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Resumen

En Ecuador, el cacao CCN-51 es reconocido por su alta productividad y resistencia; sin
embargo, presenta una calidad sensorial inferior al cacao Fino de Aroma, lo que limita su
competitividad en mercados especializados. En este contexto, el presente estudio evalu6 el
efecto de una inoculacion secuencial de microorganismos en una fermentacion de cacao CCN-
51 con adicién de pulpa de frutas. Se aplicaron cinco tratamientos experimentales utilizando
cultivos iniciadores de levaduras, bacterias acido lacticas (BAL) y bacterias acido acéticas
(BAA). Durante la fermentacion se monitorearon pH y temperatura, se realizé un analisis
metagendmico de la dinamica microbianay se evalug la calidad de los granos mediante prueba
de corte e indice de fermentacion. Los resultados evidenciaron que la inoculacion secuencial y
la sustitucién parcial del mucilago por pulpas de frutas modificaron la sucesion microbiana
caracteristica de la fermentacion del cacao. El analisis metagenomico mostré una alta
abundancia de levaduras en los tratamientos inoculados, lo que posiblemente limito el
desarrollo esperado de BAL y BAA. Asimismo, estos tratamientos presentaron un incremento
térmico acelerado durante las primeras 24 h de fermentacién. En todos los tratamientos se
observo una disminucion gradual del pH; sin embargo, unicamente el control sin reemplazo de
pulpas presentd una reduccion significativa a las 120 h. Entre los tratamientos con ClI, la
inoculacion con levaduras y BAL al inicio, sequida de BAA a las 48 h, alcanz6 el mayor

porcentaje de granos bien fermentados (41%).

Palabras clave: Cacao CCN-51, fermentacion de cacao, inoculacién secuencial, pulpa de

frutas, Lactiplantibacillus plantarum, Acetobacter ghanensis, metagenémica.



Abstract

In Ecuador, CCN-51 cocoa is recognized for its high productivity and resistance; however, it
exhibits lower sensory quality than Fine Aroma cocoa, thereby limiting its competitiveness in
specialized markets. Within this context, the present study evaluated the effect of sequential
microbial inoculation during the fermentation of CCN-51 cocoa supplemented with fruit pulp.
Five experimental treatments were applied using starter cultures of yeasts, lactic acid bacteria
(LAB), and acetic acid bacteria (AAB). Throughout the fermentation process, pH and
temperature were monitored, a metagenomic analysis of microbial dynamics was conducted,
and bean quality was assessed through cut tests and fermentation index determination. The
results demonstrated that sequential inoculation and the partial replacement of mucilage with
fruit pulps altered the characteristic microbial succession of cocoa fermentation. Furthermore,
metagenomic analysis revealed a high abundance of yeasts in the inoculated treatments, which
possibly limited the expected development of LAB and AAB. Moreover, these treatments
exhibited an accelerated temperature increase during the first 24 h of fermentation. A gradual
decrease in pH was observed in all treatments; nevertheless, only the control treatment without
pulp replacement showed a significant reduction at 120 h. Among the treatments with starter
cultures, inoculation with yeasts and LAB at the beginning of fermentation, followed by AAB

at 48 h, achieved the highest percentage of well-fermented beans (41%).

Keywords: CCN-51 cocoa, cocoa fermentation, sequential inoculation, fruit pulp,

Lactiplantibacillus plantarum, Acetobacter ghanensis, metagenomics.
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Introduccion

Ecuador es uno de los principales exportadores de cacao a nivel mundial, cuyo producto es
apreciado por su calidad sensorial. Segun datos recientes de la Organizacién Internacional del
Cacao (2025), Ecuador es el pais latinoamericano con mayor produccion alcanzando las 480
mil toneladas al afio entre 2024 y 2025, lo que lo posiciona como el tercer mayor productor a
nivel mundial, después de Costa de Marfil y Ghana. En este territorio se producen
principalmente dos variedades de cacao: Fino de Aroma y CCN-51. La variedad Fino de
Aroma, también conocida como “Nacional” o “Arriba”, es de gran demanda, ya que se utiliza
para producir chocolates de la méas alta calidad. Por otro lado, la variedad CCN-51 se considera
un cacao granel que se utiliza para producir chocolates de menor calidad; e incluso, cacao en
polvo (Salinas et al., 2016).

En este contexto, segun datos del MAGAP (actualmente MAG-Ministerio de Agricultura y
Ganaderia), en el afio 2011, el 80% de las superficies sembradas correspondian a la variedad
de cacao Fino de Aromay el 20% restante CCN-51. Sin embargo, debido a la productividad y
resistencia de esta ultima variedad, CCN-51 se esta propagando y se estima que, en los ultimos
20 afos, el 90% de la superficie renovada corresponde a este cultivar (Vicepresidencia del
Ecuador, 2015).

Asi, variedades con caracteristicas sensoriales inferiores cobran relevancia en el esquema
agricola y, por tanto, economico del pais. Cabe mencionar que los procesos y tratamientos
poscosecha del grano de cacao también constituyen una alternativa para mejorar la calidad del
producto final. En este sentido, las caracteristicas de sabor y aroma del cacao se desarrollan
fundamentalmente durante la fermentacion; sin embargo, es en esta fase donde existe un menor
control del proceso (Ozturk & Young, 2017). Segun Streule et al. (2023), en Ecuador, alrededor
del 84% de los productores de cacao operan en fincas de pequefio tamafio y el 16% restante en
fincas de mediano y grande tamafo. Dichas cifras son relevantes debido a que en fincas de
tamafio pequefio a menudo las practicas agricolas y procesos poscosecha se realizan con los
conocimientos transmitidos de generacion en generacion. Esto da como resultado procesos mal
controlados y heterogéneos que afectan la calidad y el sabor de los granos de cacao fermentados
y, posteriormente, del chocolate elaborado con esta materia prima. Segun estudios de
Papalexandratou et al. (2011), donde se evaluaron los métodos tradicionales de fermentacion

en Ecuador, se sefiala que estos suelen ser de corta duracion (alrededor de 3 a 4 dias) y no



siempre se realizan bajo condiciones controladas, lo cual impide una completa oxidacién del

etanol a acido acético, afectando negativamente la calidad del grano.

En este marco, resulta necesario plantear estrategias que permitan estandarizar y optimizar la
fermentacion del cacao, en particular la del CCN-51, cuya expansion es evidente en el pais,
pero cuyo potencial sensorial ain se encuentra limitado. La implementacion de técnicas
controladas, como la inoculacién secuencial de microorganismos y la incorporacién de pulpa
de frutas, representa una alternativa innovadora para mejorar las propiedades organolépticas de
este cultivar, contribuyendo no sélo al incremento de su competitividad en mercados

especializados, sino también al fortalecimiento de la cadena productiva nacional del cacao.



CAPITULO 1

1 Marco Teorico
1.1 Contextualizacion del cacao en Ecuador

Actualmente, la produccién de cacao se ha convertido en una de las actividades agricolas de
mayor relevancia a nivel mundial, no solo por su valor econémico sino también por su
influencia cultural y gastronomica. Los granos de cacao se obtienen del fruto del arbol
Theobroma cacao, que se cultiva principalmente en regiones ecuatoriales, donde las
condiciones de temperatura, humedad y precipitacion favorecen su desarrollo. Entre las
principales zonas productoras de cacao destacan Costa de Marfil y Ghana (en Africa
occidental), Indonesia y América del Sur, siendo Ecuador y Brasil las mas representativas
(Putri et al., 2024).

La calidad del grano de cacao esta directamente influenciada por su genotipo y origen
geografico. Existen tres grupos geneticos principales a nivel mundial: Forastero, Criollo y
Trinitario; sin embargo, Ecuador es el hogar de una cuarta variedad llamada Nacional, o Fino
de Aroma (Kongor et al., 2016), altamente reconocida y demandada por las industrias a nivel
internacional. Esta variedad, aunque genéticamente similar al Criollo, destaca por su pureza y
perfil sensorial exquisito, acompafiado de notas florales, frutales y especiadas (Constante et al.,
2024). El predominio del cacao Fino de Aroma en Ecuador, mantenido hasta principios del
siglo XX, experimentd un drastico declive en la década de 1930. La principal causa de esta
caida en la produccion fue la propagacion de enfermedades fitopatogenas devastadoras, como
“la escoba de bruja” (Moniliophthora perniciosa), “la monilla (Moniliophthora roreri) y el
“mal de machete” (Ceratocystis fimbriata) (Boza et al., 2014). Frente a esta crisis, hacia 1950
se iniciaron ensayos de mejoramiento genético que buscaban recuperar la productividad y la
estabilidad del cacao ecuatoriano, lo que dilo que dio como resultado el clon CCN-51
(Coleccidn Castro Naranjal), ampliamente reconocido por su alta productividad, resistencia a

plagas y adaptabilidad a diversos climas (Jaimez et al., 2022).

Sin embargo, CCN-51 no destaca por su perfil sensorial. El licor obtenido de esta variedad se
caracteriza por poseer notas amargas y carecer de sabores especiales, por lo que se considera
un cacao a granel que necesita mezclarse con licores de mejor calidad para la elaboracion de
chocolates (Florez-Quintana et al., 2015). Esto se debe a que, a diferencia del cacao Fino de

Aroma, el mucilago en las mazorcas de CCN-51 es menos dulce, lo que reduce la cantidad de

3



azucares disponibles para el proceso fermentativo (Salinas et al., 2016). Adicionalmente, segin
analisis quimicos de este cacao, se registran concentraciones bajas o nulas de compuestos
asociados a notas florales y frutales, como el linalol y el acetato isoamilico, pero con una mayor
concentracion de compuestos responsables del sabor a chocolate en comparacion con la otra

variedad ecuatoriana (Kadow et al., 2013).

1.2 Procesos poscosecha

Los procesos poscosecha del cacao constituyen una serie de etapas clave que transforman las
semillas frescas en granos aptos para su uso como materia prima para la elaboracion de
chocolates. Si bien se destacan los procesos de fermentacion y secado como responsables de la
calidad del cacao (Kotey et al., 2022), es importante reconocer el rol de todas y cada una de las
etapas en su obtencion y procesamiento. Para la cosecha de las mazorcas se analizan varios
aspectos como la madurez adecuada, la ausencia de insectos, enfermedades y/o dafios
mecanicos (Quiroz, 2012). Al momento de cosechar es crucial identificar los frutos que se
encuentren en su punto éptimo de maduracién. Los frutos inmaduros no cuentan con la cantidad
necesaria de azucares en la pulpa, lo que dara como resultado una fermentacion ineficiente,
mientras que, si las semillas se encuentran a punto de germinar, en la fermentacion se

desarrollaran sabores desagradables (Ceron et al.,2020).

Como siguiente etapa, varios autores han descrito la influencia positiva del almacenamiento de
las mazorcas, empleando este proceso como un preacondicionamiento de la pulpa. Segln
Afokawa et al. (2012), dicho proceso provoca una disminucion en el volumen de la pulpa
debido a procesos de evaporacion y accion de las pectinasas lo que, junto con la inversién de
la sacarosa, disminuye la produccion de acido durante la fermentacion, evitando que el pH
descienda mas de 4,5 y mejorando el equilibrio acido. Nazaeuddin et al. (2006) reportaron que
un almacenamiento de las mazorcas de hasta 15 dias tiene un efecto significativo en la
reduccion de la acidez, de los contenidos de polifenoles y del indice de fermentacion en el

cacao hibrido de Malasia.

Una vez abiertas las mazorcas se realiza una seleccion de los granos, descartando aquellos
frutos enfermos, verdes, sobremaduros e incluso partidos o germinados, para asi alcanzar una
fermentacion uniforme. Segun el método de fermentacién a utilizar, se depositan los granos

con mucilago en cajas de madera o plastico, sacos de fique o yute, en arrumes y/o con hojas de



banano (Ceron et al., 2020), y son fermentados durante aproximadamente 6 dias. Por ultimo,
los granos fermentados se someten a un proceso de secado para lograr reducir el contenido de
humedad a un nivel Optimo de alrededor de 7-7,5%, evitando la sobrefermentacion y
contaminacion por moho (Kotey et al., 2022). Adicionalmente, durante el secado contindan
dandose algunas reacciones enzimaticas menores que afinan el perfil de sabor y aroma del
cacao e inclusive otorgan el caracteristico color marron oscuro del grano (Afokawa et al.,
2012).

1.3 Fermentacion de cacao

La fermentacion de cacao comprende una dinamica entre distintos grupos microbianos:
levaduras, bacterias acido lacticas y bacterias acido acéticas. Dos etapas tienen lugar en este
proceso; inicialmente, una fase anaerobica dominada por levaduras que convierten los azlcares
de la pulpa en etanol, junto con la participacion de bacterias &cido lacticas (BAL), que
transforman los azlcares en acido lactico (Campos et al. 2025). A medida que la masa
fermentada se airea por el volteo y aumentan la temperatura y el pH, se establece una segunda
fase aerobica donde las bacterias acido acéticas (BAA) proliferan (Lopes et al., 2024). Las
BAA oxidan el etanol a &cido acético, lo que, junto al incremento de temperatura, provoca la
muerte del embrion y desencadena la formacidn de precursores de sabor (Mota-Gutiérrez et al.,
2018). Adicionalmente, tras la muerte del grano, se liberan enzimas oxidativas, como las
polifenoloxidasas, que degradan los compuestos fendlicos y son responsables del cambio de
color de parpura a marrén. A medida que estos compuestos se oxidan y polimerizan, el cambio
de color se vuelve mas uniforme, garantizando que se ha llevado a cabo correctamente la

fermentacion (Ruiz-Santiago et al., 2024).

1.3.1 Levaduras
Las levaduras inician la fermentacion y predominan durante las primeras 24-48 horas. Estudios
han demostrado que estos microorganismos cumplen varios roles fundamentales en la
fermentacion, tales como la produccion de etanol, &cidos organicos (ej. acido oxalico,
fosforico, succinico, malico y acético) y compuestos aromaticos que contribuyen positivamente
al perfil aromatico del chocolate (Schwan, 1998). Ademas, estos microorganismos son
responsables de reducir la viscosidad de la pulpa, gracias a la actividad pectinolitica que poseen

ciertas especies de levaduras (Diaz-Mufioz & De Vuyst, 2021).



Comunmente, en las fermentaciones de cacao, se han reportado como levaduras frecuentes a
Saccharomyces cerevisiae, Hanseniaspora uvarum, Candida tropicalis y algunas especies del
género Pichia (Morales-Rodriguez et al., 2024). Es importante destacar que la aparicion y
crecimiento de estas especies dependera de los métodos postcosecha, superficies de contacto y
nivel de maduraciéon de los granos. Al iniciarse la fermentacién, géneros como Hanseniaspora
dominan el medio debido a su tolerancia a la acidez y a su rapido crecimiento. Sin embargo, su
abundancia disminuye a medida que la temperatura y concentracion de etanol aumentan, por
lo que son reemplazadas por levaduras mas resistentes como Saccharomyces o Pichia (Diaz-
Mufioz & De Vuyst, 2021).

1.3.2 Bacterias acido lacticas (BAL)

Aproximadamente tras 24 a 72 h de fermentacién, como efecto del drenaje de pulpa, el aire se
filtra en la masa fermentativa, lo que da inicio a la transicion de la fase anaerdbica a la fase
aerobia. De esta forma, el medio adquiere las caracteristicas para el desarrollo de bacterias
acido lacticas (De Vuyst & Weckx, 2016). Las BAL son clave en la fermentacion del cacao,
ya que, como funcion principal, tienen la produccion de acido lactico y con ello el descenso
del pH para inhibir el crecimiento de microorganismos no deseados. Si bien este es el principal
metabolito generado en esta fase, también se producen compuestos secundarios como otros
acidos organicos, sustancias de bajo peso molecular y bacteriocinas (Campos et al., 2015).
Ademas, entre otras de sus funciones, y dependiendo de si la especie es homo o
heterofermentativa, consumen acido citrico y convierten la fructosa de la pulpa en manitol,
contribuyendo de manera significativa al perfil de sabor final del grano, aportando notas dulces
y frescas (De Vuyst & Leroy, 2020).

En fermentaciones tradicionales, se distinguen dos etapas de intervencion para las bacterias
acido lacticas; la primera de ellas ocurre simultdneamente con el crecimiento de levaduras,
donde Fructobacillus pseudoficulneus, F. tropeaoli y Leuconostoc pseudomesenteroides por
su facilidad para usar fructosa como fuente de energia, no tienen interacciones competitivas
con las levaduras. Contribuyen al aumento de pH con la produccién de acido lactico, &cido
acético y consumo de acido citrico. (De Vuyst & Leroy, 2020). A mitad de la fermentacion,
Unicamente bacterias heterofermentativas predominan en el proceso, es asi que se ha reportado
que, Lactiplantibacillus plantarum y Limosilactobacillus fermentum son las especies de BAL

mas predominantes en fermentaciones de granos de cacao realizadas en Ghana (Camu et al.,



2007). Ademas, los autores reportaron que L. plantarum disminuye y L. fermentum aumenta

con el tiempo de fermentacidn, siendo esta Gltima la que a menudo domina el proceso.

1.3.3 Bacterias acido acéticas (BAA)

El crecimiento de bacterias acido acéticas ocurre aproximadamente después de las 72 h de
fermentacion. Segun De Vuyst & Weckx (2016), el acido acético producido por estas bacterias
se difunde en el cotiledén, lo que junto con el etanol y el aumento de temperatura causa la
muerte del embrion del grano. Las estructuras de almacenamiento de las células se rompen,
liberando polifenoles y proteinas, que conducen a reacciones bioguimicas para precursores de
sabor y aroma, asi como al color del grano. Las antocianinas son pigmentos responsables de la
coloracion purpura en el interior del grano de cacao. Enzimas glucosidasas rompen los enlaces
glucosidos de estas moléculas, transformandolas en antocianidinas que finalmente se oxidan
en quinonas responsables del color marrén (Ruiz-Santiago, 2024). Los géneros de bacterias
acido aceéticas recurrentes en fermentaciones de cacao son Acetobacter y Gluconobacter con
especies como A. lovaniensis, A. syzygii, A. tropicalis, A. pasteurianus A. aceti, A. tropicalis y
G. oxydans cuyo predominio depende del origen geogréafico de la fermentacion (Lopes et al.,
2024).

1.4 Uso de cultivos iniciadores en la fermentacion de cacao

Las fermentaciones de cacao se llevan a cabo mayoritariamente en las propias fincas donde se
cosechan los frutos, lo que aumenta la variabilidad de los resultados debido al caracter
espontaneo del proceso. Esta falta de control se traduce en defectos sensoriales, como excesiva
acidez o ausencia del sabor caracteristico, causados por fermentaciones incompletas, o la
aparicién de notas indeseables por sobrefermentacion o deterioro microbiano (Schwan, 1998).
Varios de estos defectos se han observado en la produccion de cacao ecuatoriano, lo que
repercute en su valor en los mercados internacionales. Por ello, surge la necesidad de controlar
adecuadamente este proceso para mejorar la calidad y la productividad del sector cacaotero en

el pais (Papalexandratou et al., 2011).

En busca de estandarizar y optimizar la calidad de los granos de cacao fermentados, nuevas
tendencias, como el uso de “cocteles microbianos” determinados y de protocolos secuenciales

de inoculacion, han cobrado relevancia. El uso de consorcios microbianos potencia la sintesis



de compuestos aromaticos, reduce el tiempo y mejora el control del proceso fermentativo

(Balcazar-Zumaeta et al., 2023).

Uno de los factores clave en el desarrollo de cultivos iniciadores es la identificacion de
microorganismos con un potencial metabdlico adecuado, capaces de contribuir de manera
efectiva a la generacion de metabolitos deseables durante el proceso fermentativo. En la Tabla
1, se presenta una sintesis de varios estudios en los que se han evaluado estos microorganismos

potenciales.

Tabla 1. Estudios sobre identificacién de cultivos iniciadores

Titulo Criterio de Hallazgo Referencia
seleccion
Assessment of the Anélisis gendmico El analisis genémico de Illeghems
contribution of cocoa-  de la respuesta al Acetobacter ghanensis revela et al. (2016)
derived strains of estrés acido y que posee una ventaja
Acetobacter ghanensis capacidades energética unica y esta
and Acetobacter metabdlicas. adaptada para consumir
senegalensis to the citrato, aunque su menor
cocoa bean tolerancia al &cido limita su
fermentation process competitividad.
through a genomic
approach.
Seleccion de Termotolerancia, Basandose en una Criollo

levaduras promisorias  Tolerancia a Etanol, combinacion de alta tolerancia Nufiez et al.
para el desarrollode  Tolerancia a Acido  al estrés y, crucialmente, una (2024)
un cultivo iniciador ~ Acético, Toleranciaa alta actividad proteolitica y

promotor de la pH Acido, Actividad pectinolitica, el estudio
fermentacion del enzimatica. identifico a las levaduras
cacao. Ingenieriay Wickerhamomyces anomalus y
Competitividad Pichia kudriavzevii como las

candidatas mas prometedoras
para ser incluidas en un
cultivo iniciador funcional.

Selection Of Lactic  Tolerancia al estrésy  La actividad antifangica es Tsaagifah

Acid Bacteria as actividad decisiva. Se seleccion6 et al. (2023)
Starter Culture for antifangica. Lactiplantibacillus plantarum
Cocoa Fermentation H 2.34 como iniciador y
(Theobroma Cacao agente de bioconservacion.
L)




Inoculum of a Native
Microbial Starter
Cocktail to Optimize
Fine-Aroma Cocoa
(Theobroma cacao)
Bean Fermentation.
Agronomy

Falconi et
al. (2023)

Eficacia de un coctel
de microorganismos
nativos para
controlar el proceso.

El coctel nativo suprime
hongos y logra una
fermentacion 24% mayor en
96 horas, destacando la
relevancia de usar cepas
adaptadas al ecosistema local.

En la Tabla 2 se presenta una breve recopilacion de estudios donde se plantea y analiza el uso
de la inoculacién secuencial y la aplicacion de cultivos indicadores en cacao.

Tabla 2. Estudios sobre aplicacion de inoculacion secuencial en la fermentacion de cacao

Titulo Microorganismos Hallazgo Referencia
Chemical implications Saccharomyces La mezcla de levaduras S.  Chagas-
and time reduction of cerevisiae y Pichia cerevisiae y P. Junior et al.

on-farm cocoa kudriavzevii kudriavzevii reduce la (2021)

fermentation by fermentacion 24 horas,
Saccharomyces mejorando la calidad

cerevisiae and Pichia quimica del cacao.

kudriavzevii

Inoculum of a Native Torulaspora delbrueckii,  Un coctel microbiano Falconi et
Microbial Starter Hanseniaspora uvarum,  nativo suprime hongos, al. (2023)

Cocktail to Optimize Limosilactobacillus mejora el perfil

Fine-Aroma Cocoa  plantarumy Acetobacter  bioguimico y logra una

(Theobroma cacao) ghanensis. fermentacion 24 % mayor
Bean Fermentation en solo 96 horas.

Cocoa fermentations Saccharomyces Un céctel microbiano Schwan
conducted with a cerevisiae, Lactobacillus definido replico la (1998)
defined microbial lactis, Lactobacillus ~ fermentacion natural, pero
cocktail inoculum plantarum, Acetobacter la inoculacién secuencial

aceti y Gluconobacter fue menos efectiva,
oxydans. mostrando la importancia
de interacciones
tempranas.
Isolation of Yarrowia lipolytica, La inoculacién secuencial Huerta-
autochthonous Lactococcus lactis y de microorganismos Conde et al.
microorganisms to Acetobacter aceti nativos replico (2021)

formulate a defined

inoculum for small-
scale cocoa
fermentation.

exitosamente una
fermentacion espontanea
ideal, produciendo granos
de cacao de calidad
homogénea.




CAPITULO 2
2 Metodologia

2.1 Reactivacion de microorganismos seleccionados

Para la elaboracion de este estudio se emplearon los microorganismos seleccionados dentro del
proyecto de investigacion “Desarrollo de un cultivo iniciador para la fermentacién de granos
de cacao CCN-51 con la adicion de pulpas de frutas. Fase Il -2025-0115”, los cuales fueron
aislados previamente de muestras de cacao de fermentacidn espontanea con inclusion de pulpa
de frutas. Las cepas empleadas en este estudio fueron: Saccharomyces cerevisiae, Pichia
kudriavzevii, Lactiplantibacillus plantarum y Acetobacter ghanensis. Estos microorganismos
se encuentran almacenados a -80 °C en el biobanco del Laboratorio de Biotecnologia de la
Universidad del Azuay.

La reactivacion de los microorganismos se realizo en placa, segun las condiciones establecidas
en la Tabla 3. Cada cepa fue reactivada por duplicado y en todos los casos se incluyo6 un control
negativo (blanco). Adicionalmente, como prueba preliminar para comprobar que los cultivos
eran axénicos, se realizaron tinciones de Gram y azul de metileno para bacterias y levaduras,

respectivamente.

Tabla 3. Medio y condiciones de cultivo para los microorganismos

Microorganismo Medio de cultivo pH Condiciones de
incubacion

Saccharomyces PDA SIA 30°Cx24h

cerevisiae

Pichia kudriavzevii PDA SIA 30°Cx24h

Lactiplantibacillus MRS 55 36°Cx24hen

plantarum anaerobiosis
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Acetobacter ghanensis Medio de cultivo 4,5 30°Cx48h
descrito por Lefeber et
al. (2010)

Nota: Medio Papa, Dextrosa y Agar (PDA); Medio Man, Rogosa y Sharpe (MRS). Sin ajustar (S/A). Composicion
del medio de simulacion de pulpa de cacao para BAA (PSM-AAB) (g/L): extracto de levadura (10), lactato de
calcio pentahidratado (10), etanol (10), peptona (5) y Tween 80 (1) (Lefeber et al., 2010).

2.2 Determinacion de curvas de crecimiento microbiano

Este analisis se destind tnicamente a las cepas bacterianas, dado que las levaduras presentaban
un metabolismo mas activo y un crecimiento acelerado. Tal como mencionan Changas et al.
(2021), Saccharomyces cerevisiae y Pichia kudriavzevii suelen destacarse en las
fermentaciones de cacao debido a su alta capacidad para adaptarse a diversas condiciones
ambientales, lo cual se explica por su capacidad para tolerar elevadas temperaturas, pH bajo y
alto contenido de etanol (Wang et al., 2023; Campos et al., 2025). Razon por la cual, para el
caso de estos microorganismos, se optd por realizar una verificacion de su viabilidad en medio
liquido PDB y sembrado en placa con medio PDA. En el caso particular de S. cerevisiae se

empled un enriquecimiento con 2% de glucosa en el medio liquido.

Para obtener las curvas de crecimiento de cada microorganismo, las cepas reactivadas en placas
se inocularon en medio liquido para su estandarizacion. A partir de las placas reactivadas, se
seleccionaron alrededor de cinco colonias, y se inocularon en 10 mL en los medios liquidos
especificos descritos en el apartado 3.1 para cada microorganismo. Posteriormente, después de
su incubacion en las condiciones presentadas en la Tabla 4, se determind la densidad Optica
(ODe0o) de los preindculos mediante un espectrofotometro UV-Visible Genesys 50 (Thermo
Scientific, Estados Unidos). Con estos se inoculd una solucion madre, de la cual se
distribuyeron 10 mL en matraces Erlenmeyer estériles asignados a distintos tiempos de
monitoreo. En cada intervalo establecido se registrd la ODsoo en un espectrofotémetro de placas
UV-Visible Epoch (BioTek, Estados Unidos). Adicionalmente, se tomé 1 mL del in6culo para
realizar diluciones seriadas en agua peptona al 0,1% y se sembraron 100 uL en placas con
medios especificos de las diluciones 10, 107 y 10 para determinar las unidades formadoras
de colonias (UFC/mL).
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Tabla 4. Condiciones de cultivo y parametros de monitoreo para la evaluacion cinética de
Lactiplantibacillus plantarum y Acetobacter ghanensis

Microorganismo Condiciones de Tiempo de incubacion  Horas de
crecimiento de preinéculo monitoreo

Lactiplantibacillus 36 °C 19h 14,15,16y 17

plantarum 150 rpm

Acetobacter ghanensis 30 °C 24 h 8,9, 10, 11, 12
150 rpm y 14

2.3 Preparacion de los cultivos iniciadores

Para la preparacion de los indculos, se seleccionaron colonias aisladas de un cultivo en placa,
que se emplearon como preindculos en matraces Erlenmeyer con 20 mL de medio especifico
para cada cepa. Posteriormente, los cultivos fueron escalados a matraces Erlenmeyer con 100
mL del medio correspondiente, utilizando 4 mL de preindculo estandarizado con una ODego de
0,5. Estos cultivos se incubaron en las condiciones Optimas previamente establecidas y durante

el tiempo determinado segun las curvas de crecimiento.

Las células obtenidas se centrifugaron a 9.000 rpm durante 20 minutos a 4 °C en una centrifuga
Sorvall ST8R (Thermo Scientific, Estados Unidos). El pellet resultante fue pesado y
posteriormente resuspendido en agua peptonada al 0,1%, con el objetivo de alcanzar una
concentracion aproximada de 1 x 10° a 1 x 10° UFC/g de cacao. El volumen de in6culo
empleado se ajust6 a 2 mL, para evitar una distribucion irregular de los microorganismos en la

masa de cacao.
Finalmente, para determinar la concentracion real de UFC/mL del indculo, se realizaron

diluciones seriadas del resuspendido en el medio correspondiente y se sembraron en placa para

su cuantificacion.
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2.4 Fermentacion de cacao con adicion secuencial de mezclas de microorganismos

Para este estudio se utilizaron mazorcas provenientes de fincas de la localidad de Putucay,
provincia del Azuay, Ecuador (2°32°43.7’S, 79°23°03.8°’W). El despulpado y proporciones
de frutas empleados fueron los descritos en Vizcaino-Almeida et al. (2022) y Pefia et al. (2023).
Se trabaj6 con cinco tratamientos, analizados por duplicado y con un tamafio de 5 Kg de
muestra para cada réplica. Primeramente, se realizd una mezcla completa de los granos de
cacao con las pulpas de frutas y luego se distribuy6 en envases plasticos perforados para
facilitar la eliminacién de exudados durante la fermentacion (Anexo B). En la Tabla 5 se

detallan los experimentos realizados.

Tabla 5. Protocolo experimental para los cinco tratamientos

Identificacion  Experimento

ESC Fermentacion espontanea sin reemplazo de pulpa.
EPF Fermentacion espontanea con reemplazo de pulpa de maracuya y banano.
™ Fermentacion con inoculacion de Saccharomyces cerevisiae, Pichia

kudriavzevii, Lactiplantibacillus plantarum y Acetobacter ghanensis al
tiempo cero.

BAL24 Fermentacion con inoculacién de Saccharomyces cerevisiae y Pichia
kudriavzevii al tiempo cero, Lactiplantibacillus plantarum a las 24 horas
y Acetobacter ghanensis a las 72 horas.

BAA48 Fermentacion con inoculacion de Saccharomyces cerevisiae, Pichia
kudriavzevii y Lactiplantibacillus plantarum al tiempo cero, vy

Acetobacter ghanensis a las 48 horas.

La fermentacion se llevo a cabo durante seis dias en una camara controlada, cuya temperatura
se ajustd de la siguiente manera: 25 °C de 0 a 48 horas, 30 °C de 48 a 72 horas, 35 °C de 72 a
96 horas, 40 °C de 96 a 120 horas y 45 °C de 120 a 144 horas. Cada 24 horas se
homogeneizaron las muestras con un instrumento estéril, a fin de simular el “volteo” que se
realiza en la granja, seguido de un muestreo de aproximadamente 170 g de la mezcla en bolsas
estériles. Posteriormente, se inocularon los microorganismos (si correspondia al tratamiento) y
se homogeneizd nuevamente. Las muestras de granos de cacao se trasladaron a una cabina de

flujo laminar previamente esterilizada. De estas, se seleccionaron entre 10 y 12 granos para la
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medicion inmediata del pH, mientras que el andlisis del indice de fermentacién se centro
exclusivamente en los ultimos tres dias del proceso. Los granos restantes se mantuvieron en
sus correspondientes bolsas y fueron almacenados en congelacién a -80 °C (ARCTIKO,
Denmark).

2.5 Determinacion de Temperaturay pH

La temperatura de la masa de fermentacién fue registrada mediante un datalogger (Elitech,
Estados Unidos), configurado para tomar la temperatura interna de la masa de cacao en
intervalos de una hora a lo largo de los seis dias de tratamiento. De igual manera, cada dia se
realizaron mediciones de pH tanto internas como externas de los granos mediante un
potenciometro (SevenCompact S220, Mettler Toledo, Suiza), previamente calibrado y
conforme al método descrito en la AOAC 970.21. En el caso del pH interno, se inicié pelando
los granos de cacao, los cuales luego se procesaron en un molino 80335G (Hamilton Beach,
China) y se tomaron 10 gramos para adicionar 25 ml de agua desionizada. Dicha mezcla se
dejo reposar por media hora, para finalmente filtrar y medir su pH por triplicado. Por otro lado,
para el pH externo, Unicamente se colocaron 20 mL de agua desionizada en un vaso de
precipitacion con cinco granos aun con restos de pulpa y tras media hora de reposo, se procedid

a medir el pH por triplicado.

2.6 Indice de fermentacion (IF)

Esta determinacion se realizé a partir de las 96 horas de fermentacion. Para ello, se siguid el
método descrito por Gourieva y Tserrevitinov (1979) con algunas modificaciones. Se trituraron
granos de cacao y se pesaron 250 mg. Se adiciond 25 mL de una solucion Metanol:HCI (97:3
v/v), sequido de una incubacion a5 °C por 19 h. Transcurrido el tiempo, se empled el protocolo
de Streule et al. (2024), donde las muestras se filtraron a través de un papel Whatman. Se midio
la absorbancia del filtrado a dos longitudes de onda por duplicado (460 y 530 nm) usando un
espectrofotdbmetro de placas UV-Visible Epoch (BioTek, Estados Unidos). Estos valores se

emplearon para el calculo del ratio 460:530 nm, el cual corresponde al indice de fermentacion.

2.7 Prueba de corte de los granos fermentados

Al finalizar la fermentacion, los granos se secaron en un secador con aire caliente a 45 °C
durante dos dias hasta alcanzar un porcentaje de humedad inferior al 9 % mediante un medidor

portatil para granos. Una vez alcanzado este porcentaje, se procedio a realizar una prueba de
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corte para clasificar los granos bien fermentados, parcialmente fermentados y no

fermentados/violetas conforme lo descrito por Hernandez-Hernandez et al. (2016).

2.8 Analisis metagendmico

Previo a la extraccion de ADN, se trataron muestras de granos hasta la obtencién de pellets de
microorganismos. Para ello, se emple6 muestras de cacao con pulpa previamente
descongeladas, donde se seleccionaron de entre 5 a 8 granos de cacao con pulpa (equivalentes
a un peso aproximado de 20 g), los cuales se mezclaron con 90 mL de solucion salina. La
mezcla se homogeneiz6 mediante movimientos circulares durante 5 minutos y se dej6 decantar
por 10 minutos para permitir la sedimentacion de los s6lidos de mayor tamafio. Posteriormente,
el sobrenadante se transfirié a tubos Falcon y se centrifugd a 170 rcf durante 5 minutos a 4°C
en una centrifuga Sorvall ST8R (Thermo Scientific, Estados Unidos). El liquido resultante fue
filtrado en una cabina de flujo laminar utilizando filtros estériles de 125 mm con un poro de 15
a 20 um. Finalmente, el filtrado se centrifugd a 8000 g por 20 minutos a 4°C en una centrifuga
Sorvall ST8R (Thermo Scientific, Estados Unidos) para promover la formacion del pellet. Tras

eliminar el sobrenadante, los pellets obtenidos fueron rotulados y almacenados a -80°C.

Para la extraccion del ADN metagendmico se utilizé el kit DNeasy PowerSoil Pro kit
(QIAGEN, Alemania), conforme las indicaciones del fabricante. Posteriormente, la
concentracion y calidad del ADN extraido fueron determinadas utilizando el Qubit dSDNA BR
Assay Kit (Invitrogen, Thermo Fisher Scientific). Finalmente, las muestras fueron procesadas
y secuenciadas mediante el kit Rapid Sequencing DNA V14 Barcoding (SQK-RBK114.24,
Oxford Nanopore Technologies, Reino Unido). Las bibliotecas preparadas se cargaron en Flow
cells R9.4.1 y se secuenciaron en el MinlON (ONT, Reino Unido). El progreso de la
secuenciacion y del basecalling se control6 con el programa MinKNOW (ONT, Reino Unido).

Las lecturas crudas de secuenciacion para cada uno de los barcodes fueron sometidas a
basecalling con el software Dorado (ONT) y clasificadas como “passed” o “failed”, si el Q-
score fue superior o inferior a 7, respectivamente. Los archivos fastq que pasaron el filtro de
calidad fueron cargados en la plataforma One Codex (https://www.onecodex.com), donde se
realiz6 una clasificacidn taxondmica basada en coincidencias de K-meros, comparandolos con

la base de datos propia de esta plataforma.
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CAPITULO 3

3 Resultados y Discusion
3.1 Andlisis de crecimiento de cultivos iniciadores

3.1.1 Curvas de crecimiento microbiano
En la cinética de crecimiento de Acetobacter ghanensis, la densidad dptica (ODsgo) mostrd un
incremento progresivo a lo largo del tiempo, acompafiado por un aumento en las unidades
formadoras de colonias (UFC/mL). No obstante, se observd un incremento méas pronunciado
alrededor de las 10 horas de incubacion, lo que sugiere el inicio de la fase exponencial (Figura
1). A partir de las 12 horas, se observa una disminucion en la velocidad de crecimiento,

indicando una transicién hacia la fase estacionaria.
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Figura 1.Cinética de crecimiento Acetobacter ghanensis. Las barras representan la ODesoo (n=6) y los puntos de
dispersion las UFC/mL (n=4) Las barras de error indican la desviacion estandar de la ODggo entre las réplicas
analizadas.

El valor de OD maés alto registrado fue de ODsoo = 0,450, a 1a cual le corresponde
una concentracién aproximada de 1,5%108 UFC/mL. Este valor se alcanzé a las

12 horas de monitoreo y coincide con el punto de mayor actividad metabdlica del cultivo. Este
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comportamiento es consistente con la cinética de crecimiento microbiano descrita en la
literatura, en la que se distinguen las fases de latencia, exponencial, estacionaria y de declive
(Yates & Smotzer, 2007). Durante la fase exponencial, los microorganismos alcanzan su
méaxima tasa de division celular tras adaptarse al medio, mientras que en la fase estacionaria
el crecimiento se ve limitado y tiende a disminuir debido a la disponibilidad de nutrientes y

acumulacion de metabolitos (Opalek et al., 2025).

1.800 2.4E+08
1.600 2.2E+08
" =
1.400 2.0E+08
£ 1.200 1.8E+08
S £
Q
© 1.000 1.6E+08
o
Q - 5
0 0.800 1.4F+08
0.600 1.2E+08
0.400 1.0E+08
0.200 8.0E+07
14 15 16 17
Tiempo (h)

OD =@=UFC/mL

Figura 2. Cinética de crecimiento Lactiplantibacillus plantarum. Las barras representan la ODggo (n=5) y los
puntos de dispersion representan las UFC/mL de medio (n=2). Las barras de error indican la desviacion estandar
de la ODsqo entre las réplicas analizadas.

Por otro lado, en el caso de Lactiplantibacillus plantarum, a diferencia de lo observado con la
bacteria acética, presentd una fase lag mas prolongada (Figura 2). La fase exponencial se inici
aproximadamente a las 14 horas de incubacion, alcanzando su maxima tasa de crecimiento
alrededor de las 15 horas. En este punto, se registré una ODeoo = 1,45, correspondiente a una
concentracion celular de aproximadamente 1,9%X108 UFC/mL. Posteriormente, se observa

una disminucién de la tasa de crecimiento, lo que sugiere la transicion hacia la fase estacionaria.
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Para interpretar adecuadamente estos resultados, es importante considerar que la densidad
Optica no constituye una medida directa del nimero de células viables, sino que se basa en la
dispersion de la luz por las particulas en suspension (Beal et al., 2020). En este sentido, la
relacion entre la concentracion celular y la ODeoo depende de varios factores, como la longitud
del recorrido de la luz, el tamafio y el nimero de particulas o, en este caso, de las células

microbianas (Mira et al., 2022).

En este sentido, las diferencias observadas entre las curvas de crecimiento de estas bacterias
podrian estar influenciadas por sus caracteristicas morfologicas. L. plantarum, se caracteriza
por su forma de bacilos rectos de 0,9-1,2um y 3-8um, dispuestos en pares 0 cadenas cortas
(Landete et al., 2021); mientras que A. ghanensis posee un tamafio entre 0,4-1um de ancho y
0,8-4,5um de largo (Guillamon & Mas, 2011). EI mayor tamafio de L. plantarum podria
explicar el aumento en la ODsoo, Sin que ello implique necesariamente un mayor nimero de

células viables.

Adicionalmente, la diferencia observada en la duracién de la fase lag entre ambas bacterias
puede estar asociada a los procesos metabolicos propios de cada microorganismo y a la
complejidad de sus mecanismos de adaptacién a nuevos entornos. Por su parte, las BAA
presentan un metabolismo oxidativo basado principalmente en la conversion de etanol a acido
acético (Han et al., 2024), lo que implica una via relativamente directa de obtencion de energia
una vez que se dispone del sustrato y el oxigeno esta disponible en el medio. Por su parte, L.
plantarum posee un metabolismo heterofermentativo facultativo caracterizado por una alta
capacidad de utilizacion de diferentes azlcares y un sistema complejo de transporte y
regulacion metabolica (Cui et al., 2021). En este sentido, la mayor duracién de la fase lag
observada en L. plantarum podria estar relacionada con la necesidad de activar sistemas de

transporte y rutas metabdlicas especificas antes de alcanzar su maxima tasa de crecimiento.

3.2 Fermentacion secuencial de cacao

3.2.1 Anadlisis de temperaturay pH
La evolucion de la temperatura durante el proceso fermentativo se muestra en la Figura 3. En
términos generales, todos los tratamientos siguieron una tendencia creciente acorde al régimen
térmico aplicado. Se puede observar como durante las primeras 24 horas los tratamientos
inoculados presentaron una mayor temperatura en comparacion con los tratamientos
espontaneos. En este sentido, De Vuyst y Weckx (2016), explican que la produccién de etanol

por parte de las levaduras, es una reaccion exotérmica que eleva la temperatura de la masa de
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cacao desde la temperatura ambiente (25—-30 °C) hasta 35-40 °C en 48 horas. En consecuencia,
la diferencia observada sugiere que la inoculacion de levaduras, estaria asociada con una
aceleracion en la liberacion de calor metabdlico, en comparacién con la dindmica de una

microflora espontanea.
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Figura 3. Dindmica de temperatura durante el proceso de fermentacion. Valores promedio (n=2).

A partir de las 72 horas de fermentacion, se observa una mayor divergencia entre las curvas
térmicas. En este periodo se espera la proliferacion de las bacterias &cido-acéticas (De Vuyst y
Weckx, 2016). El metabolismo de estas bacterias, basado en la transformacion del etanol en
acido acético y en la posterior degradacion de este en dioxido de carbono y agua, s un proceso
altamente exotérmico que eleva la temperatura de la masa hasta 50 °C o mas (Schwan &
Wheals, 2004). Bajo esta dindmica, el tratamiento BAL24, inoculado con A. ghanensis a las 72
horas, alcanzo los valores mas altos durante el proceso, mientras que el tratamiento ESC mostro
un comportamiento variable, con notorias oscilaciones térmicas. Hacia el final de la
fermentacion, las temperaturas tendieron a estabilizarse, lo que redujo las brechas entre los

distintos tratamientos.

En cuanto a la evolucion del pH externo (Figura 4), al inicio de la fermentacién el tratamiento
ESC inici6 con un pH externo de 3,57+0,007 y finaliz6 en 4,310,098, valores que coinciden
con lo reportado por Lopez Hernandez et al. (2019) en fermentaciones de cacao CCN51. En

contraste, los tratamientos con reemplazo de pulpa de fruta presentaron valores de pH inferiores
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(=3), debido al contenido de acidos organicos aportados principalmente por la incorporacion

de maracuya (Pefia Gonzélez et al., 2023), tendencia que se mantuvo hasta el final.

\

Tiempo (M)

Figura 4. Dinamica de pH externo durante el proceso de fermentacion. Valores promedio (n=6).

Los valores de pH interno al inicio del proceso fueron bastante similares entre todos los
tratamientos (=6,5), mismos que concuerdan con lo reportado por LApez Hernandez et al.
(2019), situandose en los niveles caracteristicos del grano fresco (Figura 5). Por otro lado, hacia
el final de la fermentacion, el tratamiento ESC presentd la mayor acidificacion interna (pH
4,53), lo que indica una mayor difusion de &cidos hacia el cotiledén en comparacién con los
tratamientos con adicion de pulpa de fruta, los cuales mantuvieron niveles de pH superiores
(EPF=5,92+0,06, TM=5,86+0,12, BAL24=5,71+0,21, BAA48=5,68+0,29). Esta acidificacion
del grano resulta determinante para la calidad final, ya que, segin Afoakwa et al. (2008), un
pH elevado (5,50-5,80) se asocia con granos subfermentados de sabores extrafios, mientras
gue un pH excesivamente bajo (< 4,75) puede comprometer las notas de chocolate. En este
contexto,se ha establecido un rango 6ptimo intermedio de pH (5,20-5,49) para maximizar la

intensidad sensorial.

Bajo este criterio, el tratamiento ESC presentd una acidificacion excesiva que comprometio el
perfil sensorial de los granos, lo cual se corrobord experimentalmente durante los Gltimos dias
de la fermentacién e incluso tras el proceso de secado, en los que se detectaron aromas atipicos
y notas avinagradas. Por el contrario, los tratamientos con reemplazo de la pulpa, aunque se
situaron técnicamente en el rango de subfermentacion, demostraron una mayor calidad
aromatica, lo que podria indicar que la inclusién de frutas podria cambiar el rango 6ptimo de

pH al final de la fermentacion.
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Figura 5. Dinamica de pH interno durante el proceso de fermentacion. Valores promedio (n=6).

3.2.2 Diversidad microbiana
A partir de los resultados metagendmicos, se evidencié una gran variedad de microorganismos
al inicio de la fermentacién (Dia 0), que tiende a reducirse conforme avanza el proceso, lo cual
es mas notorio en las fermentaciones espontaneas. Tanto en los tratamientos ESC y EPF (Figura
6), las enterobacterias fueron las mas abundantes (Dickeya, Enterobacter, Erwinia,
Escherichia, Klebsiella, Pantoea y Yersinia). Segin Viesser et al. (2021), estos
microorganismos son indicadores de higiene y es importante que no dominen el proceso para
no afectar la calidad final de los granos. Ademas, estos autores sefialan que Erwinia, Tatumella
y Pantoea se consideran fitopatdgenos y que durante la fase inicial de la fermentacién podrian

participar en la degradacion de pectinas y &cido citrico.
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Figura 6. Gréfica de analisis metagendémico para tratamientos espontaneos. a)Tratamiento ESC. b)Tratamiento
EPF.

En los tratamientos inoculados, se confirmo la presencia de S. cerevisiae y P. kudriavzevii,
validando la viabilidad del in6culo utilizado. Particularmente en el tratamiento TM, la adicién
de Acetobacter ghanensis y Lactiplantibacillus plantarum también resultd efectiva. No
obstante, tanto TM como BAL 24 exhibieron contaminacion por Pantoea spp.; por el contrario,
BAA48 mostr6 una abundancia relativa dominada por levaduras, factor que limité la diversidad

de especies detectadas (Figura 7).

A medida que avanzd la fermentacion (Dia 1 al 3), los experimentos de fermentacion
espontanea mantuvieron una diversidad microbiana mas amplia y variada que los inoculados.
En el tratamiento ESC, destacé la presencia inicial de Pantoea spp., la cual fue desplazada a
partir del segundo dia por Hanseniaspora spp. y la aparicion de BAL como
Liquorilactobacillus cacaonum y Lactiplantibacillus plantarum. En contraste, en el

tratamiento EPF, Hanseniaspora opuntiae domind la dinamica desde las 24 horas, mientras
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que las BAL (L. cacaonum) aparecieron al tercer dia. Esta observacion podria asociarse al
reemplazo de la pulpa, puesto que la diferencia de acidez entre tratamientos (Figura 4)

posiblemente condicione la supervivencia de ciertas especies.

En cuanto a los tratamientos inoculados, las levaduras dominaron el proceso; sin embargo, la

dinamica entre S. cerevisiae y P. kudriavzevii parece cambiar, siendo esta Gltima la que cobra
mayor relevancia con el transcurso del tiempo. El comportamiento de los tratamientos

inoculados respecto a los experimentos de fermentacion esponténea resalta una de las ventajas
del uso de cultivos iniciadores, la capacidad de generar perfiles microbianos mas consistentes
y controlados entre diferentes lotes siendo clave para estandarizar la calidad del producto final

y reducir riesgos de defectos asociados a la fermentacion espontanea (Campos et al., 2025).

Para el final de la fermentacion (Dia 4 al 5), en ESC las BAA ganan una relevancia notable en
la comunidad microbiana. Este cambio en el dominio de las especies coincidiria con la rapida
acidificacion detectada en las mediciones de pH (Figura 4). En contraste, el tratamiento EPF
presenta una dindmica similar a los tratamientos inoculados; es decir, las levaduras dominaron
la dinamica, pero con mayor diversidad de especies. En el caso de TM, BAL24 y BAA48, se
observa una porcion muy pequefia de abundancia relativa para L. plantarum, mientras que A.
ghanensis no tuvo relevancia en ninguno de los tratamientos. Estos aspectos pueden
relacionarse con el lento aumento del pH externo y la escasa acidificacion del pH interno
(Figura 4), ya que impiden la metabolizacion de acido citrico (BAL) y la produccion de &cido
acetico (BAA) (De Vuyst & Leray, 2020). Esta dindmica es similar a la reportada por Schwan
(1998), en la que las poblaciones de BAL y BAA disminuyeron hasta volverse indetectables
en tratamientos con inoculacion en tiempo cero y secuencial. Este resultado sugiere que,
aunque la optimizacién de las bacterias mediante curvas de crecimiento fue efectiva para
garantizar la adicion de células viables a la masa de fermentacion (Anexo A), estas no lograron
proliferar significativamente durante el proceso. Una posible explicacién es la elevada carga
de levaduras presentes en la fermentacion, las cuales pudieron ejercer un efecto competitivo

sobre las bacterias inoculadas, limitando su desarrollo y predominancia microbiana.
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Ademas, es importante considerar que los valores representados en las graficas corresponden
a abundancia relativa y no a conteos de UFC/g. Por tanto, estos resultados no reflejan
directamente la densidad celular de cada grupo microbiano, sino una estimacion de los
microorganismos que alcanzaron una mayor predominancia en la fermentacion. En este
contexto, la mayor proporcion de levaduras respecto a las bacterias probablemente enmascard

la presencia de estas Gltimas.

3.3 Determinacion de indice de fermentacion

El indice de fermentacion es un indicador ampliamente utilizado para evaluar el grado de
degradacion de compuestos fendlicos en la fermentacion de los granos de cacao. Aquellos
valores cercanos o superiores a 1 representan un grado de fermentacion adecuada (Kongor et
al., 2013); mientras que valores inferiores representan una fermentacion insuficiente, y valores

superiores a 1,2 corresponden a granos sobre fermentados (Teneda, 2016).

Los valores obtenidos a las 96 horas de fermentacion oscilaron entre 0,46 y 0,57, siendo el
tratamiento BAL24 el que registré el mayor valor, mientras que TM presenté un menor valor.
No obstante, no se evidenciaron diferencias estadisticamente significativas entre tratamientos

(p>0,05), lo que sugiere un grado de fermentacidn aun incipiente en esta etapa.

A

AB
Al 1

Iindice de fermentacion
>
jm

Tiempo (h)
FP§ m BAI

Figura 8. indice de fermentacion. Las barras representan los valores promedio (n=18) junto con su desviacion
estandar. Letra diferente en el mismo periodo de tiempo indica diferencias significativas (test t, alfa=0.05).

A las 120 horas, se registroé un incremento notable del indice de fermentacion en el tratamiento
ESC, el cual alcanzé los valores mas altos en todo el proceso en comparacion con los demas

tratamientos (Anexo E). Este resultado se correlaciona con los cambios fisicos observados en
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los granos durante el experimento, donde se pudo observar la aparicion de surcos y la transicion
hacia un color café uniforme, caracteristicas que, segun Contreras et al. (2025), resultan ser
propias de granos bien fermentados. Por el contrario, los demas tratamientos presentaron una
coloracidn variable, con predominancia de tonalidades violetas, lo que sugiere un menor grado
de fermentacion. Esto se pudo ver reflejado en el analisis estadistico demostrando diferencias

significativas principalmente entre los tratamientos ESC, EPF y TM.

El comportamiento del tratamiento ESC puede asociarse con una mayor actividad fermentativa,
evidenciada por una mayor acidificacion interna tal como se describié en el analisis del pH
interno (seccion 3.2.1). Este resultado sugiere una mayor penetracion de acidos organicos hacia
el cotiledon, probablemente, relacionada con la actividad de BAA hacia el final de la
fermentacion mostrada en el analisis metagendémico. Estos factores, junto con las altas
temperaturas reportadas en el tratamiento, favorecen la muerte del embrion y la activacion de
enzimas oxidativas responsables de la degradacion de polifenoles (Mota-Gutiérres et al., 2018).
En el caso de los tratamientos inoculados, se observd una menor acidificacion del cotiledon,
asi como una sucesion microbiana deficiente, lo que se refleja en los resultados en una menor

evolucion del grado de fermentacion.

Por otro lado, a las 144 horas no se detectaron diferencias significativas entre los tratamientos
(p > 0,05), por lo que al final del proceso se obtuvo un grado de fermentacion comparable entre
los tratamientos evaluados. Sin embargo, dado que los valores se mantuvieron por debajo del
nivel 6ptimo reportado en la literatura, se puede inferir que el proceso no alcanz6 un nivel de
fermentacion completamente adecuado. Estos resultados difieren de los reportados por Chagas-
Junior et al. (2021), quienes alcanzaron una buena fermentacion a las 144 horas empleando un
cultivo iniciador de S. cerevisiae y P. kudriavzevii en fermentaciones realizadas en cajas de
madera con aproximadamente 50 kg de cacao. De igual manera, en estudios de Falconi et al.
(2023) se obtuvo una reduccion del tiempo de fermentacion hasta 96 horas y mejoras en la
calidad quimica del cacao Nacional, empleando sacos de yute con 60 kg de cacao y aplicando
un cultivo iniciador con Torulaspora delbrueckii, Hanseniaspora uvarum, Limosilactobacillus

plantarum y A.ghanensis.

Al comparar dichos estudios con los resultados de esta investigacion, se puede deducir que la
inoculacién secuencial no evidencié un efecto favorable sobre el grado de fermentacion,

posiblemente debido a que no se logré establecer una sucesion microbiana eficiente durante el

26



proceso, como se observa en los resultados metagendmicos obtenidos (seccion 3.2.2). Este
comportamiento coincide con lo reportado por Schwan (1998), quien sefiala que la inoculacion
secuencial puede resultar poco efectiva cuando las condiciones del proceso no favorecen el
establecimiento y predominio de los microorganismos inoculados dentro de la dindmica

microbiana de la fermentacién.

En contraste, si bien, segun lo descrito por Casco et al. (2024), la duracion de fermentaciones
de cacao CCN-51 suele ser entre 6 - 7 dias, en este analisis se pudo observar que el tratamiento
ESC obtuvo un IF cercano a 1 a las 120 horas junto con un pH interno de 4,5. La prolongacion
de la fermentacion por 24 horas adicionales pudo haber influido negativamente en las
caracteristicas sensoriales del cacao, favoreciendo el desarrollo de sabores excesivamente
acidos, lo que sugiere que el tiempo 6ptimo de fermentacion para este tratamiento puede

situarse en los cinco dias.

3.4 Prueba de corte

Se pudo evidenciar que el tratamiento BAA48 alcanz6 el mayor porcentaje de granos bien
fermentados, con un 41% y una puntuacion de 575, de acuerdo con el criterio propuesto por
Hernandez-Hernandez et al. (2016), sequido por el tratamiento ESC, que presentd un 35% de
granos bien fermentados y una puntuacion de 560 (Figura 9). No obstante, en el caso de ESC
se observO una marcada variabilidad entre réplicas biologicas, ya que al contrastar los
resultados del indice de fermentacion y de la prueba de corte se evidencié que una réplica
alcanzo6 un nivel satisfactorio de fermentacién, mientras que la otra presentd un desarrollo
inferior (Anexo C y D). Esta menor reproducibilidad podria atribuirse a la naturaleza
espontanea del tratamiento, en el que la dinamica microbiana y las condiciones del proceso

tienden a ser menos uniformes que en fermentaciones inoculadas.

Por otro lado, el tratamiento BAL 24 presentd la mayor proporcion de granos violetas y la menor
cantidad de granos bien fermentados, comportamiento que coincide con sus menores valores
de indice de fermentacion respecto a los demas tratamientos. La elevada presencia de granos
violetas indicaria una menor degradacion de antocianinas y un menor avance de los procesos
oxidativos al interior del grano. En este sentido, Macedo et al. (2016) reportan que la enzima
polifenol oxidasa (PPO), responsable de la transformacién del grano hacia tonalidades cafés y

de la reduccidn de la astringencia, presenta su maxima actividad en rangos de pH entre 5,8 y
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6,6 y temperaturas de 25 a 30 °C. Conforme la fermentacion progresa hacia condiciones mas
acidas (pH cercano a 4,5) y temperaturas elevadas (3545 °C), la actividad enzimatica
disminuye considerablemente. De acuerdo con los perfiles de pH y temperatura registrados en
esta investigacion, todos los tratamientos habrian alcanzado condiciones relativamente
favorables para la actividad de la PPO entre las 48 y 72 horas, etapa en la que probablemente
se intensificaron las reacciones de oxidacién de polifenoles. Sin embargo, la mayor proporcién

de granos violetas en BAL24 sugiere que dichas transformaciones no ocurrieron con la misma

BAL.24 BAA.48

intensidad o uniformidad que en los demas tratamientos.
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Figura 9. Grafica del porcentaje de fermentacion del cacao segin la prueba de corte. Las barras se realizaron con
los valores promedio (n=2), para un total de 100 granos analizados por tratamiento.

Adicionalmente, se contrastaron los resultados con la norma NTE INEN 176, la cual establece
los requisitos de calidad para los granos de cacao, clasificandolos en tres categorias segun
diversos parametros fisicos. Uno de los indicadores criticos es el porcentaje maximo de granos
violetas, con limites de 15%, 21% y 25% para los grados 1, 2 y 3, respectivamente. Bajo este
criterio, la mayoria de los experimentos no alcanzaron los estandares de los dos primeros
niveles, siendo el tratamiento ESC el Unico capaz de cumplir con este parametro para su
clasificacion en el grado 3.

28



4 Conclusiones

En relacion con el establecimiento de las condiciones éptimas para el cultivo iniciador, se
determind que la viabilidad y la cinética de adaptacién microbiana estan estrechamente ligadas
al monitoreo preciso de las fases de crecimiento. Se identificé que Acetobacter ghanensis y
Lactiplantibacillus plantarum presentan comportamientos metabolicos diferenciados, donde la
estandarizacion de los inoculos en concentraciones de 1 x 10° UFC/g a 1 x 10° UFC/g resultd
fundamental para garantizar una carga microbiana competitiva. Asimismo, el protocolo de
inoculacién secuencial a escala de laboratorio permitio replicar la dindmica sucesional de la
fermentacion del cacao. No obstante, el analisis metagendmico sugiere que la adicion de pulpa
de frutas modificé la competencia por el sustrato, favoreciendo una dominancia prolongada de
las levaduras, lo que limito la proliferacion esperada de las bacterias acido-lacticas y acéticas

en las etapas finales del proceso.

En cuanto a la caracterizacién fisicoquimica, el uso de mezclas de maracuya y banano como
sustitutos del mucilago original generé cambios importantes a nivel de pH, mostrando niveles
de pH externo significativamente mas bajos desde el inicio del proceso. Aunque los
tratamientos inoculados alcanzaron los picos térmicos necesarios para la muerte del embrién,
el pH interno de los cotiledones se mantuvo por encima de los limites estandar de fermentacion
completa, situandose en un rango de subfermentacion. Este comportamiento se alinea con lo
resultados obtenidos en la prueba de corte, donde los granos provenientes de los tratamientos
con pulpa de fruta mostraron una coloracion violeta de mayor proporcién a diferencia del
tratamiento espontaneo solo cacao (ESC), que mostré una mayor proporcion de granos bien

fermentados alcanzando un grado 3 para granos de cacao segun la norma NTE INEN 176.

Finalmente, es pertinente destacar que, a pesar de la superioridad técnica del tratamiento ESC
en cuanto a indicadores fisicoquimicos de fermentacion, este presentd perfiles de aroma
indeseables que no se manifestaron en los tratamientos inoculados con pulpa de fruta. Esto
plantea la posibilidad de que el reemplazo de mucilago constituya una condicion disruptiva en
los parametros de calidad conocidos que mejore el perfil aromatico de los granos. De esta
forma, es importante realizar investigaciones complementarias que integren analisis sensoriales
y de metabolitos para comprender las causas de esta mitigacion de olores y determinar qué

componentes especificos de las pulpas estan influyendo en la dindmica fermentativa.

29



5 Recomendaciones

A partir de los hallazgos obtenidos en la dindmica microbiana, se recomienda ajustar el
protocolo de inoculacion incrementando la densidad celular de las bacterias acido-lacticas y
acéticas, o bien reducir la carga de levaduras inoculadas. Esta modificacidn es crucial para
contrarrestar la dominancia de las levaduras observada en los analisis metagendmicos,
asegurando que la sucesion microbiana sea lo suficientemente robusta para completar la

transformacion quimica del cotiledén.

Adicionalmente, resulta fundamental realizar otros estudios complementarios como analisis
sensorial y cuantificacion de compuestos volatiles. Esta informacion resulta clave para
confirmar si las modificaciones realizadas en el proceso de fermentacién se traducen en una

mejora del perfil sensorial de los granos de cacao.

Finalmente, se recomienda realizar un estudio de escalado a mayores volimenes con el fin de
evaluar si el comportamiento observado a escala piloto se mantiene bajo condiciones reales.
Esta validacion permitiria determinar la viabilidad de su implementacién como herramienta

tecnologica en la industria del cacao CCN-51 en Ecuador.
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7 Anexos

Anexo A. Concentracion de los cultivos iniciadores empleados en la fermentacion

5
Experiment . . x 10> UFC/g
Microorganismo
0 Oh 24h 48h 72h
Saccharomyces cerevisiae 15,6 + -
0,48
Pichia kudriavzevii 9,15+ -
0,29
™
Lactiplantibacillus 151+ -
plantarum 0,48
Acetobacter ghanensis 27,2 £ -
5,32
Saccharomyces cerevisiae 15,6 + -
0,48
Pichia kudriavzevii 9,15+ -
0,29
BAL24
Lactiplantibacillus - 23,1+ -
plantarum 7,15
Acetobacter ghanensis - 142 + -
5,18
Saccharomyces cerevisiae 156 £ -
0,48
Pichia kudriavzevii 9,15+ -
0,29
BAA48
Lactiplantibacillus 151+ -
plantarum 0,48
Acetobacter ghanensis - - - 119+
1,66
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Anexo B. Fotografias del proceso fermentativo

Figura B.2. Adicién de pulpa de frutas (maracuya y banano).
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Figura B.3. Muestras de cacao en fermentador.

Figura B.4. Proceso de secado.
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Anexo C. Analisis de prueba de corte

Figura C.1. Prueba de corte del tratamiento BAA48 (réplica 1). El color azul hace referencia a granos fermentados,
color amarillo a granos parcialmente fermentados y color rojo a granos violetas

Figura C.2. Prueba de corte del tratamiento ESC (réplica 1).El color azul hace referencia a granos fermentados, color
amarillo a granos parcialmente fermentados y color rojo a granos violetas

Anexo D. Resultados de la fermentacion segun la prueba de corte

Muestra % fermentados % parcialmente % no fermentados Score
fermentados

BAA48.1 40 32 28 560

BAA48.2 42 34 24 590
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BAL24.1

BAL24.2

EPF1

EPF2

ESC1

ESC2

TM1

TM2

22

26

34

22

46

24

26

38

36

40

36

50

36

48

38

36

42

34

30

28

18

28

36

26

400

460

520

470

640

480

450

560

Nota: Porcentajes de fermentacion obtenidos para cada réplica bioldgica de los tratamientos, junto con su
puntuacion final, siguiendo el método descrito por Hernandez-Hernandez et al. (2016).

Anexo E. indice de fermentacién

Tratamiento 96 horas 120 horas 144 horas
ESC 0.544+0.053* 0.919+0.089" 0.923+0.1874
EPF 0.479+0.0614 0.606+0.046° 0.899+0.1894
™ 0.456+0.038" 0.612+0.0298 0.822+0.0234

BAL24 0.5660.0174 0.728+0.019” 0.762+0.103"
BAA48 0.507+0.005% 0.657+0.10018 0.874+0.1214

Nota: Valor promedio + Desviacién estandar (n=18), letra diferente en la misma columna indica diferencias

significativas (test t, alfa=0.05).



