca pequefia
Bp0 +
*Estreptobacilos
* Colonia blanca grande
BgO - : .
*Diplobacilos
* Colonia amarilla
Al +
* Diplobacilos
* Colonia rosa
R1 - )
. « Estreptobacilos
* Colonia palida
P1 - ‘
*Cocobacilos
* Colonia blanca grande
Bgl +
*Estreptobacilos
* Colonia amarilla
A2 +
* Espiroqueta
» Colonia blanca grande
Bg2 + .
) *Espiroqueta
* Colonia rosa pequena
Rp2 ] peq
* Estreptobacilos
*Colonia rosa grande
Rg2 - _
* Estreptobacilos
*Colonia rosa pequeia
Rp3 | + ped
3 * bacilos
+ Colonia rosa grande
Rg3 - '
*Cocobacilos
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*Colonia pequena
P3 '
*Bacilos
* Colonia café¢
C4
*Estreptobacilos
*Colonia blanca
4 B4 _
* Bacilos
*Colonia café pequena
Cp4 :
*Bacilos
*Colonia palida
p7 .
*Cocobacilos
*Colonia amarilla
AT
. * Estreptobacilos
* Colonia rosa pequefia
Rp7 :
* Bacilos
* Colonia rosa grande
Rg7 :
*Bacilos
Control * Colonia blanca pequefia
+
Positivo * Bacilos

En los geles de electroforesis (Figura 4 y anexo 4), se muestran pruebas de PCR por triplicado,

con el proposito de saber si las colonias con similitudes en cuanto a tamafio y color pertenecian

a la misma especie o cepa. Se puede apreciar en la figura 4, que las diferentes colonias que

proliferaron en el dia 1 (a) y en el dia 3 (b) poseen aproximadamente los mismos patrones de

banda que el control positivo en una de las colonias Al, permitiéndonos decir que se podria

tratar de L. plantarum, aunque de diferentes cepas. Respecto a las otras colonias se puede

apreciar que, a pesar de tener las mismas caracteristicas morfoldgicas, difieren a nivel

molecular a juzgar por sus patrones de bandas en la electroforesis.
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Figura 4. Electroforesis de PCR de colonias presentes en medio MRS del CI.
L, Ladder Trackit™ [ Kb Plus, +, L. plantarum
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Para las demas colonias Gram positivas el patron de bandas y las formas de las bacterias son
diferentes a L. plantarum. Revisando el nimero de estas colonias diferentes que proliferaron
cada dia, existe una mayor variabilidad durante los dias 0, 1, 2 y 3 de fermentacion, pudiéndose
tratar de BAL como L. fermentum, Fructobacillus pseudoficulneus, Weissella ghanensis, W.
fabalis, y W. fabaria, las que se han reportado en otras fermentaciones (Lefeber et al., 2011;
Diaz-Mufioz et al., 2021). De igual manera se podria investigar mediante estudios

metagenomicos para comprobar de que bacterias se trata.

Levaduras

Para este grupo de microorganismos que resulté ser el mas predominante, se realiz6 pruebas
de PCR y geles de electroforesis tanto para el CI como para la FE, con el objetivo de constatar
si alguno de los microorganismos encontrados en fermentacion espontanea coincidia con los

inoculados en el cultivo iniciador.

En la tabla 4, se observa que hubo diez colonias con forma “ovoide”, caracteristica de P.

kudriavzevii, las cuales son 1, 3, 5, 8, 10, 11, 13, 15, 16 y 17. Analizando estas colonias con su
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respectivo codigo en la figura 5, se observa que todas las colonias ya mencionadas coinciden
con el patron de bandas del control positivo de P. kudriavzevii (159), a excepcion de tres, la
colonia 3, 12 y 17. Estas 3 colonias diferentes, a pesar de tener una forma similar a P.
kudriavzevii, son iguales entre ellas a nivel molecular y por lo tanto se trataria de otra levadura.
Con respecto al resto de colonias, todas presentan una forma de coco, caracteristica de S.
cerevisiae. A través del gel de electroforesis podemos determinar que las colonias 2, 4, 6, 7, 9,
14 y 18 coinciden con el patrén de bandas del control positivo de S. cerevisiae (158), y por lo
tanto se puede decir que estuvo presente durante todos los dias de fermentacidn, a comparacion
de P. kudriavzevii, la cual estuvo presente solo hasta el dia 4. La colonia 12, a pesar de tener la
misma forma que S. cerevisiae, no coincide con el patrén de bandas de esta misma a nivel
molecular. Es importante observar que a partir del dia 0, solo se encuentran presentes las dos
levaduras inoculadas, y a partir de los siguientes dias proliferan nuevas levaduras, debido a una

posible contaminacion del ambiente, frutas y las mismas mazorcas de cacao

Tabla 4

Tinciones de colonias presentes en medio PDA del ClI

Dia Cadigo Descripcion
. *Colonia grande blanca
*Forma Ovoide
° *Colonia pequefia blanca
g *Forma de Coco
*Colonia grande blanca
3 *Forma de Ovoide
*Colonia pequefia blanca
4 *Forma de Coco
. *Colonia grande blanca
> *Forma Ovoide
*Colonia pequefia blanca
° *Forma de Coco
*Colonia pequeiia blanca
2 ! *Forma de Coco
8 *Colonia grande blanca
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*Forma Ovoide

*Colonia pequeiia blanca

9
*Forma de Coco
10 *Colonia grande blanca
*Forma Ovoide
*Colonia grande blanca
3 11
*Forma Ovoide
12 *Colonia pequeia blanca
*Forma de Coco
13 *Colonia grande blanca
*Forma Ovoide
*Colonia pequeia blanca
4 14 b=
*Forma de Coco
15 *Colonia grande blanca
*Forma Ovoide
16 *Colonia grande blanca
*Forma Ovoide
*Colonia grande blanca
7 17 )
*Forma Ovoide
18 *Colonia pequeia blanca
*Forma de Coco
. *Colonia pequeia blanca
S. cerevisiae 158
*Forma de Coco
) N *Colonia grande blanca
P. kudriavzevii 159

* Forma Ovoide
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Figura 5. Electroforesis de PCR de colonias presentes en medio PDA del CI.
L, Ladder Tracklt™ [ Kb Plus

+S. cerevisiae
+S. cerevisiae
+ P. kudriavzevii

1581591 2 3 4 5 6 7 8 910 1112 13 14 15 16 17 18 158159

*: Colonia diferente a S. cerevisiae y P. kudriavzevii
[]: Colonia presente en FE y CI
Los resultados de las PCR y tinciones realizadas de las colonias que proliferaron durante la FE,

se muestran a continuacion en la figura 6, tabla 5 y anexo 6.

Analizando las tinciones, se observo que la mayoria de colonias presentes en la FE, presentan
similitud en cuanto a la forma de P. kudriavzevii, a excepcion de la colonia 11 la cual posee
forma de coco, caracteristico de S. cerevisiae (Tabla 5). En la figura 10 se puede observar que
las colonias 4 y 9 poseen el mismo patron de bandas que el control positivo de P. kudriavzevii
(159). Para la dnica colonia con forma de coco, la colonia 11, supuesta S. cerevisiae, no
coincidio con el patron de bandas del control positivo de esta misma. Por lo tanto, solo hubo
presencia de P. kudriavzevii el dia 3y 4 en FE. Por otro lado, las colonias 2, 5y 13 poseen el
mismo patron de bandas que la colonia 12 del Cl. A pesar de que no pertenecen a ninguna de
las dos levaduras del ClI, este microorganismo esta presente en ambas fermentaciones y por lo
tanto seria candidata para realizar una secuenciacion de ADN, haciendo extraccion de ADN,
pruebas de PCR y utilizando primers especificos para secuenciar los genes 16s y 26s rRNA,

para después compararlo con las presentes en “Gen Bank”, 0 mediante ITS (Internal
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Transcribed Spacer) (Visintin et al., 2016; Viesser et al., 2020), con el fin de saber de qué

levadura se trata.

Tabla 5

Tinciones de colonias presentes en medio PDA de FE

Dia Cadigo Descripcion
. *Colonia grande blanca
* Forma Ovoide
° *Colonia grande blanca
° * Forma Ovoide
*Colonia grande blanca
. 3 » Forma Ovoide
*Colonia grande blanca
! * Forma Ovoide
*Colonia grande blanca
? ! * Forma Ovoide
*Colonia grande blanca
« * Forma Ovoide
*Colonia grande blanca
‘ * Forma Ovoide
} *Colonia grande blanca
> * Forma Ovoide
*Colonia grande blanca
° * Forma Ovoide
*Colonia grande blanca
? * Forma Ovoide
) 10 *Colonia grande blanca
* Forma Ovoide
*Colonia pequefia blanca
H * Forma de Coco
. 1 *Colonia grande blanca
* Forma Ovoide
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13 *Colonia grande blanca
* Forma Ovoide
.. *Colonia pequena blanca
S. cerevisiae 158
* Forma de Coco
. . *Colonia grande blanca
P. kudriavzevii 159 )
* Forma Ovoide

Figura 6. Electroforesis de PCR de colonias presentes en medio PDA de FE.
L, Ladder Trackit™ [ Kb Plus

+ P. kudriavzevii

v
)
@
>
@
v
@
o
»
+

+S. cerevisiae
+ P. kudriavzevii

15,000 bp
8,000 bp

15,000 bp
8,000 bp
6,000 bp

6,000 bp

£,000 bp 4,000 bp

2,000 bp
2,000 bp

1,500 bp
1,500 bp

1,000 bp
1,000 bp
650 bp
650 bp
400 bp

400 bp
200 bp

200 bp

*: Colonia diferente a S. cerevisiae y P. kudriavzevii
D : Colonia presente en FE y CI

2.4. Prueba de corte
Las pruebas de corte, mostraron una clara diferencia de la calidad de fermentacion entre ambos

casos, a juzgar por los diferentes tonos de colores observados (Figura 7).
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Figura 7. Prueba de corte de granos de cacao CCN -51 proveniente de la

fermentacion espontanea (A) y fermentacion con cultivo iniciador (B)

Leyenda:

Grano Café Grano Violeta

Grano con moho Grano Violeta - Café

En el caso de la fermentacion con CI se observo una menor diferencia entre las tonalidades de
los granos (Figura 7B). A simple vista se puede observar que hubo una mayor proporcion de
granos bien fermentados ya que poseen un color café y los surcos caracteristicos de una

fermentacidn dptima. También se puede observar que ningln grano resulté contaminado con
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moho, Yy el resto resultd con un color violeta — café. En proporciones se obtuvo un 24% de

granos bien fermentados, y un 76% de granos parcialmente fermentados.

En cuanto a la fermentacion espontanea (Figura 7A) la mayoria de los 50 granos evaluados
mostraron un color violeta — café, uno fue café, cuatro morados y uno estuvo contaminado con
moho. En vista de esto, 88 % de granos resultaron parcialmente fermentados, un 2% de granos
bien fermentados, 8 % mal fermentados, y 2% de granos contaminados.

A la luz de estos resultados, podemos determinar que evidentemente hubo una mejor
fermentacion en los granos de cacao que contenian el cultivo iniciador, debido a un porcentaje
mas alto de granos color café con surcos (24%), que los granos que tuvieron una fermentacién
espontanea (2%). Comparando estos resultados con los requisitos de calidad impuesto por la
NTE INEN 176, los granos fermentados obtenidos de la FE no cumplen con los pardmetros
establecidos, ya que para granos de cacao “grado 3” (menor calidad) requieren un minimo de
53% de granos bien fermentados, un méximo de 18 granos pizarrosos 25% de granos violetas.
Por ultimo, para la fermentacion con Cl, estaria cumpliendo con los parametros para granos de
cacao “grado 1” (mayor calidad), ya que la norma pide un minimo de 75% de granos

fermentados o parcialmente fermentados.

CONCLUCIONES Y RECOMENDACIONES

El uso del cultivo iniciador en la fermentacion del cacao no mostré gran influencia en la
temperatura y pH de los granos, en comparacion de la FE, ya que tienen casi el mismo
comportamiento. De acuerdo con los resultados reportados, tanto en FE como CI predominaron
levaduras seguidas de BAL y BAA. Esto podria explicarse por la temperatura del ambiente y
los nutrientes disponibles para los 3 tipos de microorganismos. Las tinciones y pruebas de PCR
permitieron monitorear los microorganismos del CI durante los 7 dias de fermentacion. Para
A. ghanensis, la electroforesis no mostré ninguna colonia con el mismo patrén de bandas del
control positivo, por lo tanto, no es segura su presencia a lo largo de la fermentacion. Para L.
plantarum, se encontrd dos colonias que coincidian aproximadamente con el control positivo
de esta, una presente en el dia 1 y otra en el dia 3. Por ultimo, las levaduras fueron las que
mayormente prevalecieron a la largo de la fermentacion con ClI, en especial S. cerevisiae,

estando presente todos los dias de fermentacion.
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Por otro lado, la prueba de corte mostré una clara diferencia en cuanto al porcentaje de granos
bien fermentados, obteniendo un 24% de granos bien fermentados en CI frente a un 2% de
granos en FE. Es importante tomar en cuenta que la fermentacion con CI tuvo un mayor tiempo

de secado que FE.

Para comprender en mayor profundidad la actividad del cultivo iniciador, se recomienda hacer
pruebas para determinar los compuesto volatiles desarrollados mediante métodos de
cromatografia de gases. Ademas, para evaluar en mayor profundidad la dindmica y abundancia
de microorganismos, seria necesario realizar secuenciaciones de la region 16S rRNA, ASV o
ITS con el fin de identificar los microorganismos que no coincidieron con los inoculados.
También seria valioso complementar el set de datos con andlisis bromatoldgicos, como

humedad, grasa, cenizas y cuantificacion de azlcares entre otros.
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ANEXOS

Anexo 1 — Medios formulados para la generacion de Biomasa

* BAL

MRS MRS modificado

dextrosa 20g/I glucosa 20g/L
fosfato dipotasico 2g/L fosfato dipotasico 2g/L
extracto de carne 4g/L extracto de carne 4g/L
sulfato de magnesio  |0,2g/L sulfato de magnesio  |0,2g/L
sulfato de manganeso |0,04g/L sulfato de manganeso |0,04g/L
tween 80 1ml/L tween 80 1ml/L
extracto de levadura |4g/L extracto de levadura  |4g/L
acetato de sodio 5g/L acetato de sodio 5g/L
citrato de amonio 2g/L citrato de amonio 2g/L
peptona 10g/L peptona 20g/L

* BAA

YGM GYC

glucosa 20g/L agar 20g/L
manitol 20g/L carbonato de calcio |5g/L
extracto de levadura 10g/L dextrosa 50g/I
fosfato diacido de potasio |1g/L extracto de levadura |10g/L
citrato de sodio 1g/L 1g/L

acido lactico 10g/L

peptona 5g/L

sulfato de magnesio 1g/L

fosfato de diamonio 1g/L

tween 80 1ml/L

* Levaduras

YPG modificado

glucosa 2% PDB

extracto de levadura 0,50% dextrosa 20g/L
oeptona 1% infusion de papas |6.5g/L
YPG

glucosa 2%

peptona 2%

extracto de levadura 1%

agar 2%
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Anexo 2 — Tinciones del medio GYC de Cl

Dia 1

Dia 2

+
(4. ghanensis)

Dia 7- C. Pequeiia

Dia 7- C. Grande
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Anexo 3 — Tinciones de medio MRS del CI

Dia 0 Dia 1
A0

Dia 7
P7
D L. plantarum
A7 +

Rp7

e

g7

w

D
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Anexo 4 — Geles de electroforesis de colonias presentes en medio MRS
L, Ladder TrackIt™ 1 Kb Plus; +, L. plantarum

650bp =—

400bp =-—

200bp =—

15,000 bp
8,000 bp

6,000 bp

4,000 bp

2,000 bp

1,500 bp

1,000 bp

650 bp

400 bp

200 bp
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6,000 bp

4,000 bp

2,000 bp

1,500 bp

1,000 bp

550 bp

400 bp

200 bp

Dia 4

15,000 bp
8,000 bp
6,000 bp

4,000 bp

2,000 bp

1,500 bp

1,000 bp

650 bp

400 bp

200 bp
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Anexo 5 — Tinciones del medio PDA de ClI

Dia 1 Dia 2

+ §. cerevisiae
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Anexo 6 — Tinciones del medio PDA de FE

+ S. cerevisiae
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